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RESUMEN

Con la finalidad de mejorar la eficiencia de la fermentacion alcoholica en la destileria Arquimedes
Colina Antunez de la provincia Granma, se evalu6 el rendimiento del proceso fermentativo a
escala de laboratorio e industrial. Se evaluaron cuatro niveles de tasas de inoculacion de levadura
y diferentes dosis de melaza en biorreactores de laboratorio. La proporcion de inéculo de 24 % y
la concentracion de melaza en el mosto de 100 gL fueron los parametros establecidos con
mejores indicadores de eficiencia (89 %), utilizando la cepa de levadura Saccharomyces
cerevisiae. Bajo esas condiciones, el proceso a escala piloto fue evaluado en ocho fermentadores
de 138 m® de volumen (til, durante doce meses, siguiendo los parametros: grados Brix, pH,
temperatura, grado alcohdlico y la concentracion de azlcares reductores al final de la
fermentacidn. Los resultados obtenidos mostraron que aplicando las condiciones establecidas la
tasa de produccion de alcohol incrementd un 23 %.

Palabras clave: melazas; fermentacion alcohdlica; inoculacion de levadura; eficiencia de
fermentacion.

ABSTRACT

In order to improve the efficiency of alcoholic fermentation at the Arquimedes Colina Antlnez
distillery of Granma province, the yield of fermentation process was evaluated on a laboratory and
industrial scale. Four levels of yeast inoculation rates and different doses of molasses were tested
in laboratory bioreactors. The inoculum proportion of 24 % and the concentration of molasses in
the wort of 100 gL were the established parameters with the best efficiency indicators (89 %),
using the Saccharomyces cerevisiae yeast strain. Under these conditions, the pilot-scale process in
eight fermenters with a useful volume of 138 m® for 12 months, following the parameters: Brix,
pH, temperature, alcohol content, and the concentration of reducing sugars at the end of
fermentation were evaluated. The results obtained show that by applying the established
conditions the alcohol production rate increased by 23 %.

Keywords: molasses; alcoholic fermentation; yeast inoculation; fermentation efficiency.
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INTRODUCCION

El proceso fermentativo es uno de los primeros
aportes de la humanidad para la obtencion de
productos biotecnologicos. A pesar de su uso
milenario, constituye todavia un modo de produccion
de vital interés. La fermentacion alcoholica es un
proceso, mediante el cual las levaduras convierten los
azucares en etanol (C2HeO), didxido de carbono
(COy) y otros productos secundarios.y) El proceso
tecnoldgico industrial de obtencién del etanol se
caracteriza por: la propagacion de la levadura de
forma aerobia en el laboratorio, una prefermentacion
aerobia; la fermentacion anaerobia del mosto, la
decantacion y, finalmente, la destilacion. &

En Cuba, la produccion de etanol se realiza a partir de
la fermentacion alcohdlica de las mieles finales o
melazas, obtenidas durante la produccion de sacarosa
a partir de repetidos procesos de evaporacion,
centrifugacion y cristalizacion de los jugos de la cafia
de aztcar (Sacharum Oficinarum).) Esta graminea,
originaria de la India, es muy rica en azUcares del tipo
sacarosa, glucosa y fructuosa, de composicion
variable que depende de varios factores, tales como la
variedad, fertilizacion, etapa de maduracion,
condiciones fitosanitarias del cultivo, despunte y
almacenamiento.®

Los componentes principales de la melaza incluyen,
en términos generales, sacarosa (30-35 %), fructosa y
glucosa (10-25 %), compuestos no azucarados (2-3
%), trazas de minerales y humedad alrededor del 45-
55 % del total de los azucares fermentables. Existen
diferentes tipos de melaza segun el proceso utilizado
para la produccion de azucar; también, la composicion
general de las distintas melazas difiere segin las
zonas geograficas especificas de produccion.®©

La clasificacion de las melazas se define de acuerdo al
color, consistencia, sabor y el contenido de azlcar. La
melaza ligera se produce después de la primera
ebullicion, definida como melaza "A", donde se
elimina casi el 77 % del total de azucar sin refinar
disponible y contiene alrededor del 80-85 % de
materia seca. Mientras, la melaza oscura, también
conocida como melaza "B", se obtiene hirviendo la
melaza A con guarapo para obtener una masa cocida,
la cual se centrifuga y es recuperable hasta un 89 %
del azucar y de 80-85% de materia seca. Por otro lado,
la melaza “C” es un liquido pesado, oscuro y viscoso
que se obtiene como resultado de la dltima fase de
cristalizacion del azucar, y de la cual no se puede
cristalizar azucar adicional de manera rentable. Esta

melaza cominmente se le conoce como “miel final”,
donde practicamente la sacarosa no es recuperable,
manteniendo el porcentaje de materia seca.?!)

