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RESUMEN

En esta investigacion se encontro: el efecto de la temperatura, la cantidad de
nutrientes y el tipo de materia prima en la formacion de congenéricos
(compuestos formados en el transcurso de la fermentacion, por ejemplo:
aldehidos, ésteres, alcoholes superiores, metanol, etc.), en la produccién de ron
pesado de miel virgen y melaza. Mediante un estudio fisicoquimico que se basa
principalmente en llevar a cabo la fermentacion de una solucién de miel virgen o
melaza, la cual se mantuvo en una concentracion de azucar de 150 g/l. Se
prepararon dos soluciones de miel virgen: a la primera se le agregd nutrientes
(0,2 g/l de DAP y 0,1 g/l de sulfato de magnesio), la segunda se fermenté sin
presencia de ellos, la solucion resultante se inoculdé con levadura

(Saccharomyces cerevisiae) y se fermento.

Se tomaron dos muestras diarias de la solucidn que estaba en proceso y se
destilaron para determinar: el grado de alcohol, la concentracion de ésteres,
aldehidos, metanol, alcoholes superiores y acido acético presentes, utilizando
un cromatégrafo de gases; una vez obtenido este resultado se realizé el mismo
procedimiento con muestras de melaza, luego se utiliz6 como temperatura de

fermentacion 38 °C.

Se encontré el comportamiento de los compuestos congenéricos en funcion
del tiempo de fermentacion, obteniendo como resultado un comportamiento
descendente para el grupo de los aldehidos; por el contrario se obtuvo un
comportamiento ascendente para el grupo de los ésteres, alcoholes superiores,
la acidez y por consiguiente los congenéricos totales.
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Se observd que existe variacion en la concentracion de congenéricos al
utilizar diferentes mieles y melazas, esto se debe principalmente a la

composicion inicial de cada una.

XVl



OBJETIVOS

e GENERAL

Determinar el efecto de las variables de fermentacion en la formacion de
congenéricos en la produccion de ron pesado a partir de miel virgen y melaza a

nivel laboratorio.

e ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de la adicion de nutrientes a la solucion de miel virgen y

melaza, antes de iniciar el proceso de fermentacion.

2. Determinar la cantidad de ésteres, aldehidos, alcoholes superiores, acido
acético y metanol presentes en el ron pesado, a diferentes temperaturas de

fermentacion, en funcién del tiempo de fermentacion.

3. Determinar la cantidad de congenéricos presentes en el ron pesado
obtenido de la fermentaciéon de una solucién de miel virgen y melaza, a

diferentes concentraciones de nutrientes.
4. Comparar resultados de pruebas sensoriales aplicadas a muestras de ron

pesado con diferentes condiciones de fermentacion (temperatura, presencia

0 ausencia de nutrientes y materia prima), con patrones establecidos.
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HIPOTESIS

Evaluar si las variables de fermentacion (temperatura (34 °C y 38 °C),
presencia 0 ausencia de nutrientes y tipo de materia prima [miel virgen o
melaza)), influyen en la formacién de compuestos congenéricos en el proceso
de produccién de ron pesado de miel virgen y melaza a nivel de laboratorio y
establecer cdmo se comportan éstos en funcién del tiempo de fermentacion.
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INTRODUCCION

Destiladora de alcoholes y rones es una institucion que se dedica a la
comercializacidén, produccion y distribucién de alcohol etilico y aguardientes
naturales y afiejos. Participa en la integracion vertical y la diversificacion
comercial de alcoholes. Son los responsables de suministrar la materia prima
para la elaboracion de bebidas alcohdlicas y proporcionan alcohol que sera
utiizado en la industria farmacéutica, del tabaco, quimica, etc., local e

internacionalmente.

Por ser en la actualidad una empresa comprometida con la mejora continua,
pretende hacerse mas competitiva dentro de su ramo y cada dia adopta mas

estrategias para garantizar el éxito.

Este trabajo es una forma de demostrar el interés de la empresa para
optimizar el proceso de produccién de ron pesado a partir de melaza y miel

virgen.

Se encontré una relacion entre la cantidad de compuestos congenéricos
presentes en el ron y las caracteristicas sensoriales del mismo, se establecié
las cantidades necesarias de cada congenérico que deberian estar presentes
en el ron, para cumplir con las especificaciones de los clientes, y se determiné
el comportamiento de éstos durante el tiempo de fermentacién, obteniendo
resultados para las muestras de miel virgen similares al de los patrones

establecidos.

Las muestras destiladas fueron sometidas a un panel donde se analizaron

sus caracteristicas fisicas (olor, color y sabor), obteniendo un resultado de 1 a
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10, este valor se compar6é con un valor de 10 asignado a el patrén

seleccionado.

Para encontrar la relacion entre el comportamiento de congenéricos y el
tiempo de fermentacion, se fermentaron muestras de miel virgen y melaza a
nivel laboratorio utilizando diferentes variables de fermentacion (presencia o
ausencia de nutrientes, temperatura de 34 °C y 38 °C, tipo de materia prima), se
evaluo la concentracion de estos compuestos en funcion del tiempo, utilizando
un analisis cromatografico aplicado a la muestra destilada de la solucién

fermentada.
Se realizaron tres repeticiones para obtener un promedio de los valores

obtenidos para encontrar el comportamiento de cada congenérico a las

diferentes condiciones de fermentacion.
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1. ANTECEDENTES

Las bebidas alcohdlicas tienen su origen en el proceso de fermentacion
alcohdlica, todo liquido azucarado sufre esta fermentacion de manera
espontanea debido a la accion de la levadura que, en ausencia de aire,

destruyen la glucosa y otros azucares produciendo dioxido de carbono y etanol.

La fermentacion alcohdlica es el proceso microbiano a través del cual
algunos microorganismos asimilan azucares simples del medio en condiciones
anaerobias, y los transforman en etanol y dioxido de carbono, como productos
principales. En la industria alimentaria se utilizan diversas variedades de la
levadura, la mas utilizada es Saccharomyces cerevisiae para llevar a cabo esta
fermentacion. Durante esta fermentacion se reproduce la levadura ligeramente,
y se forman pequeinas cantidades de otros compuestos, los que contribuyen al
aroma y sabor de los alimentos alcohdlicos fermentados, éstos son llamados

compuestos congenéricos.

Los primeros vestigios historicos son testimonio de que las antiguas culturas
ya producian y consumian bebidas alcohdlicas, como el vino y la cerveza. Entre
ellos destacan las tablillas con escritura cuneiforme elaboradas por los asirios y
caldeos en Mesopotamia. Los egipcios elaboraron pinturas murales vy figurillas
de barro en las tumbas de los faraones, que mostraban la elaboracién de
cerveza, vino y pan. Las culturas antiguas desarrollaron de manera
independiente procedimientos tradicionales para elaborar alimentos alcohdlicos,
cada una utilizando los recursos naturales que tenian a la mano. Estas bebidas

se utilizaban en ceremonias religiosas medicinales y sociales.



Por la importancia que siempre han tenido las bebidas alcohdlicas, las
tecnologias de procesamiento se han ido transformando a la par de la historia
de la humanidad, haciendo uso de los avances cientificos, tecnolégicos y de la
ingenieria. Esta dinamica las ha colocado en el primer lugar en volumen de

produccion dentro de la industria alimentaria de México.

Tradicionalmente, el alcohol era producido en Estados Unidos por
fermentacion de granos, en la actualidad se produce por fermentacién de
melazas y de mieles virgenes, estas materias primas se han convertido en una

alternativa viable.

Existe amplia informacion sobre las materias primas, la cual incluye sus
propiedades fisicas y quimicas, sus composiciones, forma de obtencion,

almacenaje y manejo.

La aplicacion practica, las implicaciones econdmicas y la viabilidad del
proceso de conversion bioldégica de las materias primas en alcohol es

demostrada en el libro de Aiba, Shuichi.

En el proceso de fermentacion las variables 6ptimas que se deben manejar
para una fermentacion eficiente son: “temperatura de 30 a 33 °C, pH de 4,5 a

4 8, concentracion de azucar 15-17%w/w’.



