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RESUMEN

La investigacion de este proyecto de investigacion se lo realizo en el
laboratorio de la facultad de ciencias agropecuarias de la Universidad Laica
Eloy Alfaro de Manabi.

El objetivo principal de este trabajo de investigacion fue obtener alcohol
etilico en la melaza de cafa de azucar de cafia de azucar mediante tres
fuentes de nitrégeno a diferentes condiciones de °Brix y temperatura,
sometiendo la melaza a una serie de procesos como: Dilucidn,

pasterizacion, enfriamiento, fermentacion y destilacion.

Para la realizacion de la etapa de experimental se utilizO un disefio
cuadrado latino de 3 x 3 en el que se considero el factor de interés como el
tipo de nutriente y los factores perturbadores como: Concentracion de

solidos (°Brix) y temperatura de fermentacion .

Antes de evaluar las condiciones de fermentacion se evaluaron pruebas
fermentativas con dos tipos de levaduras comerciales. Levadura liofilizada y
levadura activa seca y se pudo determinar que la levadura activa seca
presento mejor suspension celular, ademas se realizaron andlisis quimicos
de nitrégeno total en las fuentes de nutrientes el paso siguiente fue evaluar
el proceso de fermentacion alcohdlica con las tres fuentes de nutrientes
evaluadas a 17°Brix ,22°Brix y 26°Brix y a una temperatura de 22°C, 26°C
y 29°C se pudo determinar que la fuente de nutriente como el sulfato de
amonio incrementan el rendimiento alcohdlico seguido de la urea a
diferencia del nitrato de potasio que fue el que género menor rendimiento
de alcohol. Ademas se pudo determinar que las fuentes de nutrientes
reducen la velocidad de fermentacion y se pudo comprobar que a mayor

°Brix mayor rendimiento de alcohol se produce.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION DEL PROYECTO

El alcohol es un producto que tiene una alta demanda en las principales
destilerias y en muchos procesos industriales del pais, es por ello que su
consumo es cada vez mayor por esta razon que se deben implementar nuevas
técnicas de elaboracion que maximicen la produccion y se obtenga una mejor
productividad de forma eficiente. El presente proyecto que consiste en la
aplicacion de un disefio experimental en La produccion de alcohol etilico en la
melaza de cafia de azucar en los procesos artesanales en la ciudad de Manta,
la importancia de esta investigacion es conocer las diferentes caracteristicas,
consecuencias y la calidad que tendra el producto ya que para eso se va a
seguir un cierto cuidado en su proceso de fermentacion , ya que todo esto sera
importante cuando finalice el experimento para asi dar a conocer a los mejores

rendimientos alcohdlicos obtenidos .

Debido a que en su proceso de elaboracién existe un alto grado de complejidad
por las caracteristicas que se presentan en la fermentacion y en todo el proceso
ya que su rendimiento esta en funcion de unas series de factores que pueden
afectar significativamente la produccion, por ello que se plantea la realizacion
del presente proyecto que trata de una investigacion experimental en la
produccién de alcohol etilico en la melaza de cafia de azlcar en los procesos
artesanal en la ciudad de Manta. EIl propdsito principal de realizar este
proyecto es aplicar una nueva técnica en el proceso de fermentacion de alcohol
a partir de un mejoramiento técnico y cientifico mediante el uso del control de
variables como. Cantidad 6ptima de concentracion de azlcar en el fermento y el
control optimo de temperatura que pueda mejorar el rendimiento y asi obtener
una mejor productividad mediante un meétodo tradicional de destilacidon
fraccionada que se lo realiza al proceso final de la fermentacion. La

investigacion es de tipo experimental partir de un estudio comparativo mediante



tres fuentes de nutrientes como son: La urea, sulfato de amonio y nitrato de
potasio, y al final hacer una evaluacién de rendimientos alcohdlicos obtenidos

con las tres fuentes de nutrientes.

1.1. Situacion del problema

El alcohol etilico hoy en dia es un producto que es bastante utilizado en el pais
teniendo un alto porcentaje de utilizacion destinado para el consumo humano y

utilizado en muchos procesos industriales.

El alcohol presenta condiciones muy complejas en los procesos de
fermentacion cuyo rendimiento depende de muchos factores técnicos y
cientifico como son el tipo de levadura, condiciones climaticas del medio, tipo
de nutrientes condiciones de aireacion es por ello que en muchos procesos de
extraccion de alcohol se producen ineficiencia en la produccion y producto de
esto se dan pérdidas econdmicas en su proceso de extraccion. Por ende la
problematica a tratar en este experimento serian las reacciones de los
diferentes tipos de nutrientes que se aplicaran como urea, sulfato de amonio y
nitrato de potasio ya que tales contienen nitrogeno y podrian variar en los
grados brix en la fermentacion ya que la levadura necesitan estas fuentes de
nitrégeno para su proceso de desarrollo por ende estos elementos quimicos

podrian tener influencia negativa o positiva en la fermentacion de alcohol.

Se escogio el area de estudio para la realizacion del experimento de
investigacion se lo realizo en la ciudad de Manta en el laboratorio de la Facultad
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi por
contar con los elementos y condiciones necesarios de laboratorios para

realizar la investigacion.



1.2. Formulacioén del problema

¢Cuél de las fuentes de nutrientes presentaria mayor rendimiento

alcohdlico exponiéndolas a diferentes condiciones de fermentacion?
1. ¢ Cual seria las consecuencias de una mala fermentacién?

2. ¢Qué influencia tendria 0 que caracteristicas tendria el tipo de

nutriente en el rendimiento alcohdélico o de alcohol

3. ¢ Cuédl seria la variacion de los grados brix (concentracion de
azucar) y la temperatura en el tiempo final de fermentacién de los
nutrientes?

4. ¢ Cudles serian las condiciones éptimas de los nutrientes en la

fermentacion alcohodlicas o de alcohol?

1.3. Justificacion

La investigacion es de conveniencia porque servira para identificar, analizar y
determinar los diferentes compuestos quimicos que se le puede aplicar a los
diferentes procesos de fermentacién de alcohol y poder asi aplicarlos con

seguridad en un futuro en una empresa 0 microempresa

Es de relevancia social porque con la investigacion de este proyecto los
sectores productores de alcohol etilico que se dedican a producir en los
cantones de Manabi podrian aplicar esta nueva técnica de mejoramiento que
les permitan poder optimizar la produccion y obtener mejores rendimientos

alcohdlicos.

Es de aplicacién practica porque se podra realizar un disefio experimenta para

establecer los porcentajes de Nitrdgeno y Carbono en el proceso de



fermentacion, aplicando los conocimientos adquiridos en la formacion

profesional.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1.

1.4.2.

Objetivo general

Aplicar un Disefio Experimental con los diferentes tipos de nutrientes para
mejorar el porcentaje de alcohol etilico de melaza de cafia de azucar en

los procesos artesanales en la Ciudad de Manta.

Objetivo especificos

Analizar los diferentes métodos de reacciones que se obtendrian al
combinar los tipos de nutrientes al momento de someterlas a
diferentes condiciones de fermentacion.

Disefiar el experimento para determinar las condiciones Optimas de
fermentacion de alcohol y los nutrientes.

Realizar pruebas de laboratorio fisico-quimicas con los diferentes tipos
de nutrientes para determinar la calidad del producto o alcohol que se
desea obtener.

Determinar el rendimiento de alcohol y grado alcohélico de acuerdo a

sus  condiciones O6ptimas de fermentacibn en cuanto a su



concentracion de azucar y su temperatura, incorporado en la dilucién

los tres tipos de nutrientes.

1.5. Hipdtesis

El tipo de nutriente incrementa el rendimeitno de alcohol etilico de la

melaza de cafia de azucar en el proceso artesanal.

1.5.1. VARIABLES

1.5.2. Dependiente

» Rendimiento de alcohol etilico

1.5.3. Independiente

» Tipos de nutrientes



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1. Marco filosofico o epistemoldgico de la investigac ion

El consumo de alcohol etilico en la ciudad de Manta y en el pais es una

actividad que se ha venido desarrollando desde muchos tiempos ancestrales.

Las elaboraciones de alcohol etilico artesanal es una es una actividad

industrial que se ha venido desarrollando desde hace muchos tiempos antiguos.

“La apasionante historia del fabricante de alcohol, atribuido a los dioses, a
poderes sobrenaturales, etc., es una larga aventura cientifica ligada al
descubrimiento y desarrollo de la destilacion, uno de los procesos mas
importantes de la quimica préactica, y que podemos considerar que no termina
hasta 1857 cuando Pasteur proporciona una explicacién cientifica de la

fermentacion. ” (Freixa F, 1978).

Todas las fuentes apuntan a que los arabes, que conocian las ideas y practicas
de los tecndlogos y alquimistas chinos, hicieron una gran aportacion a la
obtencion del alcohol con el desarrollo y la mejora de la técnica de la

destilacion.

“La fabricacion y consumo de bebidas alcohodlicas se remonta a las primeras
etapas de la humanidad. Es probable que determinadas experiencias,
relacionadas con la fabricacién y utilizacidon de recipientes, la fermentacion
natural de la miel o de otros azlcares, condujera a los seres humanos a
interesarse por los procesos fermentativos”. (Rosenstingl, 1978). A pesar de
estos conocimientos y experiencias tan ancestrales, la humanidad tardé siglos
en conocer objetivamente el proceso de produccion del alcohol y en obtenerlo a

partir de las bebidas que lo contenian.



La fermentacién alcohdlica fue estudiada por Louis Pasteur (1822-1895) y
desde entonces sabemos que un microorganismo - un hongo-, la levadura, es el
gue inicia y produce la compleja cadena de fendbmenos fisico-quimicos que
reciben el nombre de fermentacién por el que se produce finalmente alcohol

etilico a partir de azlcares.

2.2. ANTECEDENTE DE LA INVESTIGACION

Segun (Garzon & Hernadez, 2009) “realizo un estudio de investigacién de
Estudio comparativo para la produccién de etanol entre saccharomyces
cerevisiae silvestre, saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y candida utilisa
ATCC 9950".

El etanol es considerado un recurso energético sostenible, puesto que ofrece
diversas ventajas sobre los derivados del petroleo, como son; la disminucion en
la produccion de gases invernadero, disminucién del costo del combustible,
mayor seguridad energética y apoyo a producciones agricolas. Este se obtiene
a partir de microorganismos, los cuales realizan la fermentacion de azlcares
gue se encuentran en productos vegetales, que pueden provenir de
subproductos de grandes procesos industriales, para la producciéon del azlcar
como: la melaza, el jugo de cafia entre otros, emplear éstos subproductos,

como sustratos para ser fermentados y obtener

Etanol, generan una oportunidad importante en el desarrollo de nuevas formas
de energia renovable y en los cuales se encuentre un desarrollo sostenible con

el medio ambiente.

El presente trabajo tuvo como objetivo comparar la produccion de etanol entre

Saccharomyces cerevisiae silvestre, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 y



Candida utilis ATCC 9950, adicional a esto se evaluo la cepa Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9080.

Se realizaron ensayos a diferentes concentraciones de melaza (180, 200 y 250
g/L) con Saccharomyces cerevisiae silvestre, con el fin de establecer la
concentracion de melaza que produjera el mejor porcentaje de alcohol;
encontrando lo con la concentracion de 250 g/L. Evaluando a esta
concentracion las otras levaduras; el consumo de azucares reductores se

determiné por el método Dubois, para realizar el seguimiento de los mismos.

Las cepas Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, ATCC 9080 y Candida utilis
ATCC 9950 presentaron un porcentaje de alcohol del 8% (V/V), mientras que la
Saccharomyces cerevisiae silvestre mostro un porcentaje del 6,5% (V/V) a la
concentracion de 250 g/L; el etanol obtenido fue cuantificado por alcoholimetria

y cualificado por cromatografia de gases .

Segun (Campués & Tarapi, 2011) “realizd un estudio de investigacién de
Obtencion de alcohol a partir de jugo de cafia, cachaza y melaza, mediante la

incorporacion de dos niveles de fermento.”

En la presente investigacion se pretende utilizar jugo de cafia y subproductos
de bajo nivel comercial de la Industria Azucarera y Panelera como son la
melaza y cachaza respectivamente, con la finalidad de obtener alcohol
mediante la incorporacion de dos niveles de fermento (Sacharomyces

cerevisiae), para optimizar los rendimientos de produccion.

Se realizé la fase experimental en la Unidad de Azucares- Laboratorios de la
FICAYA- UTN, ubicada en la ciudad de Ibarra, provincia Imbabura y los
respectivos analisis fisico- quimicos se efectuaron en el Laboratorio de control
de calidad LICORES DE AMERICA “LICORAM”.



El presente estudio consistio en obtener alcohol a partir del mosto de jugo de
cafa, cachaza y melaza, sometiendo a las materias primas a diversos procesos
como adquisicion, recepcion, filtrado, dilucién, pasteurizado, enfriamiento,
fermentacion y destilado. Las variables en estudio fueron: sélidos solubles y pH
de la materia prima y en el proceso de fermentacion; aldehidos, alcoholes
superiores, esteres, metanol y rendimiento en el producto final; y en el analisis

sensorial: color, olor y sabor.

Para el desarrollo de la fase experimental se utilizé un Disefio Completamente
al Azar con arreglo factorial A x B; en el que A corresponde a la materia prima,

B a la cantidad de fermento.

Las caracteristicas del experimento fueron tres repeticiones, seis tratamientos y
dieciocho unidades experimentales conformadas por 15 litros cada una. El
analisis sensorial se realizd con la ayuda de una guia instructiva y la hoja de
encuesta; para determinar su significacion estadistica se utilizé la prueba de

Friedman.