El principal indicador de produccion de una destileria
es la eficiencia global de obtencion de alcohol,
considerandose un valor por debajo del 86 % como
deficiente. Sobre este indicador, inciden otras dos
variables importantes: la eficiencia en recuperacion de
alcohol generado y la eficiencia en la fermentacion; el
primer parametro indica la fermentacion alcohdlica de
los azlcares presentes en las mieles, y la segunda
define la cantidad de azlcares fermentables
transformados en alcohol.®

En la destileria Arquimedez Colina Antlnez,
perteneciente al Grupo AZCUBA de Granma, el
primer parametro se catalog6 como eficiente (95 %),
mientras, el segundo indicador mostrd6 una baja
eficiencia global de fermentacion (inferior al 77 %),
indicando bajos rendimientos de produccion de
alcohol en la etapa de fermentacion de las mieles
finales, lo que influye significativamente en la
eficiencia global de operacion de la destileria. El
objetivo de esta investigacion fue mejorar la eficiencia
de  fermentacion  alcohdlica  mediante la
caracterizacion fisicoquimica de las mieles y obtener
un sistema biotecnoldgico eficiente, a escala de
laboratorio y piloto, que incremente los rendimientos
de produccion de la destileria.

MATERIALES Y METODOS

Materiales empleados

Se tomaron muestras en triplicado de melazas del
tanque de almacenamiento de las mieles finales
provenientes de 5 centrales azucareros de la region
oriental de Cuba: Bartolomé Masd, Arquimedes
Colina, Enidio Dias, Guayabal y Roberto Ramirez.
Para realizar las pruebas de fermentacion se empled la
cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae procedente
del laboratorio de microbiologia de la destileria. Como
fuentes de nutrientes se utilizaron las dosis establecidas
de fosfato de amonio (NH4)sPO4, sulfato de amonio
[(NH4)2S04], urea [CO(NH2)]2 y acido sulfurico
(H2S04) 1M para el crecimiento 6ptimo de la levadura.
Todos los reactivos utilizados fueron de alto grado de
pureza y calidad analitica.

Composicion quimica de la melaza

Las muestras (tres en total de un litro por cada
tributario) fueron caracterizadas de acuerdo a las
especificaciones de calidad para las mieles establecidas
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por las normas cubanas (NC). La determinacion del pH
se realiz6 por el método potenciométrico, usando un
equipo marca HANNA Edge a temperatura ambiente;®
los solidos aerométricos disueltos (°Brix), se
cuantificaron con un aerémetro Brix;9 las cenizas
fueron obtenidas por incineracion de las muestras en un
horno mufla (Muffle Furnace SX2-5-12 TP).4D Los
lodos se obtuvieron, al precipitar los materiales
insolubles por centrifugacién (centrifuga Nuve, Sanayi
Malzemeleri, NF-1200):12 los azlcares reductores y
totales se determinaron por el método de Lane y Eynon
a volumen constante,

Experimentos a escala de laboratorio

Para los experimentos a escala de laboratorio, se
prepararon 4 L de un medio de propagacion de 80 g L
de solucion de melaza. Como inoculo, se utilizd
levadura liquida obtenida de los prefermentadores de la
propia industria, con lo cual se evaluaron cuatro niveles
de tasa de inoculacién (50, 100, 120 y 140 mL) usando
Erlenmeyer de 500 mL de capacidad como
biorreactores.

Los experimentos se realizaron hasta que la eficiencia
de fermentacion lleg6 al punto de equilibrio o comenzé
su disminucién; luego con las mejores tasas de
inoculacion (100 mL y 120 mL), se varidé la
concentracion de medio de cultivo para tres tasas de
medio (100, 120y 140 g L).