2. MARCO TEORICO

2.1. Fermentacion

Es la transformaciéon o degradacién de un compuesto organico en otro
compuesto organico diferente, debido a la accién de catalizadores bioquimicos
llamados enzimas, elaborados por tipos especificos de microorganismos

(bacilos, bacterias, células de levadura).
2.2 Fermentador

No son solo los recipientes en los cuales se realiza la fermentacion con
exclusion de aire, sino también los tanques en los cuales se producen
oxidaciones microbianas aerodbicas y los de propagacion de levaduras y otros

microorganismos en presencia de aire.

Figura 1. Reactivos y productos de la fermentacién
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Fuente: Jacques, K., The alcohol Textbook, p. 51




2.3. Fermentacion alcohédlica

Es la conversidon de glucosa en alcohol catalizada por enzimas producidas
por la levadura, en ausencia de aire (fermentacién anaerdbica). Para que la
fermentacion se realice son necesarios los siguientes requisitos: tener un
microorganismo de caracteristicas idoneas para el proceso y/o producto
particular, proveer un medio de cultivo adecuado (que contenga todos los
nutrientes esenciales en las proporciones y cantidades éptimas de produccién)
y, finalmente, establecer y controlar las condiciones fisicoquimicas necesarias

para el desarrollo de la fermentacion.

Se pueden distinguir tres areas principales: laboratorio, fermentacion y

separacion del producto.

Tiene como finalidad biolégica proporcionar energia anaerdbica a los
microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno, para ello
hidrolizan las moléculas de glucosa y obtiene la energia necesaria para
sobrevivir, produciendo alcohol y CO, como desechos; consecuencia de la

fermentacion.

Este tipo de fermentacion se puede considerar como un proceso bioquimico
para la obtencion de etanol, cuya finalidad es la obtencion de energia para la

supervivencia de los organismos unicelulares anaerdébicos.



Figura 2. Reactivos y productos de la fermentacién
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Fuente: Rodolfo Espinosa Smith, The Alcoholic Fermentation of Molasses, p. 5-83

2.4. Materias primas

Suelen usarse diversas materias primas como solucion nutritiva,

importante es que contengan los elementos indispensables para conservar la
vida de los microorganismos; ellos son los carbohidratos, nitrégeno y sales

adecuadas propias para cada organismo. Principalmente se utilizan materias

primas azucaradas como los mostos, jugos de frutas y la cafa de azucar.




Los sustratos son componentes del medio capaz de sustentar el crecimiento
de microorganismos o la produccion de metabolitos secundarios, son la fuente
de carbono. La funcién del medio nutriente es proporcionar los componentes
quimicos necesarios y en las proporciones adecuadas para que la reaccién

ocurra.

Ademas, de los componentes esenciales, como fuente de carbono, de
energia y nitrégeno, el medio debe contener otros muchos nutrientes que se

requieren para la propagacion de las células microbianas.

Para la produccién de alcohol han sido utilizadas diferentes fuentes de
carbono como materia prima (materiales bioldgicos), las cuales pueden ser
transformadas con facilidad en azucar fermentable, almidén o celulosa. Su uso
practico estara determinado por el rendimiento en alcohol, por su costo y el tipo

de microorganismo que se utilice.

De acuerdo con las fuentes de carbohidratos, existen directamente
fermentables e indirectamente fermentables, en otro caso, fermentables y no

fermentables.

Las fermentables no requieren de transformacion previa en hidratos de
carbono, como sucede con la sacarosa, glucosa y fructosa, las no fermentables
si es necesario realizar la conversion previa (hidrdlisis), para someterlas a
fermentar con el objeto de que puedan ser asimilados por la levadura

alcohdlica, tal es el caso de los almidones y celulosa.



Figura 3. Principales fuentes de carbohidratos
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fermentables Celulosa: Madera, mani, bagazo, paja de cafia,

tusa de maiz, paja de arroz y palma.

Fuente: Jacques, K., The alcohol Textbook, p. 8

Aunque todas esas fuentes de carbohidratos puedan ser fermentadas,
deben considerarse inicialmente aquellas que presentan alta concentracion de
ese componente en la materia prima, para lo cual debe a su vez, presentar alta
productividad agricola, rendimientos de alcohol y rentabilidad. Tanto el almidén
como la celulosa, deben en primera instancia, ser convertidos en azucares

fermentables, antes de ser sometidos a la fermentacion alcohdlica.
2.5. El azucar
El sustrato que se usa como materia prima es azucar de cafia que se

obtiene en solucion acuosa en forma de miel virgen o en forma de Miel de

Purga (melaza). El azucar (sacarosa) es un disacarido de glucosa y fructuosa.



La glucosa y la fructuosa son azucares invertidos, son realmente las que la
levadura utiliza para convertirlos en alcohol. Para que esté disponible, es
necesario “hidrolizar’ la sacarosa. La hidrélisis o inversion se puede llevar a
cabo por la acidificacién de la solucién de azucar, o mas rapidamente, con la
ayuda de una enzima llamada “invertasa”, contenida naturalmente en la propia

levadura.

2.6. Melaza

Las melazas, mieles finales o0 melazas blackstrap, suelen ser definidas como
los residuos de la cristalizacion final del azucar, de los cuales no se puede

obtener mas sacarosa por métodos fisicos.

La norma ICONTEC 587 de 1994, define como miel o melaza (no
cristalizable) “al jarabe o liquido denso y viscoso, separado de la misma masa
cocida final y de la cual no es posible cristalizar mas sacarosa por métodos
usuales” (ICONTEC, 1994).

La melaza es una mezcla compleja que contiene sacarosa, azucares
invertidos, sales y otros compuestos solubles en alcali que normalmente estan
presentes en el jugo de cana localizado, asi como los formados durante el

proceso de manufactura del azucar.



Figura 4. Usos de la melaza
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Fuente: Rodolfo Espinosa Smith, The Alcoholic Fermentation of Molasses, p. 7

2.7. Microorganismos

Hay centenares de especies de levaduras, bacterias y mohos que producen
alcohol, pero s6lo dos o tres especies de levadura se aplican industrialmente en
la produccién de alcohol debido a su actividad fermentativa, su tolerancia de

concentraciones elevadas de azucar y alcohol y su rendimiento elevado de

etanol.

Las levaduras son microorganismos pertenecientes al
criptdgamas (ascomicetos); se encuentran dentro de los hongos. Son capaces

de transformar los hidratos de carbono en etanol con desprendimiento de

anhidrido carbonico.

grupo de



Las levaduras estan muy difundidas en la naturaleza, se encuentran en las
frutas, los granos y otras materias nutritivas que contienen azucares; en el
suelo, en el aire, en la piel y en el intestino de los animales y en algunos
insectos. Las levaduras no contienen clorofila y, por consiguiente, dependen de
las plantas superiores y de los animales para obtener su energia, la cual
pueden conseguir por desasimilacion oxidante aerobia o por fermentacion

anaerobia.

Las levaduras son cuerpos unicelulares (generalmente de forma esférica),
de un tamano que va de los 2 a 4 ym y que estan presentes de forma natural en
algunos productos como las frutas, cereales y verduras. Son los que se
denominan organismos anaerobicos facultativos, es decir, que pueden
desarrollar sus funciones bioldgicas con o sin aire alternativamente. Se puede
decir que el 96% de la produccién de etanol la llevan a cabo hongos

Microscopicos.

Figura 5. Organismos utilizados en la produccién de alcohol

m Saccharomyces cerevisiae

» Saccharomyces ellipsodides

m Saccharomyces carlsbergensis

= Saccharomyces fragilis
Levaduras u saccharomyces ovaru
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m Schizosaccharomyces pombe

» Kluyveromyces marxianus IMB3

m Pichia stipites

Fuente: Jacques, K., The alcohol Textbook, p. 8
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La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular responsable

de gran parte de las fermentaciones alcohdlicas. Permite una conversion
aproximada del 85% al cabo de 32 horas y del 90% al cabo de 75 horas en la
produccion de etanol. Este microorganismo tiene un porcentaje en peso de
carbono del 45% de oxigeno del 30.6%, de hidrégeno del 6.8% y de nitrégeno
del 9%.

La levadura, como todo ser vivo, tiende a reproducir su especie o por lo
menos a conservarla, para lo cual necesita nutrientes y fuentes de energia.

También necesita agua y oxigeno.