Posteriormente se determind los dos mejores tratamientos, en los cuales se
realizé analisis fisico-quimico concluyendo como mejor tratamiento A1B1 (Jugo
de cafa + 0,15 gramos de Saccharomyces cerevisiae por litro de disolucion),

en el cual se obtuvo mayor rendimiento de alcohol.

Segun (Fijardo & Sarmiento, 2009)“ realiz6 un estudio sobre “La evaluacion de

la melaza como sustrato para la produccion de saccharomyces cerevisiaea”.

Los pro biéticos son microorganismos vivos que agregados como suplementos
alimenticos benefician, al huésped aumentando el balance microbiano intestinal
y previniendo el desarrollo de patégenos por lo que son de alta importancia al
ser adicionado como alimento de alta concentraciones actualmente el género

saccharomyces ha sido utilizado para el tratamiento y prevencion de



desordenes tantos intestinales como en animales como en humanos en esta
investigacion se determinaron las condiciones necesarias para obtener una alta
concentracion de biomasa con el fin de evaluar su capacidad pro bidtica este
trabajo tuvo como objetivo evaluar la melaza como sustrato para la produccion
de saccahromyces cerevisiaea , cepa nativa (cepa A) comparandola con una
cepa nativa utilizada como este estudio una cepa reconocida como (cepa B) .
Se realizaron cultivos en Erlenmeyer utilizando diferentes concentraciones de
melaza de cafia (10, 20 y 30% (P/V) con el fin de determinar la concentracion
adecuada para obtener la mayor concentracion de biomasa. Se determiné el
consumo de sustrato por medio de la técnica DNS con previa hidrolisis de la
sacarosa. La biomasa obtenida se cuantifico por medio de la técnica de
absorbancia de peso seco. Se evalu6 la viabilidad del microorganismo por
medio del recuento en placa del agar YPG. Se obtuvo mayor crecimiento de
biomasa a una concentracion del 20% (p/v) de melaza de cafia con un PH
inicial de 5, temperatura de 30 grados centigrado, 150 rpm durante 20 horas
estas condiciones fueron llevadas a fermentaciones en birreactor de 1.5 L.
Adicionalmente se establecieron pardmetros cinéticos ajustados al modelo
matematico que permitieron escoger las mejores condiciones de crecimientos
tanto de Erlenmeyer como como en bioreactor; los mejores datos en cuanto a
reproduccion de levaduriformes asi como los valores de rendimientos de
biomasa fueron los obtenidos por los de la cepa A en una concentracion de

melaza al 20% (p/v).

Segun (Tellez & Peraza, 2012) “realizd un estudio sobre la Optimizacion del
proceso de fermentacion para la produccion de tequila, utlizando Ila
metodologia de superficie de respuesta (msr)” que tiene como objetivo optimizar
las concentraciones de azucar, nitrégeno y fosforo del medio, para incrementar
la eficiencia en la produccion y establecer la influencia de esos macronutrientes
en los compuestos sensoriales indicados en la normatividad Mexicana (NOM -

006-SCFI-2005). Se utilizaron dos cepas de levaduras Saccharomyces y dos
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tipos de mosto: 100% Agave y Mixto (Agave mas sacarosa). En un principio se
utilizé un disefo factorial (24-1). Variables a controlar: concentracién de azucar;
nitrégeno y fésforo; y la temperatura. Variables de respuesta: Eficiencia de
fermentacion y las concentraciones de los compuestos indicados en la NOM.
Por minimos cuadrados se determind la funcidén objetivo para cada variable de
respuesta con sus restricciones. Para una eficiencia de 94.58% (con una
funcion deseable de 0.891312), el programa sugirié: mosto mixto (Agave y
sacarosa), Saccharomyces THL 110; 8°Bx; 0.797979 g/l N; 0.376875 g/l P, y
40°C.

De los estudios referenciales anteriormente mencionados se pudo analizar que
la fermentacion alcohdlica de la melaza, su comportamiento en cuanto a la
variacion, los tipos de levaduras son significativos y es un factor determinante
para el rendimiento alcohdlico; en cuanto a la concentracion en la solucion
también juega un papel fundamental ya que a mayor concentracion de azucar
en la solucion, mayor es su rendimiento alcohdlico; pero se necesita conocer
cual es la concentracion Optima de azucar en la solucion; se puede decir que a
una concentracion de azlcar Optima que presentaria un mejor rendimiento
alcohdlico es de 250 g/L. También se deben de tomar en consideracion que
para poder realizar una fermentacion con un buen crecimiento de levadura se
realicen una pre fermentacion a las levaduras es decir una incubacion y asi

poder determinar cudl seria su concentracion optima en la fermentacion.

La metodologia que mas se acoge a este proyecto de investigacion es el
estudio sobre la optimizacion de los procesos de tequila ya que se estudiaron
variables como las fuentes nitrogenadas, azlcar en la fermentacion ya que se
pudo determinar en este estudio realizado que las fuentes de nitrégeno influyen
en el mejoramiento de crecimiento de las levaduras y por ende mejoran su
eficiencia fermentativa. Se tomaran en cuenta en el desarrollo de la

investigacion las variables anteriormente mencionadas para poder determinar
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cual es el comportamiento de la levadura adiciondndoles nutrientes, si estos
hacen que las levaduras incrementen su tiempo de fermentacion y realicen un
mayor consumo de azucar mejorarian su rendimiento alcohdlico en la

fermentacion alcohodlica en la melaza .

2.3. BASES TEORICAS

2.3.1.1. Melaza de cafia de azUcar

2.3.1.2. Definicion

Las melazas, mieles finales, suelen ser definidas por muchos autores como los
residuos de la cristalizacion final del azicar de los cuales no se puede obtener
mas azucar por metodos fisicos.

También otros autores la definen como jarabe o liquido denso y viscoso,

separado de la misma masa cocida final en la obtencion de azlcar.

2.3.1.3. Obtencién

Existen muchos tipos de melaza. Unicamente se tratara aqui de las melazas
obtenidas de la cafia de azucar. La melaza residual o melaza final es el
subproducto de la industria azucarera del cual se ha substraido el maximo de
azucar. Cuando se emplea la palabra melaza sin especificacion, se suele referir

a la melaza residual.

“La miel que se obtiene de una centrifuga se bombea a un tanque de
almacenamiento para luego someterla a superiores evaporaciones Yy
cristalizaciones en los tachas. Al cabo de tres cristalizaciones sucesivas se

obtiene miel final, que se retira del proceso y se comercializa como materia
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prima para la elaboraciéon de alcoholes y otros usos” (Sitio Argentino de
Produccion Animal, 2016).

2.3.1.4. Propiedades Fisicas — quimicas

La miel final o melaza es un liquido denso y viscoso de color oscuro, dulce y
olor mas o menos agradable que queda como residuo de la fabricacién o
refinacion de la sacarosa procedente de la cafia de azucar. La importancia se
debe casi exclusivamente a los carbohidratos, ya que carece de materia grasa y

de celulosa.

2.3.1.5. Composicion de la melaza de cafia de azlucar

Es un substrato de la industria azucarera, y una de las fuentes mas baratas de
carbohidratos. La composicion de la melaza de cafia de azUcar depende de tres

factores principales:

a) Cafa de azUcar

Condiciones del suelo

Fertilizantes

Clima

Control de insectos, enfermedades, mala hierba
Método de cultivo

Método de cosecha

Variedad de la cafa

YV V V V V V VYV V

Madurez de la cafa

b) Tipo de planta procesadora

13



» Método de fabricacion
¢) Método de manejo de la melaza

» Almacenaje de la melaza

» Transporte de la melaza

Cuadro 2.1: Composicion de la miel final de cafa

COMPONENTES %
Agua 20
Compuestos inorganicos(cenizas)
SI2 0,5
N20 3,5
CaO 1,5
MgO 0,1 8
P206 0,2
NA20
FeO3 0.2
AlO3

Sosay carbonatos
Sulfatos(S0O3) 1,6
Cloruros 0,4
Compuestos organicos
Azucares: sacarosa 32
Glucosa 14 62
Fructosa 16
No azucares: Sustancias
Nitrogenadas, sustancias
Gomosas solubles, acido libres 10
y combinados
Total 100

Fuente: (Campués & Tarapi, 2011)
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2.3.1.6. Usos generales de la melaza de cafia

Debido a su gran produccion se han destinado varios puntos de los cuales
citaremos los mas importantes.

Las mieles se utilizan como materia prima para la produccion de alcohol etilico
en la destileria.

Principalmente se emplea la melaza como suplemento energético para la
alimentacion de rumiantes por su alto contenido de azucares y su bajo costo en
algunas regiones. No obstante, una pequefia porcion de la produccién se
destina al consumo humano, empleandola como edulcorante culinario.

Las melazas de mejor calidad se utilizan para endulzar alimentos tales como
caramelos y bizcochos. Las de baja calidad, van a las fabricas de raciones para

animales o se emplean en la fabricacion del alcohol.

2.3.2. Factores que intervienen en el proceso de fe  rmentacion

2.3.2.1. Cultivo Iniciador

Segun (De la Rosa Tullio, 1998) “en la utilizacion de levaduras liofilizadas dice,
1 gramo de levaduras desecadas contiene de 10 a 30 millones de células
prevalentemente vitales, por lo que se recomienda la adicién de 15 a 20 g/hl de
mosto”

2.3.2.2. Levaduras y clasificacion

La levadura Saccharomyces cerevisiae son las mas utilizadas en la mayoria de
los procesos de fermentacion  es un organismo seleccionado para su estudio
por la biologia celular y la genética: los conocimientos fundamentales que se
desprenden aun hoy dia permiten clarificar desde un nuevo punto de vista la

biologia de este organismo y su adaptacion al metabolismo fermentativo. Es por
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esta razon que se hayan producido grandes progresos en el campo de la

fermentacion alcohdlica.

La fermentacion alcohodlica en condiciones enologicas se efectia en cuasi-
anaerobiosis (cantidad de oxigeno disponible en el mosto al comienzo de la
fermentacion inferior a 10 mg de O2 por litro). El metabolismo de Sacharomyces
cerevisiae en tales condiciones es pues estrictamente fermentativo. (De la Rosa
Tullio, 1998)“Considera las levaduras son microorganismos fungicos
unicelulares, dotados de especial facultad zimégena.

Es decir que representa a la capacidad de biosintesis del complejo enzimatico

responsable en el proceso de fermentacion alcohdlica”.

Su forma de las levaduras es muy variable y depende tanto de la especie como

de las condiciones de cultivo. En condiciones normales se distinguen 4 tipos:

» Saccharomyces cerevisiae células redondeadas
» Saccharomyces eliipsoideus células clipticas
» Saccharomyces apiculatus forma de limones

» Sacharomyces uvarum forma de salchichas

2.3.2.3. Clasificacion

Existen en la naturaleza varios tipos de especies de levadura, pero de mayor
interés industrial en el campo de las bebidas alcohodlicas corresponden al
género Saccharomyces; este género comprende 30 especies y 3 variedades
gue se distinguen por su accion fermentativa y su capacidad de asimilacion de
diversos azucares. Las levaduras utilizadas en la industria de bebidas

fermentadas son:
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2.3.2.4. Saccharomyces cerevisiae

Segun (Gonzales Sosa R., 1978)" Ese tipo de especie es tipica de
fermentacion de mayor preferencia en las industria cervecera, sus colonias son
blandas, humedas y de color crema. Fermentan la galactosa, la sacarosa, la

maltosa y la rafmosa, y no utiliza nitritos”.

2.3.2.5. Saccharomyces uvaruni

Basando en lo que establece (De la Rosa Tullio, 1998) "esta levadura se
caracteriza por células frecuentemente grandes, alargadas y en forma de

salchicha fermentan la glucosa, sacarosa, maltosa y rafinosa.

2.3.2.6. Fuentes nutricionales como fuentes de ni  trégeno

De las fuentes de carbono y energia que pueden emplear las levaduras figuran

en primer lugar la glucosa y la sacarosa, aunque también pueden emplearse

fructuosa, galactosa, maltosa y huero hidrolizado.

El nitrogeno se puede presentarse en forma de amoniaco, urea o sales de
amonio aunque también se pueden emplear mezclas de aminoéacidos. Ni el

Nitrito pueden ser asimilados.

2.3.2.7. Urea
El nitrégeno que se va a utilizar es la urea ya que es un compuesto con alto

contenido de nitrogeno para la fase de multiplicacibn como para la fase de

fermentacion debido a la sintesis de proteinas y acidos nucleicos.
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Es un compuesto cristalino incoloro ligero, con un 46% de nitrogeno (producto
en forma pura). También se presenta en forma granulada de perlas de 1 — 2
mm., con un 45% de N.

Soluble en agua sin dejar residuos insolubles, con un descenso marcado de la
temperatura (calor de disolucion en el agua 57.8 cal/ gr.), en alcohol, y
ligeramente soluble en éter, acetato de etilo y en piridina a las temperaturas

ordinarias no es de uso comestible y es de baja toxicidad.

2.3.2.8. Sulfato de amonio

De formula quimica (NH4)2SO4 y con una riqueza en estado puro: 21.2% N
y24% de S, en estado abono: 20.5% N y 59% de SOa4. Es un compuesto que se
presenta en polvo, cristales y granular, soluble en agua y aumenta
considerablemente con la temperatura. La solubilidad en Kg. de sulfato de
amonio por litro de agua es: a 0°C, de 70.6 - 20°C, de 75.4 - 60°C, de 88.0 y
al00°C, de 103.3, no inflamable y de baja toxicidad. Por su caracter acido, el
sulfato de amonio es recomendable en aplicaciones a suelos alcalinos y/o

suelos calcareos.