Se realizo el seguimiento de la fermentacion alcohélica
mediante conteos celulares, asi como el control del pH,
temperatura, azlcares reductores totales (ART) y los
grados Brix al inicio y final de dicho proceso.®113 A|
concluir la etapa de fermentacion, se determind el
grado alcohdlico®™ y los azucares residuales para
calcular la eficiencia de la fermentacion (Ef.
fermentacién) a través de la ecuacion (1), que es el
cociente entre cantidad de alcohol en el vino y la
cantidad de alcohol tedrico.

Cant.alc.en vino - 100

Ef.fermentacion = —
f-f Cant.alc.teorico

(1)

La eficiencia de recuperacion de alcohol (Ef. alcohol)
se determind segun la ecuacion (2), que es la fraccion
entre el rendimiento de obtencion de alcohol y los ART
consumidos.

Rend. alcohol - 1000

Ef.alcohol =
f-alcoho ART consumidos

)

Experimentos a escala piloto

La etapa inicial o de preparacion de los experimentos a
escala piloto se considerd desde la propagacion de las
levaduras en el laboratorio hasta la prefermentacion
(Figura 1).

En un Erlenmeyer de 1 L, se colocd una solucion de
melaza de 10 °Bx con dosis de sulfato de amonio (0,5
g/L), urea (0,5 g/L) y fosfato de amonio (0,15 g/L), y
se agitd en una zaranda durante 2 h. Se adiciono otra
solucion de melaza con las sales nutritivas, se ajusto el
pH a 4,5 con &cido sulfurico (H2SO4) y se continuo la
agitacion por otras 12 h. Luego el indculo se trasvasa a
un depésito de 10 L, denominado “Calbertg”,
alimentado de forma similar, pero incrementando la
concentracion de las sales nutrientes: sulfato de amonio
(5 g/L), urea (5 g/L) y fosfato de amonio (1,5 g/L)), el
pH ajustado a 4,5 y aireando durante 12 h y flujo de 50
L/h. Posteriormente, el medio activo fue inoculado en
el cultivador (volumen de 200 L), alimentado de igual
forma que el paso anterior, con el mismo pH y tiempo
de suministro de aire de 200 L/h.

Después, el cultivo propagado se adicion6 al
prefermentador (24 m®) previamente ajustado (10 °Bx,
sulfato de amonio (5 g/L), urea (5 g/L), fosfato de
amonio (1,5 g/L), pH: 4,5) y aireado durante otras 7 h.
Trascurrido ese tiempo, el volumen de fermento de 38
m?® se agregd al fermentador de 138 m® con melaza
diluida a 100 g/L. Con la inoculacion de las levaduras
propagadas a los fermentadores se consideré como el
inicio de la segunda etapa hasta finalizar el proceso de
fermentacion. El ciclo total de fermentacion fue de 24 h.
Como reproducibilidad de los experimentos, para esta
investigacion se operaron ocho fermentadores durante
un periodo de once meses: febrero-diciembre/2023.

Andlisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos fueron evaluados
mediante andlisis de varianza (ANOVA) de
clasificacion simple; para la comparacion entre las
medias que fueron significativos al 95 % de
confiabilidad, se empleo la prueba de rango multiple de
Duncan. Todos los datos se expresaron como valor
promedio * desviacion estandar.
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Fig. 1- Esquema de fermentacion alcohdlica de la melaza para el experimento a escala piloto

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisicoquimica de las melazas

La composicion fisicoquimica de las melazas
estudiadas se muestra en la Tabla 1. De manera
general, se observaron pequefias diferencias entre los
valores promedios de °Brix, pH, cenizas y densidad,

estando entre 80,94-89,36 °Bx, 4,9-5,6 y 8,31-11,34 %,
1,41-1,47 glcm®, respectivamente; mientras que, los
intervalos entre las otras variables estudiadas fueron
méas acentuados: lodos (2,01-14,53 %), azUcares
reductores (10,45-23,18 %) y totales (55,07-62,01 %),
sacarosa (30,29-46,9 %), azUcares totales (53,47-60,03
%) y viscosidad (8,44-18,58 cps).
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Tabla 1- Caracterizacion fisicoquimica de las melazas de cinco centrales de la region oriental de Cuba y del tanque de recepcién de la