Cuando la levadura toma su oxigeno del aire, se dice que ocurre una
fermentacion aerdbica. Bajo esas condiciones, la levadura se reproduce mas
rapidamente, hasta que se le agota la fuente de carbono y nutrientes. Cuando
toma su oxigeno de otros compuestos distintos al aire, la fermentacion se llama
anaerobica. La fermentacion alcohdlica sélo tiene lugar en forma anaerdbica.
Bajo estas condiciones la levadura se reproduce muy poco y transforma la
glucosa en etanol y CO, hasta que la concentracion de alcohol en el mosto es

inhibitoria.

La levadura se reproduce, en condiciones ideales, mas o menos cada 20

minutos.

Cada “cepa”’ o especie de levadura, requiere ciertas condiciones 6ptimas
para su desarrollo o para convertir el azucar en alcohol. Las principales son:
e Temperatura: 33 °C
e pH:4.5

e Concentracion de azucar: 16-18%
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También algunas bacterias y otros microorganismos pueden utilizar la

glucosa, algunos de ellos la convierten en productos distintos al alcohol.

Como en toda poblacién de seres vivos, todo el tiempo nacen nuevas
células, otras envejecen y otras mueren; por lo tanto, es normal encontrar,
cuando se observa al microscopio, cierta cantidad de células muertas; si el
numero es mayor de 20 levaduras muertas por cada 100 contadas, lo mas

probable es que la fermentacion sea mas lenta de lo normal.

La levadura para poder crecer o trabajar mejor, necesita ademas de la
glucosa (azucar) otros nutrientes como: nitrégeno (N) que suministra en forma
de urea o sulfato de amonio, acido fosférico; azufre (S) en forma de sulfato o de
acido sulfurico; necesita también sodio (Na), calcio (Ca) potasio (K), magnesio
(Mg), manganeso (Mn). Cobre (Cu) y hierro (Fe) que en grandes cantidades

pueden ser inhibidores o venenosos (micronutrientes).

2.8. Ciclo devidade lalevadura

La edad en las células de levadura se determina segun el numeros de brotes
producidos por la célula, generalmente una levadura joven debera tener de tres
a cuatro cicatrices de brotes, mientras que las células viejas llegan a tener por

encima de 20 cicatrices.

Dependiendo del tipo de instalaciones en que se produzca la fermentacion o
el manejo de los cultivos, los mismos se pueden considerar viejos por encima
de las 10 generaciones (vueltas o inoculaciones). En la actualidad para
simplificar el proceso y trabajar de forma segura, sin riesgo de contaminacion,
se introducen cultivos nuevos por encima de la quinta generacion, el

crecimiento de la levadura sigue cuatro fases:
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2.8.1. Periodo de retraso

La reproduccién es la primera gran prioridad que tiene nuestro iniciador o
activador y la levadura no empezara a reproducirse y crecer, hasta que no
acumulen sus reservas de alimento, esta etapa es marcada por una baja en el
pH debido a la utilizacion del fosfato y una reduccién en oxigeno. La sustancia
llamada glicégeno, es una reserva intracelular de carbohidratos, es esencial
como fuente de energia para la actividad de la célula puesto que los azucares

del mosto no se asimilan temprano en la fase de retraso.

La célula de la levadura trae el glicogeno almacenado, el cual es utilizado
por la célula para la reproduccion. Los niveles bajos de glicbgeno producen
niveles anormales de diacetilo y dan lugar a fermentaciones mas prolongadas.

Esta es una etapa de adaptacion al ambiente que rodea la levadura.

2.8.2. Fase de crecimiento

La fase del crecimiento, designada a menudo como la fase de la respiracion,
sigue a la fase de retraso una vez que las suficientes reservas se acumulen
dentro de la levadura. Esta fase es evidente en la cubierta de la espuma en la

superficie del mosto debido al didxido de carbono liberado.

En esta fase, las células de la levadura utilizan el oxigeno en el mosto para
oxidar una variedad de compuestos acidos, dando por resultado una baja
significativa en el pH. En esta conexion, algunas cepas de levadura daran lugar
a una caida mucho mayor en el pH que otras, dentro del mismo mosto de la

fermentacion.
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2.8.3. Fase de fermentacién

La fase de fermentacion sigue rapidamente a la fase del crecimiento, donde
las levaduras han agotado la fuente del oxigeno; lo que se denomina un

proceso anaerobio.

Esta fase es caracterizada por la reduccion de la densidad del mosto y la
produccion del diéxido de carbono, etanol, y los sabores del vino. Durante este
periodo, la levadura esta sobre todo en suspension, permite que la dispersion y

el contacto maximo con el mosto se conviertan rapidamente en fermentables.

2.8.4. Fase de sedimentacion

La fase de sedimentacion es el proceso con el cual la levadura flocula y se
ubica en el fondo del fermentador después de la fermentaciéon. La levadura
comienza a experimentar un proceso que preserve su vida, porque se alista
para la inactividad, produciendo la sustancia llamada glicégeno. El glicogeno
es necesario para el mantenimiento de la célula durante inactividad y, segun lo

mencionado, es una fuente de energia durante la fase final de la fermentacion.
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Figura 6. Fases del crecimiento de la levadura
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Fuente: Rodolfo Quintero Ramirez, Ingenieria bioquimica, pag. 30

2.9. Formacion de alcohol

Siempre debe recordarse que: “la levadura no sabe que esta haciendo
alcohol”. El alcohol se produce como consecuencia de una reaccion redox en la
que la levadura toma la energia necesaria del azucar (glucosa) para sobrevivir y

reproducirse.

En todo momento, durante la fermentaciéon puede medirse la cantidad de
azucar presente en el mosto, la cantidad de levadura y la cantidad de alcohol

producida.
A la cantidad de alcohol producida al final de la fermentacién, dividida dentro

de la cantidad de azucar alimentada al fermentador, se le conoce como

rendimiento.
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Si se mide la cantidad de gramos de azucar, de levadura y de alcohol

presentes en el mosto al inicio, durante y al final de la fermentacion, se tiene:

Figura 7. Comportamiento del azucar, levadura y alcohol en la fermentacion

Tiempo = 0 hr Tiempo = 12 hr

Azdcar Levadura Alcohol Azdcar Levadura Alcohol

Fuente: ensayos de fermentacion, laboratorio de procesos de DARSA 2009

Figura 8. Comportamiento del azucar, levadura y alcohol en la fermentacién
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Fuente: ensayos de fermentacion, laboratorio de procesos de DARSA 2009

En una fermentacién tradicional (por tandas, en las primeras 4 horas se
observa poca actividad, ya que este es un periodo de adaptacion de la

levadura, y de inversion.
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Durante las siguientes 12-18 horas, ocurre el 90% de la conversion en

alcohol, es el periodo en que la levadura se reproduce mas rapidamente y se

encuentra en mejor condicion fisica. Durante este periodo hay mayor evolucion

de CO2 y mayor generacion de calor y por lo tanto requiere de mayor cantidad

de agua de enfriamiento.

El ultimo 5-8% de la conversion ocurre en las ultimas 20-30 horas. En este

periodo aumenta el numero de células muertas (levadura), tanto por la falta de

alimento (azucar) como por estar expuestos a altas concentraciones de alcohol.

2.10.

Caracteristicas de la fermentacion

Velocidad de fermentacion: se determina midiendo la cantidad de
azucar fermentada en la unidad de tiempo por un peso dado de
levadura.

Resistencia al alcohol: una levadura de alta resistencia al alcohol
presenta grandes ventajas técnicas y bioldgicas, el uso de esa
levadura permite obtener mostos con gran riqueza alcohdlica, lo que
mejora la potencia de la instalacion consiguiendo una destilacion
economica, puesto que habra menos consumo de combustible. A una
buena levadura industrial no debe perjudicarla en su actividad
fermentativa una concentracién de 8-9% de alcohol en volumen.
Rendimiento: es la relacion entre el alcohol producido y el azucar
puesto a disposicidon de la levadura, tedricamente por 100 kg de
melaza se obtienen 33 litros de alcohol.

Resistencia: la levadura debe poseer resistencia a la acidez, ya que
este parametro se aumenta en ocasiones para combatir infecciones,

igualmente debe resistir los cambios de temperatura.
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2.11.

Medio de dilucién: el medio de dilucion es generalmente agua,
aunque se utilizan otros solventes que no reaccionen quimicamente

con el medio.

Variables de la fermentacién alcohdlicay sus efectos sobre el

proceso

Clase de microorganismo: los microorganismos mas apropiados
para la produccion de etanol a partir de azucares son las levaduras
del género “Saccaromyces” y “Kluyveromyces” y las bacterias

“Zymomonas mobilis”.