2.3.2.9. Nitrato de potasico

Es la fuente mas usada de potasio en fertirrigacién, estando su consumo muy
generalizado en todo tipo de cultivos, tanto anuales como permanentes.
Estimula las plantas para su crecimiento vegetativo. Al ser aplicado no deja
ningun residuo, aportando solo elementos Utiles, pues es soluble en su
totalidad. Al aportar el nitrégeno en forma nitrica, no retenida por el suelo, su
reparto es muy homogéneo. La ausencia de cloro es una ventaja para las

plantaciones de frutas citricas y tabaco, también se usa en la produccion de
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fertilizantes liquidos y es un importante constituyente de los fertilizantes

multinutrientes.

Caracteristicas Quimicas:

Contenido Porcentaje Nitrégeno (N): 13
Potasio (K20): 44 pH
(Solucion al 10 %): 7,5 - 8,5 (a 20°C)

Caracteristicas Fisicas:

Férmula Quimica: KNO3 Sin6nimo

Sal inorgénica, sal Peter Apariencia: blanco cristalino granular Solubilidad a
20°C:  369/100 cc Por exposicion al aire seco pierde una molécula de agua;

amargo, soluble en agua, poco soluble en alcohol.

2.3.2.10. Oxigeno

Las levaduras son microorganismos que pueden de desarrollarse en presencia
0 ausencia de oxigeno, en la fermentacién. Ya que es de mucha importancia
que antes de dar inicio a la fermentacion se realicen un pre fermentacion
dandole una cantidad de oxigeno ya que son procesos previos a la
fermentacion. Es importante que el aire no esté contaminado, es decir, libre de
aceite, humedad o alta temperatura, es por este motivo la cual se recomienda

gue la temperatura del aire deba ser de 30° C.

2.3.2.11. PH del mosto
Para que no se vea afectada la fermentacion se recomienda para una

reaccion Optima para un proceso fermentativo con levaduras se lo debe realizar

a un pH de 4.5 y 5.0. El pH del mosto ha sido ajustado entre 4 y 4.5. Este pH
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favorece a las levaduras y es lo suficientemente bajo para inhibir el desarrollo
de muchos tipos de bacterias.

Segun (Gonzales Sosa R., 1978) "Para que la fermentacidbn sea
satisfactoriamente cuando el pH del mosto se mantiene entre 4 y 4.5. Este pH
favorece a las levaduras y es lo suficientemente bajo para inhibir el crecimiento

de muchos tipos de bacterias que afectan a la fermentacion

2.3.2.12. Concentraciéon de azlcar

Este pardmetro es uno de los mas determinante debido a que las levaduras en
concentraciones altas de azucar no se desarrollan producto a que las
sustancias estan saturada es por aquello que para la multiplicacion inicial de la
levadura, la concentracion de azucares debe mantenerse en niveles bajos.

Segun Betancourt (BETANCOURT, R., 2001) manifiesta que para la
multiplicacion inicia de las levaduras del 10 a 22 % en esta etapa del procesos
se realizaran en diferentes concentraciones de azlcar en la solucion dentro de
un rango de aceptacion de concentracion de azlcar, en ocasiones se emplean

concentraciones demasiado altas que inhiben el crecimiento de las levaduras.

2.3.2.13. Temperatura

Segun (Gonzales Sosa R., 1978) La temperatura del mosto es bien influyente
en la fermentacion. Si la temperatura es baja (bajo los 26 - 27° C), no es
favorable. En lugares muy frios se debe proceder a calentar el mosto, debido a
gue el choque térmico va a producir un retardo en la fermentacion. Otra
solucion seria alimentar con mosto caliente de unos 40 — 50°C. El mosto que
alcanza un sobre calentamiento en los tanques de fermentacion produce una
disminucion en el rendimiento alcohdlico por la evaporacion de alcohol durante
la Fermentacion. Por otro lado, existe una correlacion altamente positiva entre

bacterias en el mosto y la temperatura de éste, principalmente entre
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temperaturas de 30 — 40°C, por lo tanto, si la temperatura del mosto fuera por
encima de 30°C, el nimero de bacterias incrementaria proporcionalmente en

funcion a la temperatura.

2.3.2.14. Temperatura de fermentacion

En la fermentacion pueda tener lugar en un rango de temperaturas desde los

13-14°C hasta los 33-35°C. Las levaduras son microorganismos mesofilos.

Cuanto mayor sea la temperatura dentro del rango establecido mayor sera la
velocidad del proceso fermentativo siendo también mayor la proporcién de
productos secundarios.

Sin embargo, a menor temperatura es mas facil conseguir un mayor grado
alcohdlico, ya que las altas temperaturas hacen fermentar més répido a las
levaduras llegando a agotarlas antes La temperatura de fermentacion debe ser
constante desde el inicio hasta el final. Es por este esta razén que se aconseja

mantenerla por abajo de 34°C y por encima de 31°C.

2.3.3. Producto final obtenido de la melaza de la ¢ afa de la cafa de

azucar

2.3.3.1. Alcoholes

“El alcohol es el nombre genérico de una familia de compuestos quimicos de
carbono, hidrégeno y oxigeno que siempre contienen el grupo funcional
hidroxilo (-OH), éste ultimo determina las propiedades caracteristicas de esta

familia.

Proviene de la palabra arabe al-kuhl, o kohl, un polvo fino de antimonio que se

emplea para el maquillaje de ojos. En un principio, el término alcohol se
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empleaba para referirse a cualquier tipo de polvo fino; sin embargo, mas tarde
los alquimistas de la Europa medieval lo utilizaron para las esencias obtenidas

por destilacion, estableciendo asi su acepcidn actual.

Un alcohol se clasifica de acuerdo con el tipo de carbono que sea portador del
grupo OH (primario, secundario y terciario). Los alcoholes primarios y
secundarios son liquidos incoloros y de olor agradable, solubles en el agua en
cualquier proporcion y menos densos que ella, mientras que el terciario son

todos solidos” (Revista Semana, 2014)

Segun el Instituto Interamericano para la Cooperacion de la Agricultura, el
alcohol “El alcohol etilico o Etanol, cuya formula quimica es CH3-CH20H, es el
componente principal de las bebidas alcohdlicas. Se lo puede obtenerse a
través de dos procesos de elaboracion: la fermentacion o descomposicion de
los azucares contenidos en distintas frutas, y la destilacion, consistente en la

depuracién de las bebidas fermentadas” .

El metanol y el etanol son alcoholes mono hidroxilos. Los alcoholes también se
pueden clasificar en primarios, secundarios y terciarios, dependiendo de que
tengan uno, dos o tres atomos de carbono enlazados con el atomo de carbono

al que se encuentra unido el grupo hidréxido.

Los alcoholes se caracterizan por la gran variedad de reacciones en las que
intervienen; una de las mas importantes es la reaccion con los acidos, en la que
se forman sustancias llamadas ésteres, semejantes a las sales inorganicas. Los
alcoholes son subproductos normales de la digestion y de los procesos
guimicos en el interior de las células, y se encuentran en los tejidos y fluidos de

animales y plantas.
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2.3.4. Fundamentos bioquimicos de la fermentacibn a  Icohdlica

El descubrimiento hecho por de Buchner en 1897, de que un extracto de
levadura del que se habian producido la eliminacion las células intactas por
filtracion conservaba la capacidad de fermentar la glucosa a etanol, demostraba
que las enzimas de la fermentacion pueden actuar independientemente de la

estructura celular.

Los combustibles mas corrientes para la fermentacién son los azlcares, en
especial la D-glucosa, pero algunas bacterias pueden obtener su energia
metabdlica efectuando la fermentacion de acidos grasos, aminoacidos, las
pirimidinas segun las especies. Una clase de fermentacion importante de la

glucosa, es la fermentacién alcohdlica.

Para muchas levaduras en un medio adecuado, la fermentacidén significa la
conversion de hexosas, principalmente glucosa, fructosa, mafiosa y galactosa

en ausencia de aire, en los siguientes productos finales:

En la produccion de alcohol el proceso se lleva a cabo por la accion de
enzimas suministradas por la levadura y favorecida por accion de los fosfatos
adicionados mediante series de reacciones. Las portaciones que realizo Gay
Lussac ayudaron a establecer la siguiente ecuacion de la fermentacion

alcohdlica.

CsH1206 + Levadura — H:20 + CO:
+ 686 Kcal

glucosa Aire(oxigeno) Agua dioxidode carbono Energia

Es por ésta razdn que, en la presencia de oxigeno, la multiplicacion de la

levadura se da intensamente, pues la cantidad liberada de energia quimica
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(ATP) es mayor (19 veces). Por otro lado el consumo de glucosa es menor que
en la ausencia de oxigeno. La célula necesita de una menor cantidad de
glucosa en presencia de oxigeno, porque la cantidad de energia producida es

mayor.

2.3.4.1. Produccién de alcohol etilico

Basandose en lo que establece (CHEN, J., 1991)Menciona que, “el alcohol
etilico se puede producir a partir de las mieles. La fermentacion de las mieles es
el producto de la accion de las levaduras, las que intervienen primero la
sacarosa mediante la invertasa que producen. Luego, las levaduras transforman

el azacar en alcohol etilico y bidxido de carbono.

Por lo general, se utilizan las siguientes ecuaciones para calcular la
recuperacion teédrica (RT) y la eficiencia de la fermentacién (EF).

RT = Total de azicar fermentable x 0. 64"

* De acuerdo con la ecuacion de Gay-Lussac, 1 g de glucosa produce 0.64 ml de
etanol.

Recuperacién Real

= — ———x100%
Recuperacion Tedrica

2.3.4.2. Lafermentacion alcoholica

El propésito principal de la fermentacién  alcohdlica es formar de manera
optima el etanol y los productos secundarios. La fermentacién alcohdlica es el
proceso por el que los azucares contenidos en el mosto de la solucion se
convierten en alcohol etilico Para que este proceso se llevar a cabo este

proceso es necesaria la presencia de levaduras.
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Segun (De la Rosa Tullio, 1998), "la fermentacién alcohdlica es aquel
fendmeno, estrechamente ligado a la actividad vital de las levaduras presentes
en el mosto y reguladas por su carga enzimatica, por lo cual los azucares
originariamente presentes dan origen a alcohol, anhidrido carbonico y otros
productos secundario si etanol representa el producto principal de la
fermentacion alcohdlica y puede generar una concentraciones que varia desde
12 a 14% vol. El dioxido de carbono representa el segundo producto de la
fermentacion alcoholica.

2.3.4.3. Desenvolvimiento de la fermentacion

La fermentacion alcohdlica se desenvuelve a través de una serie de reacciones;
siendo la reaccion principal, establecida por GAY — LUSSAC vy corregida por
DUMAS la siguiente:

C6H1206 + Levadura — ®2H50H + CO2

En esta reaccion principal es el producto del desdoblamiento de los azucares
fermentables, lo cual se desarrollan en el tiempo que tarda la fermentacion.
Para que esto suceda se mezcla el inoculo (levadura) con el mosto (mezcla de
agua y melaza), iniciandose el proceso de fermentacion: dentro de este proceso
existen diferentes fases que se las puede clasificar como: fase preliminar, fase

tumultuosa y fase final.

2.3.4.4. Procesos de fermentacion
Cuando se realizan fermentacion alcohdlica se utilizan diversos métodos,
cualquiera que sea el método aplicable, el éxito de estos procesos depende de

la regulacion de diversos factores importantes (cantidad de levadura, azGcares

reductores).
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Los méas importantes son: Los valores iniciales y finales, las variaciones de las
sustancias convertibles (usualmente carbohidratos) durante el tratamiento; las
sustancias asimilables (nutrientes), la temperatura, el pH, la acidez o la

alcalinidad.

Para este proceso son valorables los productos finales, y la cantidad de
microorganismos que funcionan en todo el proceso de que se lleva a cabo la

fermentacion.

Entre los procesos existentes hay:

» El proceso intermitente (batch).

» El proceso continuo.

» El proceso semicontinuo.

« El proceso intermedio (intermitente - continuo).

2.3.4.5. Mecanismo de fermentacion

El mecanismo de la fermentacion se refiere solamente a un tipo bien concreto
de accidbn microbiana. Estos procesos bioquimicos que tienen relacion a
cambios en el comportamiento de las células que a su vez transformando la

adecuadamente se obtienen productos que serviran al ser humano.

Para los fines de la préctica se distinguen en la vida microbiana: el desarrollo, la
asimilacion, la biosintesis y la desasimilacion. El desarrollo, que se refiere tanto
al micro individuo como a todo el grupo de organismos que viven juntos con una
colonia o un cultivo, incluye el aumento en el tamafio de la célula y la
reproduccion de la célula por division, gemacion o por la formacion de cuerpos
especiales, como esporas y conidios. Asimilacion, es la actividad por la cual son

transformados los diversos componentes del substrato en sustancia de las
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células, proporcionando asi el material necesario para el desarrollo y las
actividades de la vida. El oxigeno atmosférico, uno o varios de los compuestos
intermedios formados por catabolismo u otro compuesto reducible presente en

el substrato puede ser el receptor de hidrogeno.

2.3.5. Técnicas de destilacion de alcohol

2.3.5.1.  Destilacion simple

Es cuando se realiza en una Unica etapa. Se utiliza cuando los dos elementos
o componentes de una mezcla tienen entre sus puntos de ebullicion una
diferencia de 80°C por lo menos. Al momento de calentar, destila el

componente mas volatil y queda el menos voléatil como residuo.

2.3.5.2.  Destilacion fraccionada

“Ocurre cuando La diferencia entre las temperaturas de ebullicion de los
componentes de una mezcla es menor de 80°C, la separacion de ambos se
realiza por destilaciones sencillas repetidas de los sucesivos destilados, o
utilizando columnas de destilacion fraccionada mediante las que se obtiene

como destilado el producto mas volatil ” (Yaira Perez, 2015).