destileria
, Azlcar. .
o o Cenizas Lodo Azucar. reductor. Sacarosa Azucar. Viscosidad  Densidad
N° Muestras Bx pH (%) reductor. totales (%) totales (cps) (glem?d)
(%) (%) (%) (%)
, Bartolomé 88,16 4,9 9,06 390 2243 62,01 37,60 60,03 15,69 1,47
Maso 2,6 0,2 +14 04 +1.8 +3,4 +1,7 +4,4 +0,9 +0,1
, Arquimedes 8094 56 831 2,01 10,45 59,88 46,90 57,41 8,44 1,42
Colina +1,3 0,1 #12 +0,3 #1,2 +2.8 +2,5 +3,2 +0,3 +0,1
5 Enidio 89,36 50 11,34 6,06 23,18 55,07 30,29 53,47 9,89 1,48
Dias +19 +0,2 #09 05 +2,1 +4,1 +2.4 +3,8 +0,4 +0,1
4 Guavabal 84,94 54 868 3,89 20,08 59,43 37,39 57,47 9,89 1,44
Y 24 02 *13 +0,2 #19 +2,6 +3,2 2.7 +0,4 +0,1
5 Roberto 8574 52 10,35 2,03 19,02 61,76 40,61 59,63 18,58 1,45
Ramirez 21 +03 #14 0,1 +2,2 +32 +2.9 +28 +12 +0,1
Tanque de 8534 52 9,02 14,53 17,00 59,21 40,01 57,01 8,44 1,45
recepcion +13 0,1 #11 +1,3 17 +2,8 2,5 +2,3 +0,8 0,1
Segun los resultados de la caracterizacion eficiencia del proceso mostrd, que una concentracion

fisicoquimica, las melazas utilizadas en la destileria
cumplen con los requisitos necesarios para ser
utilizadas en el proceso de fermentacion alcohdlica
segin las normas cubanas establecidas, ademas, son
similares a los reportes realizados por otros
autores.!>19 | os valores de los solidos aerométricos
disueltos estuvieron entre 89 y 80 °Brix para las
muestras de los diferentes centrales azucareros,
ratificando que todas las mieles estudiadas
provenientes de los distintos ingenios, cumplen con los
requerimientos técnicos para ser empleadas en la
produccion de etanol mediante fermentacion.

En un estudio realizado por Otero-Rambla et al.15
evaluaron la produccion de bioetanol  por
Saccharomyces cerevisiae Turbo (GertStrand AB) a
partir de mezclas de jugos secundarios de la
produccion de azucar, utilizando jugos diluidos y jugos
de filtros de cachaza, suplementados con pequefias
cantidades de melazas de cafia y sales nutrientes; y
observaron que la produccion de etanol decrecio, en la
medida que los azlcares reductores totales procedentes
de los jugos de filtros de cachaza, aumentd desde 50 a
100 %, sugiriendo que la pureza aparente del sustrato
es un factor de importancia en la produccion de
bioetanol. Segun los autores del estudio antes referido,
la concentracion de bioetanol en el medio fue superior
a 7 % (v/v) en todos los experimentos, pero superiores
en aquellos de menor contribucion de jugos de filtro de
cachaza. El analisis de regresion aplicado a la

en el entorno de 113 g/L de azucares reductores totales,
fue dptima para la bioconversion de estos en etanol a la
concentracion celular de inoculacion (100 millones de
células/mL).

Por otro lado, Lamas Pérez et al.l9 realizaron un
estudio en la etapa de fermentacion alcohdlica
relacionado con el empleo de mezcla de jugo de los
filtros, miel final y meladura; para ello, prepararon
medios de cultivos, unos como base y el resto son
combinaciones de ellos, siendo la variable de respuesta
el porcentaje alcohdlico. Los mostos fermentados con
miel final y meladura, alcanzaron entre 5,22 % y 5,50
% de alcohol; mientras que, al emplear el jugo de los
filtros, se obtuvieron los niveles mas bajos de
concentracion alcoholica en el medio.

Resultados de las evaluaciones a escala de
laboratorio

El efecto de los diferentes volumenes de inoculos
evaluados en el medio de propagacion de 80 g/L de
solucion de melaza sobre el rendimiento de la
fermentacion alcoholica se muestra en la Tabla 2.