Concentracion del sustrato: el carbono es suministrado por los
azucares contenidos en la materia prima, siendo la concentracion de
azucar un valor que se debe considerar ya que afecta la velocidad de
la fermentacién, el comportamiento y el desarrollo de las células de la

levadura.

Concentracion de etanol: la levadura es afectada en alto grado por
la concentraciéon de alcohol, una concentracion alcohdlica del 3% ya
influye sobre el crecimiento; una concentracion de un 5% influye tanto
sobre el crecimiento como en la fermentacion. Cuando la
concentracion es del 10%, el crecimiento sufre la paralizacion total.
Las levaduras del género “Saccharomyces cerevisiae” pueden llegar
a soportar hasta el 20% de concentracién en volumen por un tiempo

determinado.
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d. Temperatura: la temperatura afecta el crecimiento de manera
notable, principalmente porque los microorganismos de una especie
dada solo pueden crecer en un rango restringido de temperatura. El
proceso de fermentacion es exotérmico. La mayoria de las levaduras

tienen su mejor actividad metabdlica a temperaturas de 30 -C.

e. pH: este es un factor importante en la fermentacién, debido a su
importancia en el control de la contaminacién bacterial como también
al efecto en el crecimiento de las levaduras, en la velocidad de

fermentacion y en la formacién de alcohol.

Durante la fermentacién la levadura tomara el nitrogeno de los
aminoacidos organicos, perdiendo su caracter anfétero y pasando a
acidos, lo cual origina una disminucién del pH del medio. Cuanto mas
bajo el pH del medio, tanto menor el peligro de infeccion, pero si se
trabaja con pH muy bajos la fermentacién es muy lenta, ya que la
levadura no se desarrolla de la forma conveniente. El pH favorable
para el crecimiento de la Saccaromyces cerevisiae se encuentra entre

4,4 — 5,0, con un pH de 4,5 para su crecimiento 6ptimo.

f. Concentracion de nutrientes: las principales sustancias nutritivas y
las mas influyentes son: el nitrégeno, fésforo, azufre, vitaminas y

trazas de algunos elementos.
g. Agitacion: el objetivo es lograr una suspension uniforme de

microbios y solucién, y acelerar la transferencia de masas del

producto metabdlico.
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Tabla I. Condiciones y parametros para el proceso de fermentacién

Condicién — Parametro Tipo Batch con
reciclaje de
levadura

Temperatura ( °C) 30 - 33

pH inicial 45-48

Concentracion inicial de azucar (Y%w/w) 13 -14

Concentracion total de sélidos (Y%ow/w) 15-17

Concentracion final de azucar (Y%ow/w) 0.8-1.0

Concentracion final de etanol (%v/v) 8-9

Concentracion inicial de nitrégeno (N) (%w/w) 0.1

Concentracion inicial de fosfato (PO4) (Y%w/w) 0.05

Concentracion inicial de levadura (Y%w/w) 5.0

Concentracion final de levadura (Y%w/w) 8.0

Viabilidad celular minima (%) 80

Tiempo de fermentacion (h) 18 -24

Fuente: The Alcoholic Fermentation of Molasses, p. 34
2.12. Otros compuestos de la fermentacion

Durante la fermentacion, dependiendo de la calidad de la materia prima, del
grado de contaminacion bacteriana, y a causa de que la conversién en alcohol
implica una serie de reacciones intermediarias, se producen en menor cantidad

que el alcohol (etanol), otros compuestos como son:

e Aldehidos
e Acetona
o Acidos organicos

e Esteres
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e Metanol
e Propanol
e Butanol

e Alcohol isoamilico

A estos compuestos se les llama congenéricos, cuya suma puede llegar a

constituir de 1 a 2 % del total de productos de fermentacién.

Si la fermentacion se prolonga demasiado o si el mosto se guarda
demasiado tiempo (1 semana o mas) pueden ocurrir otras reacciones con
formacion de productos indeseables a expensas del alcohol; especialmente, si
existe contacto con el aire, se puede convertir el alcohol en acido acético, por la

accion del “acetobacter”.

La acumulacién de CO, también detiene la fermentacién, por eso debe

dejarsele escapar del fermentador.

2.12.1. Aldehidos y cetonas

Los aldehidos son compuestos organicos caracterizados por poseer el grupo
funcional —CHO (acil). Se denominan como los alcoholes correspondientes,

cambiando la terminacion -ol por —al y ona. Es decir, el grupo carbonilo H-C=0

esta unido a un solo radical organico.
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Figura 9. Estructura de los aldehidos

H-

C/O

|
R

Fuente: Raymond Chang, Quimica, p. 958

Estos se forman en las distintas etapas del proceso de fermentacién y son
producidos por la oxidacién de alcoholes y sustancias grasas, los niveles
alcanzan su maximo durante la fermentacion primaria o inmediatamente

después de la carbonatacion del mosto, para luego ir disminuyendo.

Los aldehidos se reducen a etanol para el final de la fermentacion primaria,
si el oxigeno se introduce nuevamente dentro del proceso, el etanol se oxida

nuevamente para convertirse en acetaldehido.

2.12.2. Esteres

Los ésteres son un grupo funcional compuesto de un radical organico
oxigenado (alcoxi) unido al residuo acil de cualquier acido oxigenado, organico
0 inorganico.

Los ésteres mas comunmente encontrados en la naturaleza son las grasas,

que son ésteres de glicerina y acidos grasos (acido oleico, acido estearico,

etc.).
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Figura 10. Estructura de los ésteres

AT

Fuente: Raymond Chang, Quimica, p. 950

Hacen que se forme la familia mas grande de compuestos aromaticos del
vino y en general imparten una caracteristica tipica afrutada o con sabor a fruta,
la produccion de ésteres se aumentan por: a) las altas temperaturas de la
fermentacion, b) restringiendo la aireacion del mosto, c) aumentando la

concentracion del mosto.

Ademas, el tipo de la cepa de la levadura afecta los niveles de los ésteres, la
mayoria de los ésteres se forman durante la fermentacion primaria, y una cierta

formacion de ésteres se produce durante la maduracion.

2.12.3. Alcoholes superiores o aceites de fusel

Familia de alcoholes que existen en el vino o en el destilado en proporciones
muy pequeias y ejercen influencia en el aroma. Se considera alcoholes

superiores, aquellos que poseen desde cuatro atomos de carbono en su

estructura.
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Los alcoholes superiores tienen sabores fuertes, produciendo un sabor
alcohdlico y un aroma como a solvente. Cerca de un 80% de los alcoholes

superiores se forman durante la fermentacion primaria.

Los alcoholes superiores detectados mediante los analisis cromatograficos

son:

e Sec-butanol
e Propanol

e |sobutanol

e 3-pentanol
e 2-pentanol
e Butanol

e |sopentanol
e Pentanol

e 2-metil-1-pentanol
2.13. Fundamentos de destilacion
El objetivo principal de la destilacion en la produccion de alcohol es separar
el etanol del agua, impurezas y otros productos presentes en el mosto al final
de la fermentacion.
La separacion se logra basicamente por la diferencia entre los puntos de

ebullicién de los diferentes componentes, mientras mas bajo es el punto de

ebullicion de un compuesto, se dice que es mas volatil.
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Para destilar en forma continua, debe alimentarse mosto también en forma
continua y debe calentarse con vapor de agua, a baja presion. El vapor
entonces arrastra los gases de alcohol, o que produce una mezcla de gases de
alcohol y agua que deben separarse; por esa razon, las columnas de destilacion
constan de varias etapas que fisicamente se llaman platos; a medida que los
vapores van subiendo de plato se va arrastrando mas alcohol en forma gaseosa
y el vapor de agua se va condensando debido a que la temperatura es mas baja
en la parte superior de la columna que en la base, que es donde se alimenta el
vapor. El liquido que se encuentra en cada plato, no se cae por los agujeros
porque la presidn de los vapores que suben no se lo permite. Por eso debe

mantenerse la presion en las columnas.

El vapor siempre esta en equilibrio con el liquido en cada plato. Si se
disminuye la alimentacion del mosto, también debe mantenerse baja la entrada
de vapor. Si se aumenta la alimentacion de mosto y no se agrega mas vapor, la
columna se llena y se corre el riesgo de que parte del alcohol se vaya al fondo

con el liquido.