2.3.6. Tipos de disefio experimental, caracteristica sy ventajas

2.3.6.1. Definicién

El disefio de experimentos es la aplicacion del método cientifico para generar
cono- cimiento acerca de un sistema o proceso, por medio de pruebas
planeadas adecuadamente. Esta metodologia se ha ido consolidando como un
conjunto de técnicas estadisticas y de ingenieria, que permiten entender mejor

situaciones complejas de relacion causa-efecto.
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2.3.6.2.  Experimento

Un experimento es un cambio en las condiciones de operacion de un sistema o
pro- ceso, que se hace con el objetivo de medir el efecto del cambio sobre una
o varias propiedades del producto o resultado. Asimismo, el experimento
permite aumentar el conocimiento acerca del sistema. Por ejemplo, en un
proceso quimico se pueden probar diferentes temperaturas y presiones, y medir
el cambio observado en el rendimiento (ppm, defectivo) del proceso. Al analizar
los efectos (datos) obtiene conocimiento acerca del proceso quimico, lo cual
permite mejorar su desempefio.

2.3.6.3. Clasificaciéon y seleccion de los disefios experimen tales

Existen muchos disefios experimentales para estudiar la gran diversidad de
problemas o situaciones que ocurren en la practica. Esta cantidad de disefios
hace necesario saber cdmo elegir el mas adecuado para una situacion dada vy,
por ende, es preciso conocer cOmo es que se clasifican los disefios de acuerdo
con su objetivo y su alcance. Los cinco aspectos que mas influyen en la
seleccion de un disefio experimental, en el sentido de que cuando cambian por
lo general nos llevan a cambiar de disefio, son:

1. El objetivo del experimento.

2. El numero de factores a estudiar.

3. El numero de niveles que se prueban en cada factor.

4. Los efectos que interesa investigar (relacion factores-respuesta).

5. El costo del experimento, tiempo y precision deseada.
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El objetivo del experimento se utiliza como un criterio general de clasificacion de
los disefios experimentales, mientras que los otros cuatro puntos son Utiles para
sub clasificarlos. En este sentido, de acuerdo con su objetivo y sin pretender ser

exhaustivos, los disefos se pueden clasificar como:
1. Disefios para comparar dos 0 mas tratamientos.

2. Diseflos para estudiar el efecto de varios factores sobre la(s)

respuesta(s).
3. Disefios para determinar el punto 0ptimo de operacion del proceso.
4. Disefios para la optimizacion de una mezcla.

5. Disefios para hacer el producto o proceso insensible a factores no

controlables.

2.3.6.4. Diseflo completamente al azar y anova (co n un solo factor)

Muchas comparaciones, como las antes mencionadas, segun (Guitierrez & De
la vara, 2008)“el disefio completamente al azar (DCA), que es el mas simple
de todos los disefios que se utilizan para comparar dos 0 mas tratamientos,
dado que so6lo consideran dos fuentes de variabilidad: los tratamientos y el error
aleatorio. En el siguiente capitulo veremos disefios que consideran la influencia

de otras fuentes de variabilidad (bloques).

Se caracteriza este disefio porque es completamente al azar porque todas las
corridas experimentales se realizan en orden aleatorio completo posee un solo
factor de interés. De esta manera, si durante el estudio se hacen en total N
pruebas, éstas se corren al azar, de manera que los posibles efectos
ambientales y temporales se vayan repartiendo equitativamente entre los

tratamientos. “
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2.3.6.5. Disefio en bloque completo al azar

Segun (Guitierrez & De la vara, 2008) “Este tipo de disefio se lo aplica cuando
se quieren comparar ciertos tratamientos o estudiar el efecto de un factor, es
deseable que las posibles diferencias se deban principalmente al factor de
interés y no a otros factores que no se consideran en el estudio. Cuando esto
Nno ocurre y existen otros factores que no se controlan o nulifican para hacer la
comparacion, las conclusiones podrian ser afectadas sensiblemente. Por
ejemplo, supongamos que se quieren comprar varias maquinas, si cada
maquina es manejada por un operador diferente y se sabe que éste tiene una
influencia en el resultado, entonces es claro que el factor operador debe
tomarse en cuenta si se quiere comparar a las maquinas de manera justa. Un
operador mas habil puede hacer ver a su maquina (aunque ésta sea la peor)
como la que tiene el mejor desemperio, lo cual impide hacer una comparaciéon

adecuada de los equipos. “

Caracteristica principal de este modelo experimental (DBCA) es que se
consideran tres fuentes de variabilidad el factor de tratamiento, factor de bloque
y el error aleatorio es decir, se tienen tres posibles “culpables” de la variabilidad
presente en los datos. La palabra completo en el nombre del disefio se debe a
gue en cada bloque se prueban todos los tratamientos, o sea, los bloques estan
completos. La aleatorizacion se hace dentro de cada bloque; por lo tanto, no se
realiza de manera total como en el disefio completamente al azar. El hecho de
gue existan bloques hace que no sea practico o que incluso sea imposible

aleatorizar en su totalidad.

Ventajas

»  Elimina una fuente de variacion del error aumentando de
»  Esta forma la precision del ensayo. La precision del ensayo

se mide a través del coeficiente de variacion
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» Permite una gran flexibilidad en la relacion tratamiento
blogue, siempre y cuando se reserven un numero igual (o un
multiplo) de tratamientos por unidad experimental.

» La pérdida de informacién por bloque o tratamiento no

dificulta el analisis estadistico.

2.3.6.6. Disefio cuadrado latino

Segun (Douglas C.Motgomery) “En el disefio en cuadro latino (DCL) se
controlan dos factores de bloque y se estudia un factor de tratamientos, por lo
gue se tienen cuatro fuentes de variabilidad que pueden afectar la respuesta
observada, estas son: los tratamientos, el factor de bloque | (columnas), el
factor de bloque Il (renglones) y el error aleatorio. Se llama cuadro latino por
dos razones: es un cuadro debido a que tiene la restriccion adicional de que los
tres factores involucrados se prueban en la misma cantidad de niveles, y es
latino porque se utilizan letras latinas para denotar a los tratamientos o niveles
del factor de interés. Sean A, B, C,..., K, los k tratamientos a comparar, por lo
tanto ambos factores de bloques tienen también k niveles cada uno. Se
caracteriza este modelo experimental por tener dos factores que son el factor
de bloque uno que pertenecen a las columnas y el factor de bloque dos que

son los renglones y el error aleatorio”.

Ventajas

» Si se conocen dos fuentes de variabilidad de las unidades
experimentales y se puede hacer un “bloqueo” en dos direcciones, se
va a poder hacer una comparacion mas precisa de los tratamientos
(se tiene mas potencia) pues la variacion debida a las filas y las

columnas es removida del error experimental.
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» Es facil de analizar, comparado con el disefio de bloques al azar, sélo
se requiere de una suma de cuadrados adicional.

» Cuando se tienen cuadrados pequefios (lo que implica pocos grados
de libertad para el error experimental).

» Se pueden utilizar varios de estos cuadrados de poco tamafio y
realizar un andlisis combinado de los mismos en algo que se llama

cuadrados latinos repetidos.

Para el desarrollo de la presente investigacion se ha adoptado el modelo
experimental Cuadrado Latino, debido a que permite estudiar y analizar los
tipos de nutrientes frente a dos factores perturbadores controlables, como son
temperatura de fermentacion y concentracion de azlcar en la solucion, para

determinar el rendimiento del porcentaje de alcohol.

2.3.6.7. Disefio grecolatino

Segun (Douglas C.Motgomery) “con el disefio en cuadro grecolatino (DCGL) se
controlan tres factores de bloque, ademas del factor de tratamientos. Se llama
cuadro grecolatino porque los cuatro factores involucrados se prueban en la
misma cantidad de nivel es, de aqui que se pueda escribir como un cuadro
ademas, se utilizan letras latinas para denotar a los tratamientos y letras griegas
para nombrar a los niveles del tercer factor de bloque. Al igual que en el cuadro
latino, cada letra (latinas y griegas) debe aparecer sélo una vez en cada renglon
y en cada columna. Ademas, cada par de letras debe aparecer s6lo una vez en

todo el arreglo.

Se caracteriza este modelo experimental por tener que controlar tres factores
de bloques y un factor de tratamiento utilizando los cuatros factores en la misma

cantidad de niveles”.
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2.3.6.8. Disefio factoriales

Segun (Guitierrez & De la vara, 2008) menciona que el objetivo de un disefio
factorial es estudiar el efecto de varios factores sobre una o varias respuestas,
cuando se tiene el mismo interés sobre todos los factores. Por ejemplo, uno de
los objetivos particulares mas importantes que en ocasiones tiene un disefio
factorial es determinar una combinacion de niveles de los factores en la que el
desempefio del proceso sea mejor. Los factores pueden ser de tipo cualitativo
(maquinas, tipos de material, operador, la presencia o ausencia de una
operacién previa, etc.), o de tipo cuantitativo (temperatura, humedad, velocidad,

presion, etc.).

Para estudiar la manera en que influye cada factor sobre la variable de
respuesta es necesario elegir al menos dos niveles de prueba para cada uno de

ellos.

Asi, la matriz de disefio o arreglo factorial es el conjunto de puntos
experimentales o tratamientos que pueden formarse considerando todas las
posibles combinaciones de los niveles de los factores. Por ejemplo, con k = 2
factores, ambos con dos niveles, se forma el disefio factorial 2 x 2 = 4 que
consiste en cuatro combinaciones o puntos experimentales. Si ahora uno tiene
tres niveles y el otro dos, se pueden construir 3 x 2 combinaciones que dan

lugar al disefio factorial 3 x 2.

Ventajas

» Permite obtener mas informacion que en un experimento de un solo
factor.
» Se estudian efectos principales, efectos cruzados y de interaccion de

los factores.
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA

3.1. Caracteristicas del area experimental

3.1.1. Ubicacion del area de estudio

La presente area de estudio para la realizacion del experimento de
investigacion se lo realizo en la ciudad de Manta en el laboratorio de la Facultad
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi.
El laboratorio de investigacion de la Facultad de Agropecuaria tiene las
siguientes condiciones ambientales:

— Temperatura de trabajo: 19 a 24°C

— Humedad relativa: 48 a 58%

— Presién: 0,90 atm

3.2. Determinacion de las variables experimentales

3.2.1. Factores en estudio

En el siguiente cuadro se muestran los factores a estudiar con sus respectivos
niveles como son tipo de nutriente (urea, sulfato de amonio y nitrato de potasio)
y los factores perturbadores como son porcentaje de solido (17°, 22, y 26 °Bx)
y temperatura de fermentacién (26° C, 29 y 32° C) Cuadro 1 Esquema de los

factores en estudio
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Cuadro 2.2: Esquema de los factores en estudio

FACTOR DE INTERES NIVELES FACTORES PERTURBADORES NIVELES
17°8
UREA (A) . X
% DE SOLIDOS SOLUBLES (° BRIX) 22°Bx
26° Bx
TIPO DE NUTRIENTE | SULFATO DE AMONIO(B) —
TEMPERATURA 29°C
NITRATO DE POTASIO (C) e

3.3. Unidades experimentales del disefio

Las unidades experimentales estuvieron conformadas por 1 It de solucion
las cuales fueron elaboradas con melaza adicionandoles diferentes fuentes
de nutrientes como son: urea, sulfato de amonio y nitrato de potasio a iguales

concentraciones por cada litro de solucion.

3.3.1. Andlisis estadistico

3.3.2. Andlisis funcional

Se procedera a realizar la prueba de Tukey al 5% para todos los tratamientos,
para el factor tipo de nutriente A, B, C y la prueba de Diferencia Minima
Significativa (D.M.S.).

3.4. Disefio experimental

Para la realizacion del estudio experimental de la investigacion se utilizd un

disefio en cuadrado latino de 3 x 3.

3.4.1. Caracteristica del disefio experimental

Para el desarrollo de la presente investigacion se ha adoptado el Disefio en
Cuadrado Latino, debido a que permite estudiar y analizar los tipos de
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nutrientes frente a dos factores perturbadores controlables,

como son

temperatura de fermentacion y concentracion de solidos solubles en la solucion

(°Bx) para determinar el rendimiento del porcentaje de alcohol por litro de

solucién en la melaza de cafia de azUcar.

NUmero de tratamientos: nueve (9)

Numero de unidades experimentales: nueve (9)

3.4.2.
3.4.2.1.