En las proporciones de los volumenes de indculos
evaluados, la eficiencia de fermentacion estuvo entre
82,0-89,9 %; mientras, la eficiencia de recuperacion de
alcohol se mantuvo en un rango similar, 82,6-89,6 %.
La proporcién de in6culo de 100 mL (inoculacion del
20 % del volumen de fermentacidn) fue la que alcanzé
los valores més altos de eficiencia.
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Tabla 2- Comportamiento de la fermentacion alcohdlica con diferentes tasas de volumen de inéculo

°BX pH Azlcares Eficiencias
Grado =~
Volumen de melaza en el alcohélico reductores Fermentacion Recuperacién
medio de cultivo (mL) Inicial Final Inicial Final (%) residuales (%) de alcohol
(%) ° (%)
50 10,3£0.01 3,9+0.03 4,1+0.01 3,7£0.01 3,7#0.02 10,8+1,1 82+1,2 82,6+1,0
100 10,3+0.02 3,9+0.02 4,3+0.02 3,8+0.01 4,1+0.03  9,3+0,9 89,9+0,9 89,6+0,8
120 10,3+0.01 3,6+0.01 4,2+0.01 3,6+0.02 4,1+0.01  6,4+0,5 86,1+1,3 86,07+1,0
140 10,3£0.01 3,7+0.01 4,5+0.03 3,8+0.01 4,2+0.02  4,6£0,3 86,4+1,1 86+0,9
50 10,3+0.01 3,9+0.03 4,1+0.01 3,7+0.01 3,7£0.02 10,811 82+1,2 82,6+1,0

El incremento de la tasa de inoculacion, no modifico
significativamente los grados Brix y el pH al final de la
fermentacion; pero, si se observo el aumento del grado
alcohdlico (desde 3,7 % hasta 4,2 %); incremento que
puede explicarse, por la mayor de cantidad de
moléculas de etanol que se generan a medida que
avanza la fermentacion. También se observo una
disminucion de los azucares reductores residuales
(desde 10,8 % hasta 4,6 %), indicando una relacion
directamente proporcional entre la cantidad de enzimas
(in6eulo) y la transformacion de azlcares en etanol.
Los parametros de eficiencias utilizados (fermentacion
y recuperacion), aumentaron cuando se incrementd la
cantidad de levaduras en el medio de fermentacion.

Los resultados demuestran, que el aumento del in6culo
incrementa, hasta un valor limite, los parametros de
eficiencia en los reactores de fermentacion alcoholica;
a mayores volimenes de inoculos no se observan
incrementos significativos en la produccion de etanol,
Ilegando a disminuir por efectos de competencia entre
las levaduras ante la escasez de nutrientes.®?)

Este comportamiento podria explicarse, si se tiene en
cuenta que al aumentar la concentracion de las enzimas
(volumen de indculo), se acelera la reaccion, siempre
que se disponga de sustrato al cual unirse. Una vez que
todo el sustrato esté adherido, la reaccion deja de
acelerarse, puesto que existen menos opciones, para
que otras enzimas adicionales compitan entre ellas por
el sustrato. Las enzimas (indculo) se encuentran en una
menor proporcion que el sustrato (melaza), actdan
como biocatalizadores y se regeneran en el proceso,
por tanto, la cantidad de inoculo para utilizar tiene un
valor critico.®®

Cuando se incrementa la concentracion de enzimas, la
velocidad de la reaccion (conversién de azucares en
alcohol) aumenta hasta cierto valor, para este estudio
fue de 100 mL de indculo. En los primeros momentos,
la velocidad del proceso tiene una dependencia lineal
del volumen de inéculo, pero si este Ultimo sigue
incrementandose, la velocidad de la reaccion alcanza
un valor constante, sin que se produzcan mas
incrementos.®9

Considerando que la proporcion de 100 mL de indculo fue
la més adecuada para obtener altas eficiencias de
fermentacion y de produccion de alcohol, se realizd un
nuevo experimento estudiando el efecto del incremento de
la concentracion de melaza en el medio de cultivo. Para ello,
se evaluaron tres dosis de adicion de melaza para el mismo
volumen dilucién: 100, 120 y 140 g/L. La finalidad de este
ensayo fue determinar un punto de equilibrio que facilitara
el escalado eficiente de la fermentacion del medio, para
reducir el consumo de recursos (Tabla 3).

La Tabla 3 muestra los resultados del comportamiento
de la fermentacion alcohdlica con las dosis
seleccionadas. Como regla general, el incremento de la
concentracion de melaza en el medio de cultivo
provoco una disminucién en ambas eficiencias; la dosis
de 100 g/L alcanzé la mayor eficiencia de fermentacion
y de produccion de alcohol.