Una vez separado el producto deseado en forma de vapor, debe recuperarse
nuevamente como liquido para poder manipularlo. Esto se logra enfriandolo por
debajo del punto de ebullicion; este fendmeno se llama condensacion y se logra

por medio de intercambiadores de calor o en este caso condensadores.

Al final de la fermentacién, el mosto generalmente contiene, ademas de
etanol:
e Agua
e Sales (de nitrogeno, sodio, potasio, fosforo, etc.)
e Vitaminas

e Proteinas
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e Acidos grasos

» Acidos organicos e inorganicos

e Acetona
e Aldehidos
e Gilicerol

e Material celulésico, bagazo, etc.

e Aceite de fusel:

Propanol
Isopropanol
Butanol

Isobutanol

Butanol secundario
Alcohol amilico
Isoamilico primario
Caprilico

Alcohol alilico

= Butilenglicol
e Esteres
e Metanol

e Oftros

2.14. Columnade ron

En esta columna se separa todo lo que no es agua y solidos. Al producto se
le llama genéricamente ron. Contiene altas concentraciones de congenéricos
(alcoholes superiores, aldehidos, ésteres, etc.). Para condensar los vapores del

alcohol, generalmente se usa el mosto o vino, a su vez se calienta antes de

entrar a la columna. Figura 11.
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Figura 11. Columna de ron
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Fuente: Proceso de produccion de DARSA
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2.15. Equipo utilizado para llevar a cabo la fermentacion

Para fermentar las muestras se utilizaron balones aforados de 6L y se

conectaron de la siguiente forma.

Figura 12. Equipo utilizado para llevar a cabo la fermentacion

Fuente: laboratorio de produccion

Se utilizaron planchas de calentamiento y de agitacién para mantener la
temperatura a la establecida y para mantener en constante agitacion la muestra
fermentada. Al equipo de fermentacién se le controlaba la temperatura con un
termémetro, el cual permanecia introducido en la solucion durante todo el

proceso.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. VARIABLES

3.1.1.

Materia prima: se utilizaran los productos intermedios y

subproductos del proceso de un ingenio azucarero denominados miel virgen y

melaza.

3.1.1.1. Miel virgen: producto intermedio en un ingenio azucarero

(meladura), que consiste en jugo de cafia concentrado, al cual no le han hecho

ninguna extraccion de azucar.

Especificaciones:

Salidos: mayor o igual que 71 ° Brix

Densidad: mayor o igual que 38 ° Bé * densidad = kg/L
pH: mayor o igual que 4,5

Azucar total: mayor 68% peso

Azucares no fermentables: menor o igual que 3 % peso

Solidos en suspension: menor o igual que 6% v/v

3.1.1.2. Melaza: subproducto de la fabricacion de azucar, con bajo

contenido de sacarosa obtenido de las ultimas extracciones del ingenio.

Especificaciones:

Solidos: mayor o igual que 80 ° Brix

Densidad: mayor o igual que 42,47 ° Bé * densidad = kg/L

pH: mayor o igual que 4,5

Azucar total: entre 47,5 - 50% peso (sacarosa 31%, glucosa 11%
y fructosa 8%)

Azucares no fermentables: menor o igual que 6% peso

Solidos en suspension: menor o igual que 6% v/v
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3.1.2. Nutrientes: participan en varias etapas del metabolismo de
levadura y son importantes tanto para la produccién de etanol como para

el mantenimiento de la viabilidad celular.

En cantidades excesivas, las sales minerales ejercen efectos
depresivos sobre la levadura, o actuan en el sentido de reducir el

rendimiento fermentativo.

3.1.2.1. Nitrogeno amoniacal

Funcion:

Actua en la gemacion y en la tasa de multiplicacion de levadura.

Ausencia o bajas concentraciones de nitrogeno:
» Aumenta el tiempo de fermentacién
» Aumenta la acumulacién de reservas (trehalosa)

» Disminuye el rendimiento de la fermentacién

Concentraciones de nitrégeno (N):

= 50 mg/l — adecuado

> 50 mg/l — mucha multiplicacion de levadura y bajo rendimiento
< 50 mg/l — disminuye la multiplicacién de levadura

disminuye velocidad y rendimiento de la fermentacion.

3.1.2.2. Fésforo (PO,)
Funcion:
e Participa activamente en los procesos de transformacion y
transferencia de energia quimica.

e Necesario para la multiplicacion y fermentacion.
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3.1.3. Magnesio

Funciones:

Activador enzimatico de muchas reacciones del metabolismo de la

levadura.

Su deficiencia hace que la célula hija no se desprenda de la célula

madre.

Mantiene la integridad y permeabilidad de las membranas

Concentraciones:

100 a 200 mg/l — adecuado

< 100 mg/l — célula hija no se desprende de la madre facilita la

floculacion

3.1.2.3. Nutriente utilizado: DAP (Fosfato diamonico)

Especificaciones:

3.1.3.

Impurezas: 1%

Densidad: 1.612 g/mla 17 °C

pH: 7.7 a 8.2

Tamafio particula: 12 a 14 mallas (1 410 micras)

Higroscopico: ligante

Temperatura
28°C = Multiplicacion de levadura
33-34°C = Fermentacion
35°C = Mayor rendimiento, siempre que la contaminacion

esté controlada.
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Contaminacién maxima = 10° bast/ml
La levadura se multiplica menos, aumento del

rendimiento.

Temperaturas bajas (°C):

Reduccién de la actividad enzimatica.

Aumento del tiempo de fermentacion.

Temperaturas altas (°C):

La levadura se hace mas vulnerable al efecto toxico del etanol
producido.

Disminucion de la viabilidad celular (numero de células vivas).
Elevada tasa de degradacion de enzimas.

Aumento de la produccion de glicerina.

Aumento de la cantidad de bacterias.
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3.2. Delimitacion de campo de estudio

3.2.1. Tipo de estudio

Esta investigacion es de tipo experimental, consiste en someter una
muestra de miel virgen o melaza a determinadas condiciones de fermentacion
(variable independiente) para observar el comportamiento o efectos que
producen (variable dependiente). Se pretende demostrar que los cambios de la

variable dependiente fueron causados por la variable independiente.

Se van a manipular variables experimentales (temperatura, cantidad de
nutrientes y tipo de materia prima) como variables de fermentacion, las cuales
seran controladas con el fin de descubrir como influyen en la formaciéon de
congenéricos en el proceso de produccion de ron pesado de miel virgen y

melaza.

3.2.2. Universo de estudio

Muestras de miel virgen y melaza con la que cuenta DARSA para la

produccion de ron pesado.
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3.2.3. Disefio experimental

Tabla Il. Cuadro de disefio experimental

Materia Presen_mao o, Concentracién de
Prima auser_wuade Temperatura | Repeticion congenéricos
nutrientes
1
con 34°C 2
3
1
sin 34°C 2
N 3
Miel virgen 1
con 38°C 2
3
1
sin 38°C 2
3
1
con 34°C 2
3
1
sin 34°C 2
Melaza :1)’
con 38°C 2
3
1
sin 38°C 2
3

Fuente: Ensayos de fermentacion, DARSA 2010

34




3.3.  Recursos humanos disponibles

Silvia Pamela Montejo Peralta realizé la investigacion.
Dr. Rodolfo Espinosa estuvo a cargo de asesorar la investigacion.
Ing. William Galindo e Ing. Gerardo Avendafio supervisaran el proyecto y

proporcionaran el material necesario para desarrollar este estudio.

3.4. Recursos materiales disponibles
3.4.1. Equipo
e Balanza analitica OHAUS capacidad 2 kg.
e Microscopio 6ptico NIKON modelo Alphaphoto YS.
e Cromatografo de gases modelo Agilent Seires Modelo 6890 GC
Sistem, equipado con Detector de lonizacion de Flama -FID-
e Potenciémetro digital marca OAKTON PH 1100.

3.4.2. Cristaleria

e Tubos de ensayo

o Beakers
e Probetas
e Pipetas

e Embudo

e Erlenmeyer

e Balones

3.4.3. Reactivos
 Acido clorhidrico grado industrial.

e Solucion Fehling (sulfato de cobre y tartrato de sodio y potasio)
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Azul de metileno 1%
Hidroxido de sodio 1N.