Cuadro 2.3:

NUMERO

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

1

12

13

14

15

Tratamientos

Tratamientos a estudiar

Tratamientos a estudiar

TRATAMIENTO

T1(A)
T2(B)
T3(C)
TR(Blanco)
TR(Blanco)
T4(A)
T5(B)
T6(C)
TR(Blanco)
TR(Blanco)
T7(A)
T8(B)
T9(C)
TR(Blanco)
TR(Blanco)

FACTORES PERTURBADORES

% DE SOLIDOS(°BRIX)
17° %Bx
17° %Bx
17° 9Bx
17° %Bx
17° %Bx
22°%Bx
22°%Bx
22°%Bx
22°%Bx
22°%Bx
26°%Bx
26° %Bx
26°%Bx
26° %Bx
26°%Bx

TEMPERATURA
26°C
26°C
26°C
26°C
26°C
29°C
29°C
29°C
29°C
29°C
32°C
32°C
32°C
32°C
32°C

FACTOR DE INTERES
TIPO DE NUTRIENTE
Urea(A)

Sulfato de Amonio(B)
Nitrato Potasio(C)

Sin nutriente

0% de levadura
Urea(A)

Sulfato de Amonio(B)
Nitrato Potasio(C)
Sinnutriente

0% de levadura
Urea(A)

Sulfato de Amonio(B)
Nitrato de Potasio(C)
Sin nutriente

0% de levadura

Ademas de los tratamientos iniciales se va a considerar dos tratamientos

referenciales (sin nutriente y sin la adicion de levadura (blanco))
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Cuadro 2.4 Aleatorizacion de todos los posibles datos del disefio cuadrado latino

17°Bx 17°Bx 17°Bx
Temperatura Temperatura Temperatura
ALCOHOL ETILICO ALCOHOL ETILICO ALCOHOLETILICO
26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C
Urea 1 4 7 Urea 1 4 7 Urea 1 4 7
Sulfato de amonio 2 5 8 Sulfato de amonio 2 5 8 Sulfato de amonio 2 5 8
Nitrato de potasio 3 6 9 Nitrato de potasio 3 6 9 Nitrato de potasio 3 6 9
22°Bx 22°Bx 22°Bx
Temperatura Temperatura Temperatura
ALCOHOL ETILICO ALCOHOL ETILICO ALCOHOLETILICO
26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C
Urea 1 4 7 Urea 1 4 7 Urea 1 4 7
Sulfato de amonio 2 5 8 Sulfato de amonio 2 5 8 Sulfato de amonio 2 5 8
Nitrato de potasio 3 6 9 Nitrato de potasio 3 6 9 Nitrato de potasio 3 6 9
26°Bx 26°Bx 26°Bx
Temperatura Temperatura Temperatura
ALCOHOL ETILICO ALCOHOL ETILICO ALCOHOLETILICO
26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C
Urea 1 4 7 Urea 1 4 7 Urea 1 4 7
Sulfato de amonio 2 5 8 Sulfato de amonio 2 5 8 Sulfato de amonio 2 5 8
Nitrato de potasio 3 6 9 Nitrato de potasio 3 6 9 Nitrato de potasio 3 6 9
ALEATORIZACION
1 3
2 2
3 1
4 4
5 5
6 6
7 9
8 7
9 8
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Cuadro 2.5 Aleatorizacion de datos para la construccion de la matriz del disefio experimental

17°Bx 17°Bx 17°Bx
Temperatura Temperatura Temperatura
ALCOHOLETILICO ALCOHOL ETILICO ALCOHOLETILICO
26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C
Urea A B C Urea A B C Urea A B C
Sulfato de amonio B C A Sulfato de amonio B C A Sulfato de amonio B C A
Nitrato de potasio C A B Nitrato de potasio C A B Nitrato de potasio C A B
22°Bx 22*Bx 22°Bx
Temperatura Temperatura Temperatura
ALCOHOLETILICO ALCOHOL ETILICO ALCOHOL ETILICO
26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C
Urea C A B Urea C A B Urea C A B
Sulfato de amonio B C A Sulfato de amonio B C A Sulfato de amonio B C A
Nitrato de potasio A B C Nitrato de potasio A B C Nitrato de potasio A B C
26°Bx 26*Bx 26°Bx
Temperatura Temperatura Temperatura
ALCOHOLETILICO ALCOHOL ETILICO ALCOHOLETILICO
26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C 26°C 29°C 32°C
Urea B C A Urea B C A Urea B C A
Sulfato de amonio A B C Sulfato de amonio A B C Sulfato de amonio A B C
Nitrato de potasio C A B Nitrato de potasio C A B Nitrato de potasio C A B
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3.4.22. Matriz del disefio experimental

En el siguiente cuadro se muestra la matriz construida ya con los factores
previamente aleatorizados, los resultados de este experimento o la funcion
respuesta se expresaran en la cantidad de alcohol o rendimiento en mi
obtenido por cada tratamiento o litro de solucion  al finalizar la etapa de

destilacion (ver cuadro).

Cuadro 2. 6 Esquema de la matriz del disefio experimental

Acohol etilico Temperaturas
26°C 29°C 32°C
17 2Bx C
22 2Bx C
26 2Bx B A C
3.4.3. Evaluacion de las variables en el experiment o

Las variables en estudio que se evaluaron en el proceso de la fermentacion
fueron  °Brix, pH, concentracion de nutrientes (urea, sulfato de amonio y
nitrato de potasio) y soluto en la solucion. Durante la fermentacién se
considerd, pH, ademas sdélidos solubles finales (° Brix) y al producto final,

Grado Alcohdlico y Rendimiento.

3.4.3.1.  Solidos solubles (° Brix)

Con la finalidad de poder evaluar el porcentaje de sdlidos o azucar presente
en la solucion de melaza de cafia de azucar se emple6 un refractbmetro de
escala de 0 a 90°Brix, posteriormente se midid con la ayuda de una
probeta de 1000 ml de capacidad para determinar la cantidad de soluto
necesario para realizar la dilucion, se determino la cantidad de solvente en

todos los tratamientos utilizando la siguiente formula:
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Bf

Donde
X = Cantidad de agua que necesita en Lt
Mi = Cantidad de melaza de cafia de aziicar en Lt

Bi = grados brix inicial

Bf = grados brix final

3.4.3.2. PH

Durante la fermentacion: se utilizé en la investigacion un potenciémetro, los
datos se registraron durante la fermentacion en un periodo de 24 horas entre
cada registro, esto se aplicé a todos los tratamientos

3.4.3.3. Nutrientes

Antes de adicionar los nutrientes a las soluciones para preparar los
tratamientos se hicieron analisis de nitrogeno total en el Laboratorio
CE.SE.C.CA (ver anexo 20) a todos los nutrientes con el fin de poder
determinar la concentracién de nitrébgeno que contienen cada nutriente y
conocer una concentracion de nitrégeno tolerable que puedan soportar las

levaduras.

Se prepararon muestras de 1 g de nutriente disueltos en 1lt de solucion de
mosto de melaza; es decir 1% en m/V, a continuacion se muestran los
calculos realizados para determinar la concentracién de nitrégeno para cada

nutriente.

Célculos para la determinacion de nitrégeno con las tres fuetes de

nutrientes en las soluciones de mosto de melaza.
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PPM de N (urea)

_ 1gdeurea (CH4N20) 28 gdeN 1000 mg
~ 7 1Ltdesolucion . 60,60 gde CHAN20 . 1g
= 462 PPM de N

PPM de N ( Sulfato de Amonio)

_ 1lgdesulfatode A (CH4N2) 28 gde N 1000 mg
- 1 Lt de solucion X 13214gde CH4NZ «  1g
= 212PPMde N

PPM de N (Nitrato de Potasio)

_ 1g deNitratode P (KNO3 ) 14 gde N 1000 mg
- 1 Lt de solucion *T101,10gKNO3  1g
= 138PPMde N

3.4.3.4. Producto final (alcohol etilico)

» Grados Alcoholicos

Se procedié a medir el volumen de alcohol obtenido de la destilacién en
las soluciones de cada tratamiento con el fin de poder conocer la
concentracion de alcohol o grados alcohdlicos de cada tratamiento, y
posteriormente se midieron los grados alcohdlicos utilizando un
alcoholimetro expresado en (% V) una vez obtenida la cantidad de
alcohol en la destilacion.

» Rendimiento

Se procedié a medir el volumen de alcohol destilado, con el objeto de
conocer el rendimiento de alcohol que aporto cada nutriente en la
fermentacion en todas las soluciones de mosto fermentado basandose
en el volumen de alcohol destilado por cada litro de mosto vy luego se
expreso el rendimiento en ml  de alcohol en funcién al a los grados de

alcohol obtenido de la destilacion.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DSICUCIONES

4.1. Proceso experimental para la fermentacion

4.1.1. Pruebas pilotos

Las instalaciones del Laboratorio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
fueron parte fundamental para poder realizar las pruebas fisico-quimicas.
Para obtener una buena fermentacion y poder realizar de una forma
correcta el disefio experimental, es necesario que mediante los andlisis del
laboratorio éstos nos permitan obtener un control idoneo en el manejo del
experimento y por ende obtener una eficiente fermentacion y por

consiguiente en su destilacion.
4.1.2. Dilucion de la melaza

Para nuestras pruebas se utilizO melaza de cafia de azlcar proveniente de
las distribuidoras agricolas en la ciudad de Manta, este subproducto viene
con una concentracion de solidos a 85°brix. Por lo que se realiz6 un
balance de materia para determinar cuantos gramos de azUcar (sacarosa)
de deben afiadir para preparar los mostos hasta obtener en la soluciones

concentraciones de 17 ,22 y 26°Brix para todos los tratamientos.

4.1.3. Preparacion del mosto

Antes de llevar a cabo la inoculacion de las levaduras se debe esterilizar en
recipientes de vidrio con la finalidad de eliminar contaminaciones que existen
en el ambiente ya que estos perturban la fermentacion. El mosto de melaza
se lo pasteurizé por 15 minutos a 85°C, luego de este proceso se enfrian

las muestras y se procede a ser utilizado.
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4.1.4. Preparacion del in6culo inicial para determinar e | tipo de levadura

Una vez realizada la esterilizacion se procede a realizar la preparacion de
cultivo de la levadura con dos medios de cultivos seleccionados que son
levaduras Saccharomyces cerevisiae de marca comercial (levapan):
levadura activa seca (LSA) y levadura fresca (LF) preparando las mismas
concentraciones para los dos tipos de cultivos.

Se pes6 0,40 g de levadura diluida en 1000 ml de mosto previamente
esterilizado, agregando 274 ,75 g de melaza/ 811 ml de agua destilada hasta
obtener entre unos 19 a 20° brix, se los midieron utilizando un refractdmetro
luego se homogeniza la mezcla y se le suministra aireaciéon durante 5
minutos para darles las condiciones apropiadas. Una vez realizado este
proceso se procede a incubar durante tres dias a 30°C en matraces
Erlenmeyer, cuyos analisis se los realizaron en el CE.SE.C.CA. (Ver anexo
24). Obteniendo los resultados se pudo determinar una suspension celular
7 x 10° células /ml para la levadura activa seca y con el medio de cultivo
levadura fresca se obtuvo 2 x 10% células /ml a iguales concentraciones
con los dos medios de cultivos, la LSA es la que mejor suspension celular

genera.

4.1.5. Preparacion de las soluciones paralostrat amientos

Se procedid a preparar en un recipiente de plastico con tapa hermética
(bioreactor) con capacidad para 1000 ml de mosto de melaza previamente
pasteurizado a 4.45 pHy a 17°Bx agregando 240,19 g de melaza / 834 ml
de agua destilada para completar un litro de mosto de solucion.

Los calculos se lo hicieron aplicando la siguiente férmula como se puede
observar méas adelante hasta obtener dicha concentracion, a una
temperatura de 26°C para el primer grupo de tratamientos. A continuacién
se agregan los nutrientes a razon de 1g/Lt de urea, 1g/L de sulfato de
amonio y 1g/L de nitrato de potasio a las mismas concentraciones, de la

misma forma se preparé 1000 ml de mosto a 22°Bx, agregando 296,3 g de
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melaza diluida /795 ml de agua destilada para completar un litro de mosto de
solucion a una temperatura de 29°C para el segundo grupo de tratamientos,
agregandoles nutrientes a las mismas concentraciones y finalmente se
prepararon 1000 ml de mosto a 26°Bx agregando 337,38 g de melaza diluida
/766 ml de agua destilada a una temperatura de 32°C agregandoles
nutrientes para el tercer grupo de tratamientos; ademas se realizaron
tratamientos como testigo referencial sin la adicidon de nutrientes y con cero
% levadura; en el siguiente ejemplo se muestran los calculos realizados para

la determinacion de solidos solubles o grados brix en la solucién (ver

cuadro).
X = cantidad de agua en Lt
Mi = Cantidad de melaza en Lt
Bi = Grados brix (inicial)

Bf = Grados brix (final)
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Cuadro 2. 7:

Calculo para la determinacion de soluto y solvente para las soluciones.

Mi x Bi ) (166,80 ml)x(85Brix)
Bf (17Brix)

X= = 834 ml de agua

Para el primer grupo de tratamientos

Componente

Masa (g) |Densidad (g/mL) Volumen (mL)

Melaza

240,19 1,44 166,80

Agua

834 1 834,00

Mi x Bi - (205,76 ml)x(85Brix)
B (22 brix)

X= = 795 ml de agua

Total 1000,80

Para el segundo grupo de tratamientos

Componente

Masa (g) |Densidad (g/mL)| Volumen (mL)

Melaza

296,3 1,44 205,76

Agua

795 1 795,00

MixBi (234,38 ml)x(85Brix)
x= —*<

B (26)

= 766 ml de agua

Total 1000,76

Para el tercer grupo de tratamientos

Componente

Masa (g) |Densidad (g/mL) Volumen (mL)

Melaza

3375 1,44 234,38

Agua

766,6 1 766,60

Total 1000,98

45




Cuadro 2.8 : Diagrama de proceso para la preparacion de los tratamientos

Dilucion de la melaza

l

Pasteurizacion

l

Enfriado

Preparacion del
mosto

Jugo de melaza
1000 ml
17 brix, 26C

Jugo de melaza
1000 ml

22 brix, 29C

Jugo de melaza
1000 ml
26 brix, 32C

Urea 12/L e

Sulfato de amonio 1g/L .

Nitrato de potasio 1g/L. ——»

> Urea 1g/L —

—+—» Sulfato de amonio 1g/L

Nitrato de potasio 1g/L —»
—

— Urea 1g/L —

—— Sulfato de amonio 1g/L —»

L, Nitrato de potasio 1g/L _,

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento 5

Tratamiento 6

Tratamiento 7

Tratamiento 8

1"

Tratamiento 9
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4.1.6. Hidratacion de la levadura activa

Posteriormente se agrego 0,40 g de levadura activa seca para cada tratamiento en un recipiente de plastico con 1000 ml

de mosto de melaza a 17°Bx a 4,45 PH a 26°C para el primer grupo de tratamientos de igual forma se realizdé el mismo

procedimiento para el segundo grupo tratamientos a 22°Bx a 29°C y para el tercer grupo de tratamientos a 26°Bx a 32°C;

luego se la agité en bafio maria suministrdndole aire durante cinco minutos para darles las condiciones de activacion (ver

cuadro).