El aumento de la concentracion de melaza en el medio
de cultivo, tampoco provocdé modificaciones
significativas en los grados Brix y pH, despues de
concluida la fermentacion. Similar comportamiento
tuvo el grado alcoholico y los azucares reductores
residuales, los cuales se mantuvieron en los rangos de
5,2-5,6 %y 6-8 %, respectivamente.
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Tabla 3- Comportamiento de la fermentacion alcohdlica con distintas dosis de melaza en el medio de cultivo

°Bx pH Grado Azlcares _Eficiencias
Volumen de melaza en el medio de alcohdlico reductores Fermentacion Recuperacion
cultivo (mL) Inicial  Final Inicial Final (%) residuales (%) de alcohol
(%) ° (%)

Inéculo 100 mL

100gL? 12,6+0,2 4,1+0,9 4,0£0,2 3,6+0,3 5,240,1 6,0£0,5 85,5+1,2 85,4+1,0
120gL? 14,3+0,1 4,7+0,7 3,9+0,2 3,5+0,2 5,5+0,1 7,0+0,9 75,315 75,015
140gL? 14,3+0,1 4,0+0,5 4,0£0,1 3,6+0,3 5,6%0,1 8,0+1,0 65,5+1,9 65,5+1,3
Inéculo 120 mL

100gL? 11,740,2 4,1+0,8 3,9+0,2 3,6x0,1 5,4+0,1 6,4+0,7 89,0+0,9 89,1+0,9
120gL? 14,3+0,2 4,7+0,7 3,9+0,1 3,5+0,2 5,440,1 6,0+0,8 73,311 73,0+£1,0
140gL? 14,3+0,1 3,5+0,7 4,0+0,1 3,6+0,1 6,0+0,2 7,0+0,9 69,7+1,2 69,7+1,1
Este resultado puede explicarse por la posible En cuanto al grado de alcohol, no se observan

saturacion de sustrato. En las reacciones catalizadas por
enzimas, la concentracion del sustrato es mucho mayor
que la concentracion de la enzima; cuando la
concentracion de esta se mantiene constante, la adicion
de més sustrato aumentara la velocidad de la reaccion.
Sin embargo, si la concentracion del sustrato es muy
alta, puede saturar todas las moléculas de la enzima, y a
partir de este momento afiadir mas sustrato no
incrementara la produccion de etanol, quedando un
remanente de azcares sin fermentar.2?

El aumento en la concentracion de sustrato solo
incrementa la velocidad de la reaccion (conversion de
melaza en alcohol) hasta cierto valor, a partir del cual
no habria incremento en la velocidad del proceso. Por
tanto, utilizar una mayor cantidad de melaza no seria
economicamente rentable, pues con ello no se lograria
incrementar la tasa de produccion de alcohol. Por otra
parte, las cepas de levadura pueden ser mas resistentes
a altas concentraciones de melaza, pero no aumentaria
la eficiencia de produccion de alcohol.

Valorando los resultados alcanzados, se realizd un
nuevo experimento para evaluar el efecto del
incremento de la tasa de inoculacion hasta 120 mL (24 %
del volumen de fermentacion) sobre el aumento de la
concentracion de melaza en el medio de cultivo (Tabla
3). De forma similar, también el incremento de la
concentracion de melaza en el medio provoco la
disminucion de los parametros, que caracterizan la
eficiencia de la fermentacion alcoholica; sin embargo,
a la concentracion de 100 g L se lograron acrecentar
los indicadores de la fermentacién y produccion de
alcohol hasta 89,0 % y 89,1 %, respectivamente.

diferencias estadisticamente significativas cuando se
variaron las cantidades de in6culo y melaza; los valores
oscilaron entre 5,2-6,0 %. Estos resultados pudieran
deberse al fendbmeno de saturacion de sustrato, que no
permite incrementar la produccién de etanol al
aumentar la cantidad de melaza. Por tanto, el volumen
optimo de melaza en el medio de cultivo fue de 120
mL, lo que representa 24 % del volumen de
fermentacion.