3.4.4. Insumos

Miel virgen
Melaza
Agua destilada

Levadura Saccharomyces cerevisiae
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3.5. Técnica cuantitativa

Se determinara la cantidad de congenéricos presentes en las muestras
fermentadas cada 24 horas, durante 5 dias consecutivos, hasta obtener un total
de 96 horas de fermentaciéon, todos los ensayos se realizaron en triplicado
durante tres semanas consecutivas, manteniendo las condiciones de
fermentacion lo mas parecidas posible. Una vez obtenidas las tres repeticiones
de cada ensayo se obtendra un promedio, el cual permitira encontrar el
comportamiento de los congenéricos en funcion del tiempo de fermentacion,

las materias primas, los nutrientes y la temperatura.

La técnica utilizada para la determinacion de la cantidad de congenéricos es
la cromatografia de gases, la cual mediante un cromatograma indica la cantidad
de aldehidos, ésteres, alcoholes superiores y la acidez (que se incluye en la

cantidad de congenéricos totales).

La técnica que se utilizara para las pruebas sensoriales que se aplique a las
muestras destiladas de cada ensayo seran pruebas en las que se compararara
con estandares o patrones, la cual consiste en una prueba sensorial (olor) al
que se le dara un valor de 1 a 10 y el valor obtenido se comparara con el 10 del
patron establecido. Esto servira para determinar si cumple con las

especificaciones solicitadas con los clientes.
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3.6. Andlisis estadistico

3.6.1. Céalculo delamediade los datos obtenidos

Donde:
f es la media de los datos
X; : dato obtenido

N: numero de datos

3.6.2. Célculo de la desviacion estandar de los datos obtenidos

3 > X4 2
%_ Nl X 1

Donde:

f: es la media de los datos
Xi: dato obtenido
N: nimero de datos

S: valor de la desviacion estandar.

Otro tipo de analisis no aplica, debido a que se trata de ensayos de
procesos bioldgicos, sus valores dependen de las condiciones de operacion a
las que son sometidas, como se muestra en tabla XX, la cual indica la variacién
obtenida para la variable temperatura a lo largo de la fermentacion, por esta
razon no se puede establecer un analisis estadistico que funcione para este tipo
de ensayos.
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RESULTADOS
Tabla Ill. Resultados de los ensayos de miel virgen 1y melaza 1 con

4.

datos obtenidos durante el desarrollo de la préactica.
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Tabla IV. Resultados de los ensayos de miel virgen y melaza 1 sin

=34°C
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datos obtenidos durante el desarrollo de la préactica.

Fuente
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Tabla V. Resultados de los ensayos de miel virgen 1 con nutrientes y

=38°C

melaza 1 sin nutrientesa T
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datos obtenidos durante el desarrollo de la préactica.

Fuente
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Tabla VI. Resultados de los ensayos de miel virgen 2 con nutrientes y
melaza 2 sin nutrientesa T

datos obtenidos durante el desarrollo de la préactica.
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Tabla VII. Resultados de las pruebas sensoriales paralos ensayos de miel
virgen 1y melaza 1 con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la préctica.
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Tabla VIII. Resultados de las pruebas sensoriales para los ensayos de miel
virgen y melaza 1 sin nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la préactica.
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Tabla IX. Resultados de las pruebas sensoriales para los ensayos de miel
virgen 1 con nutrientes y melaza 1 sin nutrientes a T=38 °C
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
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Tabla X. Resultados de las pruebas sensoriales para los ensayos de miel
virgen 2 con nutrientes y melaza 2 sin nutrientes a T=34°C
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
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Figura 13. Comportamiento de los aldehidos vs. tiempo de fermentacién en

muestra 1 de miel virgen con nutrientes a T= 34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 14. Comportamiento de los ésteres vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de miel virgen con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 15. Comportamiento de los alcoholes superiores vs. tiempo de
fermentacion en muestra 1 de miel virgen con nutrientes a
T=34°C
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Figura 16. Comportamiento de la acidez vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de miel virgen con nutrientes a T=34 °C
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Figura 17. Comportamiento de los congenéricos totales vs. tiempo de
fermentacion en muestra 1 de miel virgen con nutrientes a
T=34°C
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Fuente: datos obtenidos del experimento

51



Figura 18. Comportamiento de los aldehidos vs. tiempo de fermentacién en

muestra 1 de melaza con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 19. Comportamiento de los ésteres vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de melaza con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 20. Comportamiento de los alcoholes superiores vs. tiempo de

fermentacion en muestra 1 de melaza con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento



Figura 21. Comportamiento de la acidez vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de melaza con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 22.Comportamiento de los congenéricos totales vs. tiempo de

fermentacion en muestra 1 de melaza con nutrientes a T=34 °C
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Figura 23. Comportamiento de los aldehidos vs. tiempo de fermentacién en

muestra 1 de miel virgen sin nutrientes a T= 34 'C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 24. Comportamiento de los ésteres vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de miel virgen sin nutrientes a T=34 'C
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Figura 25. Comportamiento de los alcoholes superiores vs. tiempo de

fermentacién en muestra 1 de miel virgen sin nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 26. Comportamiento de la acidez vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de miel virgen sin nutrientes a T=34 'C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 27. Comportamiento de los congenéricos totales vs. tiempo de

fermentacidon en muestra 1 de miel virgen sin nutrientes a T=34 °C
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61



Figura 28. Comportamiento de los aldehidos vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=34 °C
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Figura 29. Comportamiento de los ésteres vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 30. Comportamiento de los alcoholes superiores vs. tiempo de

fermentacion en muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=34 °C

Comportamiento de los alcoholes
superiores en funcion del tiempo de
fermentacion en muestra 1 de melaza sin

nutrientesa T=34"C
300.00

250.00 ‘d_—*//
200.00 o

150.00

100.00

50.00

0.00

Alcohoes superiores (mg,/100mL)

12 24 36 48 72 96

Tiempo de fermentacion (h)

Fuente: datos obtenidos del experimento



Figura 31. Comportamiento de la acidez vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=34 °C.
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 32. Comportamiento de los congenéricos totales vrs. tiempo de

fermentacion en muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=34 °C

{mg/100mL)
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Figura 33. Comportamiento de los aldehidos vs. tiempo de fermentacién en

muestra 1 de miel virgen con nutrientes a T= 38 °C
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Figura 34. Comportamiento de los ésteres vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de miel virgen con nutrientes a T=38 °C

16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00

Esteres{mg,/100mL)

4.00
2.00
0.00

Comportamiento de los ésteres en funcion del
tiempo de fermentacion en muestra 1 de miel

virgen con nutrientes a T=38"C

/

4——-""/*—

r

12 24 36 48 12 96

Tiempo de fermentacion {h)

Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 35. Comportamiento de los alcoholes superiores vs. tiempo de

fermentaciéon en muestra 1 de miel virgen con nutrientes a T=38 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 36. Comportamiento de la acidez vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de miel virgen con nutrientes a T=38 °C
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Figura 37. Comportamiento de los congenéricos totales vs. tiempo de

fermentaciéon en muestra 1 de miel virgen con nutrientes a T=38 °C
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Figura 38. Comportamiento de los aldehidos vs. tiempo de fermentacién en

muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=38 °C
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Figura 39. Comportamiento de los ésteres vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=38 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 40. Comportamiento de los alcoholes superiores vs. tiempo de

fermentacion en muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=38 °C
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Figura 41. Comportamiento de la acidez vs. tiempo de fermentacion en

muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=38 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 42. Comportamiento de los congenéricos totales vs. tiempo de

fermentacion en muestra 1 de melaza sin nutrientes a T=38 °C
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Figura 43. Comportamiento de los aldehidos vs. tiempo de fermentacién en

muestra 2 de miel virgen con nutrientes a T= 34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 44. Comportamiento de los ésteres vs. tiempo de fermentacion en

muestra 2 de miel virgen con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 45. Comportamiento de los alcoholes superiores vs. tiempo de

fermentaciéon en muestra 2 de miel virgen con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 46. Comportamiento de la acidez vs. tiempo de fermentacion en

muestra 2 de miel virgen con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 47. Comportamiento de los congenéricos totales vs. tiempo de

fermentaciéon en muestra 2 de miel virgen con nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento

81



Figura 48. Comportamiento de los aldehidos vs. tiempo de fermentacién en

muestra 2 de melaza sin nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 49. Comportamiento de los ésteres vs. tiempo de fermentacion en

muestra 2 de melaza sin nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 50. Comportamiento de los alcoholes superiores vs. tiempo de

fermentacion en muestra 2 de melaza sin nutrientes a T=34 °C
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Figura 51. Comportamiento de la acidez vs. tiempo de fermentacion en

muestra 2 de melaza sin nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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Figura 52. Comportamiento de los congenéricos totales vs. tiempo de

fermentacion en muestra 2 de melaza sin nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos del experimento
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

En las figuras 13, 18, 23, 28, 33, 38, 43, 48, donde se evalua el
comportamiento del grupo de los aldehidos, se puede concluir que a lo largo de
la fermentacion presentan un caracter descendente, es decir, su concentracion
disminuye a lo largo del tiempo de fermentacion, esto es lo adecuado, ya que
presenta el mismo comportamiento observado a nivel industrial; éstos se
encuentran en un rango de 10-15 mg/100mL en la muestra destilada luego de

un tiempo de fermentacion de 96 h.