Cuadro 2.9 : Procedimiento a seguir para la hidratacion dela levadura

Jugo de melaza
1000 mi
17 brix, 26C

Jugo de melaza
1000 mi
22 brix, 29C

Jugo de melaza
1000 mil
26 brix, 32C

Urea 1g/L

Sulfato de amonio 1g/L

Nitrato de potasio 1g/L

Urea 1g/L

Sulfato de amonio 1g/L

Nitrato de potasio 1g/L

Urea 1g/L

Sulfato de amonio 1g/L

Nitrato de potasio 1g/L

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento S

Tratamiento 6

Tratamiento 7

Tratamiento 8

Tratamiento S

Hidratacion de la
levadura 0,90 g

Hidratacion de la
levadura 0,40 g

Hidratacion de 1a
levadura 0,40 g
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4.1.7. Inicio de la fermentacion

Para poder evaluar las condiciones de los grados brix, y temperatura con las
tres fuentes de nutrientes en el proceso de fermentacion alcohdlicas se
utilizé una especie de bioreactor con capacidad de 1300 ml donde se le
agregd 1000 ml de mosto de melaza ya preparado para el primer grupo de
tratamientos 1, 2 , 3 incubados a una temperatura de 26°C, y de igual forma
para el segundo grupo de tratamientos 4, 5, 6 incubados a una temperatura
de 29°C y finalmente para los tratamientos 7, 8, 9 incubados a una
temperatura de 32°C, para cada grupo de tratamientos se consideraron dos
tratamientos referenciales(Blanco) con 0 % de levaduras y sin la adicion de
nutrientes . Se procedié a monitorear los grados Brix en diferentes intervalos
de tiempos a las 24, 48, 72, 90 y 120 horas en donde se pudo analizar los
grados Brix consumidos y la concentracion de alcohol obtenido una vez

terminada la fermentacion.

4.1.8. Recuperacion de la levadura

Una vez culminada la fermentacion se procedié inmediatamente a recuperar
la levadura activa seca (LAS) debido a que el alcohol que se encuentra

podria ocasionar la muerte de las células del mosto de melaza.

Se procedi6 a centrifugar en una centrifugadora automatica, el precipitado
(levaduras) y se recupero en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, para poder
darles las condiciones apropiadas debe conservarse con mosto de melaza
en un matraz a temperatura ambiente ya que esta levadura recuperada se la

puede reutilizar como inéculo para la fermentacion.
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4.1.9. Método de destilacion para determinacion del alcohol etilico

Una vez terminada la fermentacion se procedié a realizar la destilacion, el
alcohol obtenido se procedio a realizar en un sistema de destilacion manual
debido a que no se contaba con un sistema de control automatico de tiempo
y temperatura por lo que se tomaron precauciones en la destilacion. Se
realizd la destilacién a un rango de temperatura desde 78,3 a 96°C para
poder eliminar la presencia de alcoholes superiores, el alcohol obtenido fue
recolectada en un vaso de precipitacion de 200 ml el proceso de destilacion
se lo realizé a volumen constante para medir el grado alcohdlico, para lo cual
se utiliz6 una probeta de 100 ml y un alcoholimetro a 20°C, el grado

alcoholico se lo midid en % V/V.
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Cuadro 2.10: Diagrama de proceso para la determinacién de alcohol etilico.

Dilucion de la melaza

!

Pasteurizacion a 85°C por

15 min

‘ . % V/V de
Enfriada por 30 min alcohol en

l ml

Preparacion del mosto
Hidratacion de la Inicio de la Recuperacion de Mosto Tt Alcohol
L5 S BN L —» Destilacion —» .
levadura fermentacion la levadura fermentado obtenido
Conservacionde | Jugo demelaza
la levadura 1000 ml a 4,45 pH, 6 brix
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4.2. PRESENTACION DE RESULTADOS

Con el objeto de comprobar los factores, variables e hipotesis que se
plantearon fue necesario evaluar estadisticamente los factores como tipo de
nutriente: (Urea, Sulfato de amonio, Nitrato de potasio), concentracion de
solidos (°Brix) y temperatura de fermentacion, dentro de las variables en
estudio se consider6 solidos solubles  (°Brix), Grado Alcohdlico y

Rendimiento.

Al inicio de la fermentacién se evaluaron concentracién de solidos (°Brix) en
todos los tratamientos y PH, durante el proceso también se monitorearon las
variables anteriormente mencionadas y al finalizar la fermentacion se
evaluaron los grados alcohdlicos y rendimientos, en el cuadro siguiente se

muestran los calculos estadisticos.
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4.2.1. Andlisis Estadisticos de la evaluacién de la s condiciones de
Las condiciones de fermentacion a diferente s condiciones de
°Brix y temperatura

Grafico 4.1 Representacion Grafica de la Variacion de la concentracién de
la concentracion de solidos (°Brix)

Solidos solubles
30

26 26 26
25
22 22 22
c
A 19,
2 20 5 -
2 17 17 17 ’
5 c 16,
g C A 14 B
S e 12, i
= 9,8
2 10 3.1
| I I
0
T1 T2 T3 T4 T5 T6 7 T8 To

Tratamientos

Al poder evaluar las condiciones de fermentacion alcohodlica en los nueve
tratamientos de T1 a T9 con la adicion de las tres fuentes de nutrientes como
son: Urea (A), sulfato de amonio (B) y nitrato de potasio(C) a diferentes
condiciones de °Brix y temperatura como se puede observar en la gréfica;
gue para los primeros tres tratamientos a 17 °Brix y a 26 °C la disminucion
de azucares es mayor para el T2 que se la evaludé con el nutriente B,
seguido del T3 que representa el tipo de nutriente A, a diferencia del T1 con
nutriente C que tiene menos °Brix consumidos.

La evaluacion de las tres fuentes de nutrientes para el segundo grupo de
tratamientos (T4, T5 y T6) expuestos a 26 °C a 22 °Brix como se puede

observar en la gréafica la disminucién de azucar sigue siendo mayor para el
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tipo de nutriente B que representa el T6 seguido del T4 con tipo de
nutriente A, mientras que el T5 con la fuente de nutriente tipo C sigue

presentando menor °Brix consumidos.

Y finalmente se evaluaron las tres fuentes de nutrientes expuestas a 29°C a
26°Brix para el tercer grupo de tratamientos (T7, T8 y T9) y se pudo
obtener que el mayor consumo de azlcar se sigue manteniendo para el tipo
de nutriente B es decir para el T7, seguido del T8 con tipo de nutriente tipo
A, mientras que para el T9 con la adicién de nutriente tipo C es el que
menor °Brix ha consumido; por lo tanto su comportamiento en cuanto a la

reduccion de los °Brix es el mismo para todos los tratamientos.

Grafico 4.2 Representacion gréfica de la variacion de la concentracion de
sélidos con y sin nutriente
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Tratamientos

Al poder evaluar el proceso de fermentacién alcohdlicas a diferentes
condiciones de °Brix y temperatura considerando los tratamientos de testigo
referencial sin la adicion de nutrientes y levaduras como se puede observar
en la gréfica el primer grupo de tratamientos fueron evaluados a 17°Brix a
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26°C, los tratamientos que generaron mayor consumo de °Brix fueron los T2
Y T3 que se le adicionaron nutrientes con una disminucion de azucares de
(9,1°Brix) con el tipo de nutriente B y (9,8°Brix) para el tipo de nutriente A
mientras que el tratamiento sin las adicion de nutriente es el que produjo
menos consumos (13,4°Brix), para el segundo grupo de tratamientos
evaluados a 22°Brix a 26°C los tratamientos que siguen presentando mayor
consumo de °Brix son los T4 y T6 con una disminucion de (12,2°Brix) con el
tipo de nutriente B y (12,9°Brix) con el tipo de nutriente A y con una
disminucién de (14,3°Brix ) para el tratamiento sin la adicion de nutriente, y
finalmente para el tercer grupo de tratamientos evaluados a 26°Brix a 32°C
como se puede observar que se sigue presentando mayor consumo de °Brix
los tratamientos que se les adiciono nutrientes gue son los T7 y T8 con
una disminucion de °Brix de (16,1°Brix) para el nutriente B y (17,7°Brix)
para el nutriente A y con una disminucion de (19,5°Brix) para el tratamiento
sin la adicidon de nutriente en la fermentacion y un blanco referencial con 0%
de levadura para saber si hubo desarrollo de otros microorganismos en la

fermentacion.

Como se puede observar que al evaluar los tres grupos de tratamientos al no
adicionarles nutrientes se producen un menor consumo de °Brix en los
tratamientos por ende las fuentes de nutrientes influyen en el consumo de

azucares en el proceso de fermentacion.
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Grafico 4.3 Representacion gréfica del contenido de grados alcohdlicos
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Al evaluar el proceso de fermentacion alcohdlica con las tres fuentes de
nutrientes a diferentes condiciones de °Brix y temperatura para el primer
grupo de tratamientos evaluados a 17°Brix y a 26°C , los grados
alcohdlicos obtenidos al final del proceso de fermentacion el que mayor
grado de alcohol presento es el tipo de nutriente B(sulfato de amonio) con
39,4°GL representado para el T2, seguido del tipo de nutriente Urea(A) con
30,3°GL representado por el T1, mientras que el T3 fue el que menor grados
de alcohol presentd evaluado con el tipo de nutriente C(nitrato de potasio)
los grados alcohdlicos fueron de 28,2°GL, de igual forma se evaluaron el
proceso de fermentacion alcohdlicas para el segundo grupo de tratamientos
con las tres fuentes de nutrientes a 22°Brix y 29°C y se midieron los grados
de alcohol en la destilacion y las fuentes de nutrientes que presentaron
mayor grados alcohdlicos fueron las fuentes de nutrientes B (sulfato de
amonio) con 48,2°GL representado por el T6 y para el nutriente A(Urea) con
41,2°GL representado por el T4 ,mientras que la fuente de nutriente tipo
C(nitrato de potasio) sigue presentando menor grados alcohdlicos con
37,6°GL.
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Y finalmente se evaluaron las tres fuentes de nutrientes a 26°Brix y 32°C y
los tratamientos que mayor rendimientos presentaron fueron los T7 y T8
representado con las fuentes de nutrientes B (sulfato de amonio) con grados
de alcohol de 48,2°GL y A (Urea) con grados de alcohol de 45,1°GL
mientras la fuente de nutriente C (Nitrato de potasio) representado por el T9
sigue presentando menor grados alcoholicos con 39,2°GL.

Grafico 4.4 Representacion grafica del rendimiento de alcohol etilico

Rendimiento
230
210 200 200 200 200
190
170
150
130
E I .

110 H Rendimiento (ml)
20 : ® Alcohol destilado
70 | 56, so
50
30 I
10

T1

Tratamentos

Al evaluar el proceso de fermentacion alcohdlica para el primer grupo de
tratamiento estos tratamientos se los evaluaron a 17°Brix y 22°C como se
puede observar en la gréfica el tipo de nutriente que mayor cantidad de
alcohol produce es el nutriente sulfato de amonio (B) con un rendimiento de
78,8 ml representado por el T2 mientras que los nutriente Urea (A) y nitrato
de potasio (C) representados por los tratamientos 1 y 3 que son los que
menor cantidad de alcohol producen con un rendimiento de 60,6 ml con el
tipo de nutriente A (Urea) y 56,4 ml para el tipo de nutriente C( nitrato de
potasio) de igual forma se evaluaron las tres fuentes de nutrientes para el
segundo grupo de tratamientos se evaluaron a 22°Brix a 26° y se obtuvo que
el tipo de nutriente que mayor cantidad de alcohol produce es el sulfato de
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amonio (B) representado por el T4 con un rendimiento de 89 ml mientras
gue los T5 y T6 presentaron menor rendimiento de alcohol con un
rendimiento de 82,4 ml con Urea(A) y 75,2 ml con nitrato de potasio(C), y
finalmente se evaluaron las tres fuentes de nutrientes a 26°Brix a 29°C y se
pudo obtener que el sulfato de amonio sigue presentando mayor cantidad de
alcohol con un rendimiento de 96,4 ml y mientras que las fuentes de
nutrientes urea(A) y nitrato de potasio(C) siguen presentando menor
cantidad de alcohol con un rendimiento de 90,2 ml y 78,4 ml al final de la

destilacion.
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Cuadro 4. 11 Diagrama de calculo estadistico del disefio experimental

CALCULOS (CUADRADO LATINO)

Temperaturas Temperaturas
ETANOL TOTAL ETANOL TOTAL
26°C 29°C 32°C 26°C | 29°C 32°C
17 °Bx 56,40 78,80 60,60 195,80 17 ° Bx 3180,96 6209,44 3672,36 13062,76
22°Bx 82,40 75,20 89,00 246,60 “ 22° Bx 6789,76 5655,04 7921,00 20365,80
26 °Bx 96,40 90,20 78,40 265,00 26 ° Bx 9292,96 8136,04 6146,56 23575,56
TOTAL | 235,20 | 244,20 228,00 707,40 TOTAL 19263,68 20000,52 17739,92 57004,12
SUMATORIA LETRAS LATINAS
2 A= 233,20
— 2 1 1402,48 :
SSr = ZiZjZkYijk -~ N - ’ B= 264,2
C= 210
SUMA 707,40
1 op 2 Y2
SS. . P . Y — —= 492,99
Tratamiento con letra latina P 2 j=1 "J N
1 p 2 Y2 FUENTEDE SUMA DE GRADOS DE
—_— — = VARIACION CUADRADOS LIBERTAD
SSRenglones_ r Zizl Yl N 85643
Letras latinas (Tipo de nutriente) 492,99 2
Renglones(Grados Brix) 856,43 2
1 Y2 Columnas(Temperatura 43,92 2
SS =1lyP y2_ ¥ _ | 4392 (Temp )
Columnas P k=1 'k N Error 9,15 2
Total 1402,48 8
SSE= SST - SSTratamiento letra latina — SSRenglones — SSColumnas = 9,15

CUADRADO MEDIO

246,49
428,21
21,96
4,57

F Calculada F tabulada
53,90
93,63 19,00
4,80
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Cuadro 4.12 Analisis de varianza para los factores tipo de nutrientes, °Brix
disminuidos y temperatura al evaluar el proceso de fermentacion alcoholica.