Por tal motivo, y para los experimentos posteriores,
una tasa de inoculacion de 24 % y la concentracién de
100 g L de melaza en el medio de cultivo, fueron los
parametros establecidos para alcanzar indicadores de
eficiencia alrededores del 89 %. Los resultados
sugieren que la cepa de levadura Saccharomyces
cerevisiae utilizada en la destileria, no admite altas
concentraciones de azUcares en el mosto; no obstante,
se logré alcanzar un punto de equilibrio para obtener
valores adecuados de eficiencia de fermentacion y de
recuperacion. Estos resultados son similares a los
reportados por otros autores. @22

Resultados de las evaluaciones a escala piloto

La Figura 2 muestra el comportamiento de los grados
Brix iniciales y finales, tomado como valor promedio
la medicion realizada de treinta dias de operacion,
durante los once meses evaluados. Como regla, la
conversion de los azlcares fermentables a alcohol fue
estable, los grados Brix iniciales se mantuvieron en el
rango de 8,44-10,28, y los grados Brix finales entre
2,82-4,72.
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Fig. 2- Comportamiento de los grados Brix promedios al inicio y
final de la fermentacion

De manera general, las concentraciones de azUcares en
el mosto listo para fermentar son bajas, al compararlas
con las reportadas por otras destilerias, donde han
utilizado concentraciones de 16 °Bx;%) pero los
resultados demuestran que si se incrementan los grados
Brix en el medio de fermentacion, el proceso no seria
eficiente, ya que disminuiria el rendimiento.

Se puede observar, que existe una disminucion de la
concentracion de solidos solubles, lo que evidencia el
consumo de sustratos por parte de Saccharomyces
cerevisiae, principalmente los azlcares fermentables
presentes en el medio.!® Las levaduras como la
Saccharomyces cerevisiae tienen diversas fuentes de
carbono (por ejemplo, polioles, alcoholes, &cidos
organicos y aminoacidos) que pueden metabolizar,
pero prefieren azlcares. Ademas, las levaduras pueden
utilizar estas otras fuentes de carbono como bloques
constructores de moléculas organicas.?? Esto, ademas
de la disminucion del contenido de azucares durante el
proceso, podria explicar la disminucion de solidos
solubles durante la fermentacion.

A través del proceso de fermentacion alcohdlica, el pH
debe ser ligeramente &cido, con el fin de que las
levaduras puedan realizar su actividad, asegurando a su
vez, la estabilidad microbioldgica y las caracteristicas
organolépticas. Un rango optimo de pH durante la
fermentacion se encuentra entre pH 4,3-4,7.% Para la
levadura, son inaceptables los valores neutros y
alcalinos, asi como los de acidez extrema. Sus
actividades enzimaticas tipicas tienen un rango de pH
en el que se desempefian de manera Optima, donde la
actividad enzimatica es maxima.®

Los valores promedios de pH en el medio para
fermentar, estuvieron entre 4,51-5,29; lo que es muy
adecuado, considerando que la actividad fermentativa
tiende a incrementar la concentracion de los iones

hidrégenos, y durante el curso de la fermentacion, el
pH disminuyo hasta 3,97-4,94, que son valores 0ptimos
para la levadura (Figura 3).
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Fig. 3- Comportamiento de los valores promedios de pH al inicio
y final de la fermentacion del periodo evaluado

Se puede apreciar, cbmo este parametro presenta una
tendencia a la disminucion durante la fermentacion,
ademas de la produccién de etanol genera didxido de
carbono, que al disolverse en el medio, produce &cido
carbonico, ademas de otros subproductos como el
glicerol y &cidos organicos débiles, como los &cidos
succinico y acético, los que crean un ambiente acido y
pueden disminuir el pH del medio de cultivo. EI pH
puede limitar la tasa de crecimiento de las levaduras, al
alterar la actividad enzimatica, la permeabilidad celular
y la disponibilidad de iones metalicos.?® Por tal
motivo, se hace necesario el control del mismo para
evitar la formacion de subproductos y afectaciones en
la viabilidad de la levadura. Este comportamiento
puede deberse a condiciones estresantes que afronta la
levadura en el medio de fermentacion, que estimulan al
microorganismo a producir &cidos, como una forma de
regular su actividad metabolica, asi como para eliminar
microorganismos del medio.&

Durante el proceso de fermentacion, la acidez total del
medio aumenta y el pH baja, debido a la formacién de
acidos, concomitante con la transformacion de azlcar
en alcohol. El rango de pH se comport6 estable dentro
de los parametros permitidos, para que las levaduras
puedan reproducirse y transformarse; ademas, la acidez
del medio provoca el proceso de inhibicion de las
bacterias que son agentes contaminantes.®