Lo contrario sucede con los otros grupos presentes en el ron pesado
(ésteres, alcoholes superiores y acidez), ya que éstos presentan un aumento de
la concentracién a lo largo del tiempo de fermentacién, los ésteres presentan
una concentracion en la solucion destilada de 6 a 14 mg/100mL, los alcoholes
superiores se presentan en un rango que va de 300 a 500 mg/100mL vy la
acidez se presenta en un rango de 40 a 250 mg/100mL en la solucion

fermentada.

Los compuestos congenéricos totales van en el rango de 400 a 600
mg/100mL, los cuales se encuentran entre los valores aceptados por el cliente,

segun comentarios realizados por personas que laboran en esa empresa.

Estos resultados fueron medidos a través de un cromatégrafo de gases,
el cual toma lectura de todos los compuestos presentes en la solucién ya
destilada, se obtuvieron tres corridas por cada ensayo, para luego obtener un

promedio y asi concluir acerca de él.

Se obtuvieron resultados mayores para el total de los compuestos

congenéricos utilizando una temperatura de 38 °C, esto se debe principalmente
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a que existe mayor actividad de la levadura y permite obtener un mayor cambio

en la concentracién de congenéricos en las primeras fases de la fermentacion.

Para las muestras de miel virgen se concluyé que era necesario la
presencia de nutrientes, ya que éstos aceleraron el grado de alcohol y el
porcentaje de congenéricos presentes en la muestra, con la melaza se obtuvo
resultados opuestos, esto se debe principalmente a la composicion inicial de la

materia prima.

Para las pruebas sensoriales se realizd un panel en el que participd
personal capacitado, el cual comparaba las muestras destiladas de los ensayos
realizados con patrones o estandares, dandole un valor de 10 al estandar y un
valor a la muestra que se estaba analizando, el cual se encontraba en el rango
de 1 a 10 dependiendo que tanto se parecia con el patron, esto se hacia en
base al color, sabor y olor. El panel era conformado por seis personas,
incluyendo al gerente de la planta, quienes cuentan con afios de experiencia en
el tema. Luego de obtener los resultados de los seis analisis, se obtuvo un

promedio para poder concluir.

Para las muestras de miel virgen se obtuvo resultados mas cercanos a
los del patrén establecido, mientras que para la melaza se obtenian resultados
mas variados, esto se debe principalmente a la contaminacion que presenta la
melaza y a las caracteristicas fisicas de ésta. Las caracteristicas fisicas de la
solucion destilada de miel virgen obtenida son mas agradables que las de

melaza.

La variacién de los resultados se dio principalmente por la variacion de la
temperatura y la contaminacién de las muestras, ya que no se contaba con

sistemas cerrados durante las 96 horas de fermentacion.
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CONCLUSIONES

El unico grupo que presenta comportamiento descendente a lo largo del
tiempo de fermentacion son los aldehidos, es decir, la concentraciéon de

éstos disminuye a lo largo de la fermentacion.

Los grupos que presentan comportamiento ascendente a lo largo de la
fermentacion son: ésteres, alcoholes superiores, acidez y por

consiguiente los congenéricos totales.

Los grupos de compuestos que tienen mayor influencia para evaluar el
comportamiento de los compuestos congenéricos son los alcoholes

superiores y los aldehidos.

La concentracion de aldehidos y ésteres obtenidas en las muestras
fermentadas de miel virgen son mayores que los obtenidos para las

muestras de melaza.

Las muestras fermentadas de melaza sin nutrientes presentaron mayores
concentraciones de compuestos congenéricos totales que las muestras
de melaza con nutrientes, por lo que se concluye que cuando se utilice
como materia prima melaza no es necesario adicionarle nutrientes a la

muestra que se va a fermentar.
Para las muestras fermentadas a temperatura de 38 °C se obtuvieron

mayores concentraciones de compuestos congenéricos que a

temperatura de 34 °C.

89



7. Los resultados de las pruebas sensoriales para las muestras de miel
virgen son satisfactorios, ya que se acercan a los valores establecidos
por la empresa, lo cual no sucede con las muestras de melaza, esto se
debe a que las muestras de melaza presenta mayor contaminacion, que

afecta principalmente su aroma.
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RECOMENDACIONES

Realizar las pruebas a nivel industrial necesarias para evaluar el
comportamiento de los compuestos congenéricos y compararlos con los

resultados obtenidos en este trabajo.

Llevar a cabo los mismos ensayos utilizando como temperaturas de
fermentacion 32 ‘C y 40 °C para comprobar si el comportamiento de los
compuestos congenéricos es igual al de las temperaturas estudiadas en

este trabajo.

Evaluar el efecto que tiene la contaminacion microbiana (cocos,
bastones, bacilos), en la formacion de compuestos congenéricos y su

comportamiento a lo largo de la fermentacion.

Analizar el comportamiento de los compuestos congenéricos cada seis
horas para obtener datos que permitan realizar las curvas de su

comportamiento con mayor confiabilidad.
Evaluar el comportamiento de cada aldehido y alcohol presente en la

solucion para concluir si cada miembro del grupo presenta el mismo

comportamiento que el grupo al que corresponde.
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APENDICE 1. RECOLECCION DE LA INFORMACION

Tabla XI. Pruebas de laboratorio a muestras de inicio y final de

fermentacion

Fechade
Fecha de carga: descarga:
T=34°Co
No. | Datos del ensayo T=38°C
1.- |Materia prima (miel virgen o melaza)
2.- |Volumen del ensayo (Litros)
Andlisis de materia prima
3.- | Brix (°Brix)
4.- |Azucar total (mg/L)
Andlisis de Carga
5.- |Hora carga
6.- |Brix (°Brix)
7.- |Azucar total (mg/L)
8.- |pH (unidades de pH)
9.- |Acidez total (mg/100 mL)
Conteo de levadura al inicio y al
final de la fermentacion.
10.- | Volumen agregado (mL/L)
11.- | Vivas UFC/mL
12.- | Muertas UFC/mL
13.- | Cocos UFC/mL
14.- | Bacilos UFC/mL
15.- | Recuento UFC/mL
16.- | Viabilidad (%)
Nutrientes
17 .- | Fosfato diamonico (gr/L)
18.- | Sulfato de magnesio (gr/L)
Andlisis de descarga
19.- | Hora descarga
20.- | Temperatura (°C)
21.- | Acidez Total (mg/100 mL)
22.- | Brix (°Brix)
23.- | Azucar residual (%)
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Continuacion de tabla XI.

24~ | Aziicar total (mg/L)

25- pH (unidades de pH)

26 | o, de alcohol de la muestra (% viv)
27~ | Produccion total de alcohol (mL/L)

Fuente: Pruebas de laboratorio.
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Tabla XII. Resultados de pruebas sensoriales paralos ensayos de miel
virgen 1y melaza 1 con nutrientes a T=34°C
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
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Tabla XIlll. Resultados de pruebas sensoriales para los ensayos de miel
virgen 1y melaza 1 sin nutrientes a T=34°C
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
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Tabla XIV. Resultados de pruebas sensoriales para los ensayos de miel

=38°C

virgen 1 con nutrientes y melaza 1 sin nutrientes a T
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
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Tabla XV. Resultados de pruebas sensoriales para los ensayos de miel
virgen 2 con nutrientes y melaza 2 sin nutrientes a T=34 °C
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
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=34°C

Tabla XVII. Resultados de pruebas sensoriales para los ensayos de miel
virgen 1y melaza 1 sin nutrientes a T
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
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Tabla XVIII. Resultados de pruebas sensoriales para los ensayos de miel

=38°C

virgen 1 con nutrientes y melaza 1 sin nutrientes a T
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Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
103



Tabla XIX. Resultados de pruebas sensoriales para los ensayos de miel
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virgen 2 con nutrientes y melaza 2 sin nutrientesa T
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APENDICE 2
Tabla XX. Control de temperatura para los ensayos de miel virgen y
melaza a las diferentes temperaturas y con presencia

0 ausencia de nutrientes.