SUMA DE GRADOS DE

FUENTE DE VARIACION S TR CUADRADO MEDIO | F Calculada F tabulada
Letras latinas (Tipo de nutriente) | 492,99 2 246,49 53,90
Renglones(Grados Brix) 856,43 2 428,21 93,63 19,00
Columnas(Temperatura) 43,92 2 21,96 4,80
Error 9,15 2 4,57
Total 1402,48 8 |

El andlisis de varianza, como se puede observar para los factores en
estudios que son los tipos de nutrientes, °Brix (sélidos solubles) y
temperatura, al evaluar el proceso de fermentacion alcohdlica con las tres
fuentes de nutrientes a diferentes condiciones de °Brix y temperatura se
observa significancia estadistica para el factor tipo de nutriente
(tratamientos) y para el factor concentracion de solidos (°Brix), pero no se
observa significancia estadistica para el factor temperatura por lo tanto se
concluye que el tipo de nutriente afecta significativamente el rendimiento de

alcohol etilico.

4.3. Contraste de hipétesis

Inicialmente en el estudio se planteo:

Ho: El tipo de nutriente no incrementa el rendimiento de alcohol etilico.
Hi: El tipo de nutriente incrementa el rendimiento de alcohol etilico.

Se acepta la hipoétesis alternativa planteada al inicio de la investigacion; es
decir que “el tipo de nutriente (fuentes de nitrégenos) incrementa el
rendimiento de alcohol etilico en la melaza de cafia de azUcar producido a

diferentes condiciones de °Brix (solidos solubles) y temperaturas”.
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4.3.1. Confirmacion de la informacion obtenidaen E  xcel mediante
el Software Estadistico Minitab 16.

Modelo lineal general: Rendimiento vs. Tipo de Nutr . °Brix. Temperatura

Factor Tipo Niveles Valores
Tipo de Nutriente fijo 3 A.B.C
°Brix fijo 3 17.22.26
Temperatura fijo 3 26.29.32

Analisis de varianza para Rendimiento, utilizando S C ajustada para
pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust . F P
Tipo de Nutriente 2 492,99 492,99 246,4 9 53,90 0,018
°Brix 2 856,43 856,43 4282 1 93,63 0,011
Temperatura 2 43,92 43,92 21,9 6 4,80 0,172
Error 2 9,15 9,15 4,5 7

Total 8 1402,48

S =2,13854 R-cuad.=99,35% R-cuad. (Ajustado) =97,39%

De acuerdo al valor-P tenemos la siguiente condicidn para el rechazo o no de la

Hipdtesis nula.

e Valor P < nivel de significancia (a) se considera significativo.

Fuente Valor P a Decision

Tipo de Nutriente 0,018 < 0.05  Sihay Si gnificancia
°Brix 0,011 < 0,05 Si hay Si gnificancia
Temperatura 0,172 > 0,05 Nohaysi gnificancia

En el andlisis de varianza Minitad se determinG que existe significancia
estadistica para el factor tipo de nutriente debido a que el valor-P es menor
al nivel de a; es decir 0,018<0,05 de igual forma existe significancia
estadistica para el factor concentracion de solidos (°Brix) es decir que
0,011<0,05 mientras que para el factor temperatura no existe significancia
estadistica debido a que el valor-P 0,172>0,05 el nivel de a;por lo tanto las
fuentes de nutrientes y los °Brix afectan significativamente el rendimiento
alcoholico en los procesos de fermentacion de alcohol etilico en la melaza

de cafa de azUcar.

El coeficiente de determinacion R-cuadrado es el porcentaje de variacion
que existe entre la variable respuesta (Grados de alcohol) en relacion a las

60



variables: tipo de nutriente y concentracion de sélidos (°Brix); por lo tanto se
puede decir que el 99.35% de la variacion observada en el rendimiento

alcoholico es explicada por el modelo.

Ademas significa que los factores estudiados (tipos de nutrientes, °Brix y
Temperatura), son responsables o explican un alto porcentaje de la
variabilidad observada en la variable de respuesta (Grados de alcohol), lo
cual nos dice que la calidad del ajuste es satisfactorio.

4.3.2. Grafico de Medias

Mediante el grafico de medias se puede obtener una comparacion visual y
estadistica de las medias de los tratamientos (tipos de nutriente) para saber

cuales tratamientos son diferentes entre si.

v, +t¢ M
L= k-1 (k-2) |k

Urea (A) Sulfato de Amonio (B) Nitrato de Potasio ©

Minimo 72,42 82,69 64,69
Media 77,73 88 70
Maximo 83,05 93,31 75,31
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Gréfica de Medias con intervalos LSD para los tratamientos

100,00 |
95,00 |
90,00 |
85,00 |

80,00 +

70,00

Rendimientos de alcohol etilico en ml

65,00 |

60,00 |

55,00 *
Urea (A) Sulfato de Amonio (B) Nitrato de Potasio ©

Fuentes de Nutrientes

Grafico 4. 5 Representacion grafica de las medias de los tipos de nutrientes
con intervalo LSD

Gutiérrez y De la Vara, 2012. Mencionan “si dos intervalos de confianza se
traslapan, los tratamientos correspondientes son estadisticamente iguales en

cuanto a sus medias; pero si no se traslapan, entonces son diferentes”.

Por lo tanto, se observa que los tratamientos con los tipos de nutrientes A=B,
A=C y B#C.

4.3.3. Método de Tukey

Mediante el Programa Estadistico Minitab, se obtiene:

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95,0%
Nutriente N Media Agrupacion

2 3 881 A

1 3 77,7 B

3 3 7000 B

Las medias que no comparten una letra son significa tivamente diferentes.

Intervalos de confianza simultaneos de Tukey del 95 ,0%
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Variable de respuesta Rendimiento
Todas las comparaciones de dos a dos entre los nive
Nutriente = 1 restado a:

Nutriente Inferior Centrada Superior --------- +

2 0,05 10,333 20,618

?3 -18,02 -7,733 2,552 (-
--------- +

-15

Nutriente = 2 restado a:

Nutriente Inferior Centrada Superior --------- +
3 -28,35 -18,07 -7,782 (-——--*--
--------- +
-15

Pruebas simultaneas de Tukey

Variable de respuesta Rendimiento

Todas las comparaciones de dos a dos entre los nive
Nutriente = 1 restado a:

Diferencia EE de Valor
Nutriente de medias diferencia Valor T ajustad
2 10,333 1,746 5,918 0,049
3 -7,733 1,746 -4,429 0,085

Nutriente = 2 restado a:

Diferencia EE de Valor
Nutriente de medias diferencia Valor T ajustad
3 -18,07 1,746 -10,35

les de Nutriente

[ R Fomm
(creeeetoneee

PR )

[ R Fomm
0 15

[ S S 4o

)

[ R Fomm
0 15

les de Nutriente

N o T

0,0168

Asi, podemos observar que el método de Tukey detecta, con una

confianza de 95% que:

» La media de los tratamientos Ay B, Ay C son iguales ya que sus

valores P 0.05 y 0.08 son mayores o iguales que el nivel de

significancia a= 0.05, es decir que los tipos de nutrientes Urea (A) -
Sulfato de Amonio (B) y Urea (A) — Nitrato de Potasio (C)

estadisticamente no son significativos.

» La media de los tratamientos B y C son diferentes, ya que su valor-P

0.0168 es menor a a=0.05; es decir que los tipos de nutrientes

Sulfato de Amonio (B) y Nitrato de Potasio (C) estadisticamente son

significativos.
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4.3.4. Balance de materia para obtener los rendimie  ntos alcohdlicos

4.3.4.1. Rendimiento de alcohol

para el primer grup o de tratamiento

1000,8 ml solucion de mosto de melaza

Diluciona 17 °Brix a 4,45 Ph
240,19 g melaza en 834 ml

deagua

Pasteurizacion 85°C-30 min

T Enfriamiento 30 min
Activacionde Ia levadura(LAS)
0,40 g/Ltde solucion — l
Aireaci 5mi
reaconpors Adicion de las fuetes de nutrientes
1| |
1gUrea 1gSulfato de amonio | | 1gNitratode potasio
€n en en
1000,80 ml 10008 ml 10008 ml
Fermentaciona 26°C a 4,45 Ph
Destilacion
Alcohol destilado 200 ml Alcohol destilado 200 ml Alcohol destilado 200 ml
°GL(%Y) =303% °GL(%V) =39% °GL(%V) =28.2%
_ (200)(30,3%) _ (200)(39.4%) e (200)(28.2%)
= o T 100% 100%
R=60,6ml R=788 ml R=56,4 ml
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4.3.4.2. Rendimiento de alcohol para el segundo grupo de

tratamiento

1000,76 ml solucion de mosto de melaza

Diluciona 22 °Brix a 4,45 Ph
296,3 gmelaza en 795 ml

de agua

Pasteurizacion 85°C -30 min

. Enfriamiento 30 min
Activacion de la levadura(LAS)

0,40 g/1t de solucion  — l
Aireacionpor 5 min

Adicion de las fuetes de nutrientes

l l
1gUrea 1gSulfatodeamonio | | 1gNitrato de potasio
en en en
1000,76 ml 1000,76 ml 1000,76 ml

Fermentaciona 29°C a 4,45 Ph

Destilacion

Alcohol destilado 200 ml Alcohol destilado 200 ml Alcohol destilado 200 ml
°GL(%V)=41,2% °GL(%V) =44,50 % °GL{%V) =37,60 %
(200)(30,30%) (200)(44,50 %) _(200)(37,60 %)
= R=——— R=———
100% 100% 100%
R=824ml R=89 ml R=75,20 ml




4.3.4.3.

Rendimiento de alcohol para el tercer grup 0 de tratamientos

1000,98 ml solucion de mosto de melaza

3375 gmelaza en766,6 ml

deagua

Diluciona 26 °Brixa 4,45 Ph

Pasteurizacio

n85°C-30 min

. Enfriamiento 30 min
Activacionde lalevadura(LAS)
0,40 g/Lt de solucion —— l
Aireacionpor 5 min
P Adicion de las fuetes de nutrientes
:
1gUrea 1g Sulfato deamonio | | 1gNitratode potasio
en en en
1000,76 ml 1000,76 ml 1000,76 ml
Fermentaciona 32 °Ca 4,45 Ph
Destilacion
Alcohol destilado 200 ml Alcohol destilado 200 ml Alcohol destilado 200 ml
°GL(%Y) =45,10% °GL(%Y) =4820% "G (%Y)=3%20%
T 100% T 100% 100%
R=90.2 ml R=96,40 ml R=78,40 ml
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CONCLUSIONES

Se logré determinar que las fuentes de nitrdgeno (tipos de nutrientes)
influyen en el rendimiento de alcohol etilico en los procesos de
fermentacion alcohdlicas en la melaza de cafia de azucar y que las fuentes
de nutrientes que mas proporcionaron rendimientos alcohdlicos fue el tipo
de nutriente (B) es decir el Sulfato de Amonio seguido de las fuente de
nutriente tipo (A) Urea y nutriente tipo (C) nitrato de potasio que es el que
menor cantidad de alcohol obtuvo.
Se logré determinar que que a mayor concentracion de sélidos (°Brix)
mayor cantidad de alcohol se genera, por lo que existe una relacion
directamente proporcional.
Se determind durante el proceso de fermentacion que las fuentes de
nutrientes disminuyen el tiempo de fermentacion y por ende la velocidad
de consumo de solidos solubles (°Brix) es mas rapida.
Se logr6 determinar mediante el tratamiento referencial (Blanco) que al no
adicionarles nutrientes en el proceso de fermentacion alcohdlica se
produce un periodo de tiempo mas largo en la fermentacion asi como
también un menor rendimiento alcohdlico.
Se logré determinar que las diferentes fuentes de nitrdgenos que
generaron mayor rendimiento de alcohol evaluados a 26°Brix y 32°C.
fueron:

— Tratamiento 7 (1 g de sulfato de amonio/litro de solucién) con

un rendimiento de 96,4 ml de alcohol etilico.
— Tratamiento 8 (1 g de Ureallitro de soluciobn) con un
rendimiento de 90,2 ml de alcohol etilico.

Se acepta la hipotesis alternativa planteada al inicio de la investigacion; es
decir que “el tipo de nutriente (fuentes de nitrogenos) incrementa el
rendimiento de alcohol etilico en la melaza de cafia de azicar producido a

diferentes condiciones de °Brix (solidos solubles) y temperaturas”.
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RECOMENDACIONES

» El nitrogeno como fuente de nutriente tiene una gran influencia en el
desarrollo de la fermentacion alcohdlica en las levaduras, para lo cual se
recomienda realizar estudios de las fermentaciones llevadas a cabo con
otras fuentes de nutrientes.

» Hacer un estudio de la relacién carbono /nitrégeno en la fermentacion
alcoholica para poder conocer cual es la tolerancia de esta relacion por
partes de las levaduras.

» Que las muestras sean debidamente pasteurizadas para evitar la
contaminacion y crecimiento de otro tipo de microorganismos que
pueden ocasionar perturbaciones en el proceso de obtencién de alcohol.
» Que los residuos de la destilacibn someterlos a un proceso de
tratamientos y estudio ya que pueden ser utilizados como fuentes de
indculo y de nutrientes para la fermentacion.