De manera general, se observo una tendencia neta a la
disminucion de la temperatura en los fermentadores
(Figura 4). Los valores de temperatura en la fase inicial
de la fermentacion estuvieron entre 27,56-32,79 °C,
considerados adecuados para la fermentacion
alcoholica de la levadura, y de 27,3-32,69 °C en la
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etapa final de esta. No obstante, se produce tendencia
al incremento de la temperatura en los meses de junio
hasta agosto, lo cual puede deberse, a que los
fermentadores son tanques abiertos de acero al
carbono, y estdn sujetos al incremento de la
temperatura ambiental.
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Fig. 4- Evolucion de la temperatura al inicio y final de la
fermentacion

El incremento en la temperatura a medida que avanza
la fermentacion, puede explicarse al considerar que la
fermentacién alcoholica es un proceso de generacion
de energia celular sin el uso de oxigeno, que tiene lugar
en el citosol de microorganismos como la levadura. El
proceso neto de fermentacion es exergonico, en el cual
los azUcares presentes son convertidos por levaduras en
etanol y didxido de carbono, liberando energia en
forma de calor.

Durante esta transformacion, los procesos de glicdlisis
y fermentacién descomponen la glucosa y otros
azUcares en un ambiente anaerobio, lo que resulta en la
produccion de alcohol y la liberacién de energia que
impulsa las reacciones metabodlicas de las levaduras.
Sin embargo, a medida que avanza la fermentacion, se
observa una disminucién en la temperatura del sistema,
atribuida a la reduccién de la velocidad del proceso
fermentativo. Esto se debe a que, con el agotamiento de
los azUcares fermentables y el aumento de productos
como el etanol y el dioxido de carbono, la actividad
metabdlica de las levaduras disminuye, lo que resulta
en una menor generacion de calor y, por ende, en una
caida de la temperatura del medio, evidenciando la
dinamica equilibrada entre producciéon y consumo de
energia en la fermentacion.t?

La variacion del grado alcohdlico durante y la final de
la fermentacion, se muestran en la Figura 5. Se observo
una tendencia estable del grado alcohdlico en el
periodo evaluado, los valores minimos y maximos de

esta variable fueron de 5,05-5,98. La estabilidad del
grado alcoholico estuvo acorde con la concentracion de
sustrato, a la cual se alimentaron los fermentadores del
estudio piloto. ElI grado alcohdlico tuvo el mismo
comportamiento que el ensayo a escala de laboratorio,
sin observarse diferencias estadisticamente
significativas en los valores. Este resultado corrobora,
que variaciones en las cantidades de melaza e indculo,
no afectaron el grado alcohdlico.

En los ensayos de laboratorio se observan resultados
mas favorables; sin embargo, debe considerarse, que en
la evaluacion a escala piloto influyen otros factores
importantes, es decir, se tienen otras condiciones
operacionales, donde las levaduras tienen que
enfrentarse a cualquier anomalia que ocurra en el
proceso, y la operacion de los especialistas encargados
también es de vital importancia para lograr la
efectividad del escalado.
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Fig. 5- Comportamiento del grado alcohélico y la concentracion
de reductores residuales al finalizar la fermentacién

Por otra parte, en el proceso de escalado, se dan otras condiciones,
incluyendo la mayor cantidad de volimenes de sustrato e indculo,
las que modifican los factores prefijados en el laboratorio.

Estos resultados preliminares, constituyen un punto de
partida para el incremento de la eficiencia en la
produccion de etanol, utilizando las materias primas
disponibles (melaza) y la levadura cultivada en la
misma destileria.

CONCLUSIONES

Las melazas y sus mezclas utilizadas como materia
prima en la destileria, cumplen los requisitos de
calidad establecidos en normas para su utilizacién. La
investigacion desarrollada a escala de laboratorio,
permitio evaluar la influencia de la concentracion de
sustrato y el volumen de inoculo en la eficiencia del
proceso fermentativo y rendimiento alcohdlico,
logrando méas del 89 % en ambos parametros.
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A escala piloto, fueron establecidos los mejores
valores de concentracion de sustrato y volumen de
indculo, para lograr una alta eficiencia de proceso
fermentativo y rendimiento alcohdlico; mientras que a
nivel  industrial, aplicando las  condiciones
determinadas, permitid incrementar la tasa de
produccion de alcohol en un 23 %.
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