[Tiempo (h)/No. De
ensayo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
2 34 34 34 34 33 34 34 34 34 34 34 34
4 34 34 33 33.8 31 34 34 33.2 34 34 33.9 34
6 34 34 31 33.9 34 34 33.8 33.6 34 34 33.8 34
8 34 34 34 34 34 34 34 33.9 33.8 34 34 33.9
10 33.5 34 34 33.9 34 33.4 34 34 33.7 34 34 34
12 33 33 34 34.2 33 33 34 34 34 34.5 34 34
14 31 33.8 34.3 34 31 31 34 33.8 34 35 34 33.8
16 34 33.7 33.8 34 34 34 34 33 34 34.3 34 33
18 34 33 34 33.8 34 34 33.5 31 34.3 34 33.5 31
20 34 34 34 33 34 34 33.8 34 33.8 33.6 34 33
2 34.3 34 33.5 31 34.3 33.8 34 34.5 33.9 33.9 34 34.3
24 33.8 35 33.8 34 33.8 33.8 34 35 34 33.6 33.5 34
26 33.7 34.5 34 34 33.8 33.9 34 34.3 33.9 32.4 33.8 33.6
28 34 33 34 34 34 34 33 34 34.2 32.7 34 33.9
30 34 33.8 34 34.3 34 34 31 33.6 34 32.9 34 33.6
32 34 33.6 33.8 33.8 33.5 34 34 33.9 34 33 34 34
34 34 34.3 33.7 33.9 33.8 34 34 33.6 34.3 31 34.5 34
36 32.5 33.2 34 33.7 34 33 34 33 33.8 34 33 34
38 32.9 34 34 33.2 34 32.9 34.3 31 33.9 34 34.3 34
40 33.9 33.7 33.8 33.6 34 33.7 33.8 34 33.7 34 34 34
42 34 34 34 33.9 33.8 34 34.5 34 33.2 34.3 33.6 33
44 34 34 34 34 33.7 34 35 34 33.6 33.8 33.9 33.8
46 34 34 34 34 34 33 34.3 34.3 34 34 33.6 33.5
48 33.5 34.2 34 33.6 34 33 34 33.8 34 34 33.6 34
50 33.8 34.4 34 34.3 33.8 34 33.6 34 33.9 34 34.3 34
52 34 33.9 32.5 33.2 33.2 34 33.9 34 33.7 32.5 33.2 33
54 34 33.7 32.9 34 33.6 34 33.6 34 33.2 32.9 34 34
56 34 33.2 33.9 33.7 33.9 33 34 33.8 33.6 33.9 33.7 34.7
58 33.8 33.8 34 34 34 33.8 34.3 34 33 34 34 34.2
60 33.7 34 34 33.8 34 33.5 34.2 34 31 34 34 34
62 34 34 33.8 33.6 33.6 34 34 33.6 34 34 34 34
64 34 33.8 34 33.9 34 34 34 34.3 34 34 33.9 33
66 34 33.8 34 33.7 34.5 33 32.5 33.2 34 34 33.7 34
68 33.9 34.1 34 33.2 35 34 32.9 34 34.3 34 33.2 31
70 34.7 34 33.8 33.6 34.3 34.7 33.9 33.7 33.8 33.8 33.6 34
72 34.2 34 33.8 34 34 34.2 34 34 34 34 33.8 34
74 34 34.2 34 34 33.6 34 33.7 34 34 34 33.6 34
76 34 34.4 34 34 33.9 34 34 34 33.9 33.9 34.1 34.3
78 34 34.8 33.9 34 33.6 33 34 33.8 33.7 34.7 34 33.8
80 34 34.5 33.7 33.6 34 34 34 33.8 33.8 34.2 34 34.3
82 34.2 35 33.8 34.3 34 34.2 33.9 34 34.2 34 34 34.4
34 34.6 34.3 34.2 33.2 34 34.6 34.7 34 34.1 34 34 34.4
86 34.7 34.7 34.1 34 34.3 34 34.2 33.9 34.5 33.7 33.8 34
88 34 34.8 34.5 33.7 33.8 34 34 34 33 34 34 34
a0 34 34 35 34 34 34 34 33.8 34.3 33.6 34 34
92 34 34 34.3 33.6 34 34 34 33.6 33 33.8 34 33.9
04 34 34 34 34.3 34 34 33.9 34.1 34 33.6 34 33.7
96 34 34 33.6 33.2 34 34 34.7 34 34 34.1 34 33.2
o8 34 34.5 33.9 34 34.3 33.6 34.2 34 34 34 33.8 33.6
100 34 33.2 33.6 33.7 33.8 34 34.1 33.7 33.9 34 34 34
Media 33.87| 33.99 33.84 33.78 33.80 33.76 33.91 33.78 33.86 33.79 33.91| 33.80
Desviacién estandar 0.55 0.47 0.55 0.50 0.66 0.58 0.58 0.66 0.53 0.63 0.29 0.70

Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica

105



106



ANEXO
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ANEXO 1: Requisitos académicos

INGENIERIA QUIMICA
Areas de Estudio
Operacion Area Ciencias
Fisicoquimica es Quimica Basicasy Especializacién
Unitarias Complementzrias

Quimice 3, quimica 4,
quimica organica 2, quimica
ambiental, bioguimica

Laboratorios Ingenieria

Quimicall Cinética quimica

Fuente: pensum de la carrera de Ingenieria Quimica.
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ANEXO 2: Diagrama de Ishikawa y/o arbol de problemas
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ANEXO 3: Composicion de la melaza de cafa de azucar aproximada

Tabla XXI. “Composicion de la melaza de cafa de azucar aproximada

Agua 17-25%
Azucar Sacarosa 30-40%
Glucosa (dextrosa) 4-9%
Fructuosa (levulosa) 5-12%
Sustancias reductoras 1-4%
Carbohidratos Gomas, xilosa, 2-5%

arabinosa, etc.
Cenizas K20, Ca0O, MgO 7-15%
Na20,Fe203/AI203,

S0O3, Cl, P205, Si02 e

insolubles.
Acidos no Citrico, malico, 2-8%
nitrogenados succinico y otros.
Compuestos Alanina, aminobutirico, | 0.3-0.5%
nitrogenados acido aspartico, acido

glutamico, glicina,
leucina, lisina, serina,

etc.

Vitaminas acido fdlico, acido
pantotenico, riboflavina
(B2), piridoxina (B6),

tiamina (B1).

Pigmentos Clorofila, taninos.

Fuente: Rodolfo Espinosa Smith. The Alcoholic Fermentation of Molasses, p. 11
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ANEXO 4. Cromatograma obtenido para cada ensayo, parte 1

)
ﬁr

Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
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ANEXO 5. Cromatograma obtenido para cada ensayo, parte 2

Fuente: datos obtenidos durante el desarrollo de la practica.
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ANEXO 6. Recoleccion de datos para el andlisis sensorial

BIISSNW 3P olpalald Bjof

0L12Na0Hd
0 TY10L

5l

¥l

£l

Zl

Ll

ol

[

2

oL xop ouep| £

0l EEETETLS] E]

0L uoney leasp| s

0L Zalsd UWEP| +

1] zauipog) (srbiy| €

0l UEWZND 03|

0L DpUlED WEIIAAL b

C EPEZI[EUE BIISENKY 7 EPEZIEUE BIASANYY } EpEZ||EUR BEASENYY Jepuelse BilsaNpy ElS||2uUed O ZaN[ 2P S4qWON #

SYH1LS3INW

‘BJED 8P BIOH

“S808NT 8P 0BWNN

“SEISSN}| 8P DJBWNN

OpEED BY2E

VSUVA TINYA TVTIIOSNAIS NOIDVNTVAT ODILISIAVIST SISTIVNV

Fuente: |aboratorio de control de calidad.
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