» Realizar estudios con cromatografia de gases de los productos
generados en la fermentacion alcoholica para conocer que sustancias se
estan generando como producto final de la fermentacion alcoholica.

» Estudiar los procesos de fermentacidén alcoholica con otros rangos de
temperaturas, para poder conocer cual es su influencia en la
fermentacion.

» La fuente de nutriente “nitrato de potasio” no es muy recomendable para
este proceso segun la investigacion, ya que ocasiona bajos

rendimientos alcohodlicos.
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ANEXO 1: Dilucién de la melaza

Fuente: Autor
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ANEXO 2. Pasteurizacion de la melaza

ANEXO 3. Enfriamiento

Fuente: Autor
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ANEXO 4. Preparacion de los materiales

ANEXO 5. Preparacion de los tratamientos

Fuente: Autor
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ANEXO 6. Preparacion de las soluciones

ANEXO 7. Medicion del PH y grados Brix al inicio de la fermentacion

Fuente: Autor
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ANEXO 8. Activacion de la levadura (inoculo)

ANEXO 9. Aireacion

Fuente: Autor
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ANEXO 10. Preparacion de las fuentes de nitrégeno

ANEXO 11. Sulfato de amonio

Fuente: Autor
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ANEXO 12. Urea

ANEXO 13. Nitrato de Potasio

Fuente: Autor
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ANEXO 14. Inicio de la fermentacion

Fuente: Autor
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ANEXO 15. Medicion de los grados dos Brix finales

ANEXO 16. Destilacion de las muestras

Fuente: Autor
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ANEXO 17. Medicién de grados Alcohdlicos

Fuente: Autor
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ANEXO 18. Resultados de Andlisis de nitrégeno total en la urea

WOENL
gy,

%  UNIVERSIDAD LAICA "ELOY ALFARO" DE MANABI

FACULTAD DE INGENIERIA INDUSTRIAL
CENTRO DE SERVICIOS PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD

E "CE.SE.C.CA."
CESECCA SE.C.CA.
INFORME DE LABORATORIO IE/CESECCAMAGSS
CLIENTE: SR, JOSE MACIAS MACIAS PECHA MUESTREO: NA
ATENCION: SR, 2088 MACIAS MACIAS PRCHA DE INGRESO: 18/10/201%
DIRECCION LAS CUMBRES - MANTA FEOHA INICIO DF ENSAYO: 15/10/2018
[ e ld NA FEOMA FINALIZACION ENSAYO: 19/10/2018
TIPO OF ENVASE: ENVASE MLASTICO FECHA EMISION RESULTADOS 10/10/301%
No. CAIAS N/A FACTURA: 0600210
UNIDADES /M50 1/%00m ORDEN FYREL)
MARCA N/A PALS DE DESTINO: N/A

TIPO DE PRODUCTO AGUA (SOLUCTON AL 1% CON SULFATO DE

AMON10)

INSAYO Lore ]umowu RESATACOS | INCORTIDMORE)  \ypyeg l ut1000
! s M- ’ 1\ ———
|
| | ] 1 A
Nevogero Tolw No Aphea 0 " 2 200 0w 4
| |
Ohmwrvommten —— - —
Musstrwo realitado Por Delente (1) B laborwtors ()
Ml s Fepotadon (on eapond te & Ins) (+) OLL oo reparte o
Bebe ot rogeoducko total @ pertigbnarte. €rcepte (on la spr el acria del lnb
N/A Mo il
NO: Mo detectaile

/’ ') /
y

N Actwe Eavala Mluliie
Jofa Téenico du Laborstorio (¢)

Fuente: Informe de Resultados del Laboratorio CE.SE.C.C.A
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ANEXO 19. Resultados de Analisis de nitrégeno total en el Sulfato de Amonio

WOENTY,
\"“\ “1 4

. UNIVERSIDAD LAICA "ELOY ALFARO" DE MANABI
: FACULTAD DE INGENIERIA INDUSTRIAL
CENTRO DE SERVICIOS PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD

CESECCA "CE.SE.C.CA."

INFORME DE LABORATORIO IE/CESECCA/A4558

CLItNTE: SR, J05€ MACIAS MACTAS PECHA MUESTREO: N/A

ATENCION: SR, JOSE MACIAS NACTAS FECHA DI INGRESO: 13/10/2015
OIRECCION: LAS CUMBRIS + MANTA FECHA INICIO DE ENSAYO: 13/10/2018
1$PECIE: NA FECHA PINALIZACION ENSAYO:  $9/40/2018

TIPO DR ENVASE: ENVASE PLASTICO TECIA ENISION RESIATADOS:  20/10/201%

N, CAIAS) NIA PACTURAI 026-002:101
UNIDADES/PESOI 1/800ml ORDINI “se

MARCA) NiA PAIS DE DESTINOI NIA

1000 OE PRODUCTOr  AGUA (SOLUCION AL 1% CON URTA)

INCERTIDUMDRE
. INSAYO Lore UNIDADES|  MESULTADOS |yl Ly, .y UNITER ME1000
LR OCAYNY
HNvogen Toal Mo Aplica “ oM . WALV XN Cop 4211
O e Vet 201 1Y
Sbasevaihvom,
Nusstieo ranlinde Por Clcharte | X)) isdarstordo ()
Nota ] Low remeltadon repartades cormespend # 10(0) mumatro{s) nalizadn(e) on ol laboratorie, Late reporte no
dabe b raproducido beaad o parciel aceplo con |8 aprobackia secrite dol leborsterto.
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Fuente: Informe de Resultados del Laboratorio CE.SE.C.C.A

83




ANEXO 20. Resultados de Andlisis Microbiolégicos en la maleza

CESECCA

CLIENTE:
ATENCION:
DIRECCION
eecie

TIPO DI INVASE:
Mo CAAS.
UNIDADES (PESO
MARCA

{ M wo

Observacionss

TIPO DE PRODUCTO
{ ENSAYO

B g

Musstivo rwalinmio Por

N

UNIVERSIDAD LAICA "ELOY ALFARO" DE MANABI
FACULTAD DE INGENIERIA INDUSTRIAL
CENTRO DE SERVICIOS PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD

"CE.SE.C.CA."

INFORME DE LABORATORIO IE/CESECCA44402

SR, JOSE MACIAS MACIAS PECHA MUESTREO: N/A

SR, JOSE MACLAS MACIAS PECHA DE INGRESO 23/00/201%

LAS CUMBRES - MANTA PECHA INICIO DE ENSAYO 25/09/201%

N/A FECHA FINALIZACION ENSAYO:  20/09/2018

ENVASE PLASTICO FECHA EMISION RESULTADOS:  29/09/201%

N/A PACTURA 026-002-08%

1/5009 ORDEN ol

N/A PAIS DE DESTING/ N/A

MELAZA D CANA D€ AZUCAR

[ T T —
Lore UNIDADES.  RESULY UMITes MET000
e ] ey M (V1) ot |
T Sp—
| ey <nld | MG Cop 113 00 Ol
l | Veth o)
No Aphca + ' 1 $
| 1 10 AN
"
B date B Laborstorie |
L " o aisls) (8) sl ) o0 ol b o [ote regorte mo
Bebo wer 1oge odunndo Wotal o parciadmeste, Bicepto (0N la aprebedhin wacite del lab

N/A Mo aplic
ND1 o detectable
J
/‘ ' /
/ A S 4 N ? 1
( _,/ — R~ \ Ay & .('(
S go. Mtwre Zavels Murtte y ¥ v Ing. Lade mu-«glﬂ
Jofe Thenien de Laboraters (¢) Dirwctors Ganees! |
CRSICCA COSECCA

Fuente: Informe de Resultados del Laboratorio CE.SE.C.C.A
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ANEXO 21. Resultados de analisis Microbiol6gicos

FACULTAD DE INGENIERIA INDUSTRIAL
CENTRO DE SERVICIOS PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD

CESECCA "CESE.CCA"

INFORME DE LABORATORIO IECESECCAM4398

CLIENTE: SRJ0OSE MACLAS MACIAS FECHA MUESTREO: N/A

ATENCION, SR JOSE MACLAS MACIAS FECHA DE INGRESO: 23/09/201%
DIRECCION (AS CUMBRES - MANTA FECMA INICIO D ENSAYO, 14/00/201%

EspeCiE N/A FRCHA FINALIZACION ENSAYO:  20/00/201%

TIPO DE INVASE ENVASE PLASTICO FECHA EMISION RESULTADOS:  20/09/201%

Mo, CAJAN N/A FACTURA 026002062
UNTDADES / PESO 1/ %009 ORDIN s

MARCA N/A PALS DE DESTING N/A

TIRO DI PRODUCTO!  MELAZA DE CANA DE AZUCAR

| ENSAYO won UNIDADES,|  RESULTADOS | "WORRTIDUNBRE| \\pypy mt1000
} ROIREUN WO ihiadias . | \ruis 4 — RS (e }) AT |
AR R "
Mhes Mo Wy ! ¥ 00 1700 O
‘ Veltod
No Aplea
(] v
e My
Obeervacianss sl cas—
Huewtiew rowirade Por Blete | ¥ ) 01 Laboraterto |
N Lew resultades reportado g ie 4 lnls) Ba(s) e o lsborak Etw ruporte

debe ser roproduchio total o parcialeant -thhmd«mwmﬁwm

N/AI Ne apficn

NO' M detectable

/ 7
ke
"éamxmm 1 mtmwalo«nh

Jofs Taenieo de Laborsterto (o) . Directors Genorsd
CESecCA CESICCA

Fuente: Informe de Resultados del Laboratorio CE.SE.C.C.A
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ANEXO 22. Resultados de Andlisis de crecimiento celular (levadura activa F.)

", UNIVERSIDAD LAICA "ELOY ALFARO" DE MANABI
% FACULTAD DE INGENIERIA INDUSTRIAL
CENTRO DE SERVICIOS PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD

CESECCA "CE.SE.C.CA."

INFORME DE LABORATORIO IE/CESECCA/M4807

CLUIENTE SR, JOSE MACLAS MACIAS FECHA NUESTREO: N/A

ATENCION: SR, J08E MACIAS MACIAS FECHA DI INGRESO Qr/10/201%
DIRECCION: LAS CUMBRES - MANTA FEOMA INICIO DE ENSAYO 08/10/201%
e N/A FECHA FINALLZACION DNSAYO:  13/10/2018

11RO DE DNVASE: ENVASE MASTICO FECHA EMISION RESULTADOS:  15/10/2018

No. CAMS N/A FACTURA 026002074
UNIDADES | M50 1/%00¢ ORDEN “w)

MARCA N/A PAIS DE DESTING, NA

T1P0 Df PRODUCTO! MILAZA DE CANA DE AZUCAR

INCERTIOUMBRE |

| INSAYO Lore UNIDADES|  RESULTADOS | LIMITES miT000
| | ’ M |
T ) | - | Spendide (bed) s— {
‘ Con Lavndurs Adtive
| naderss 9 [ | wey | o ‘

(199" ix)
Ohsarvasionen S—_— e — . . —
Musstreo ruslliade Por Babante | 1) H labeestors ()

Ml s MAdos rupertados (ofresp anbcaments & 1s(s) musstra(s) analinade(s) en o laboraterio oty ruparte mo
dube sur reproducido boAel 0 parcisimente, escepto (on o aprebacion escrhe del labi madio

N/A: No aphos

ND No datectable

/
/
’ f
¥ 14 I/
(2 b
\ X / /
Bige: Artiro Zavels Murilo Ing Loone/ Vituite Galbor, MBA
Jefe Thenieo du Laborsberlo (o) Drmctorg Lepe s’
CRSPOCA CeseccA

Fuente: Informe de Resultados del Laboratorio CE.SE.C.C.A
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ANEXO 23. Resultados de analisis de crecimiento celular (levadura activa F.)

¥ ORI, TN o) . . . y = ~ = 4
% UNIVERSIDAD LAICA "ELOY ALFARO" DE MANABI
FACULTAD DE INGENIERIA INDUSTRIAL
CENTRO DE SERVICIOS PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD
gy \Yay B/
CESECCA ( E.LS‘E. (.0(.440
INFORME DE LABORATORIO IE/CESECCA/44506
CLIINTH SR, JOSE MACIAS MACTAS FECHA MUBSTREO! N/A
ATENCION SR, JOSE MACIAS MACTAS FECHA DE INGRESO! 07/10/201%
DIRECCION: LAS CUMBRES - MANTA FECHA INICIO DE ENSAYO: 08/10/200%
i N/A FECHA FINALIZACION ENSAYO,  13/10/2018
TIRO DE BNVASE: ENVASE PLASTICO FECHA EMISION RESIATADOS: 18/10/201%
Mo CAIAS N/A PACTURA 02600204
UNIDADES / PESO 1/%00g OROEN 44500
MARCA N/A PALS DE DESTINOG: NA
TR0 DE PRODUCTO: MELAZA DE CANA DE AZUCAR
ENSAYO Lore Iwmou‘ RESULTADOS ‘:""""““"' (,..,”T " umm . MET000
[
Con Lavadurs | v
snham WY Loflisade "y 2010
(10" eix) |
Ohearvamne. —— -
Muestien reatrado Poc Ualente (1) 1 Laborwtorte
Ml e Mados reper 0 TR »y) ) (#) o0 o labs 10. Eote reporte no
dubse swr reproducido betad o parclal wreepto con la aprobeciin e s del |
/A No aphen
WO Mo detectatio
L0 Y/
L / A | . % ‘
T Wi WG T MU 1n9. Leonor Mivete Gabor, MBA
Jefe Thenico e Labarstorio (#) Divectors Genalal
CISecca CEStCCA

Fuente: Informe de Resultados del Laboratorio CE.SE.C.C.A
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