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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determind la influencia de la aireacion, sulfato de
amonio y fermento de chicha de jora en el rendimiento de la produccion de aguardiente a
partir de cachaza de saccharum officinarum L. para esto se aislé y purifico en caldo y Agar
Sabouraud, Saccharomyces cereviceae a partir de chicha de jora fermentada de la biomasa
sedimentada. Se activo el cultivo de Saccharomyces cereviceae en caldo sabouraud, durante
48 horas a 28°C. El conteo de células de levadura en el inoculo se realizé con la camara de
Neubauer y microscopio. Se obtuvo la cachaza, se pasteurizo, y se realizé una evaluacion
preliminar, para luego estandarizar el pH a 4,8 con HCI concentrado, se determind los “Brix
y en funcidn a este resultado posteriormente se realizé una dilucioén hasta llegar a los 21
°Brix , adicidn de sulfato de amonio y el tiempo de aireacion segun el disefio estadistico
Box-Behnken. El proceso de fermentacion se realizd en biorreactores (baldes) de 4 L de
capacidad donde el volumen del sustrato fue de 3 L, a temperatura ambiente (18 — 21 °C)
cada 24 horas se determiné los °Brix, densidad y pH, cuando estos valores eran constantes
se detuvo la fermentacion y se procedid a la destilacion. El maximo rendimiento obtenido
fue de 0,385 mL de aguardiente de 20 °GL/ litro de dilucién de cachaza, obtenido con los
valores de variables: 1 hora de aireacion, 1.5 g de (NH,), SO,. / L de dilucion de cachaza y
10 mL de fermento de chicha de jora/ L de dilucion de cachaza.

Palabras claves: cachaza, chicha de jora, biorreactor, obtencion de aguardiente,

fermentacion.
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ABSTRACT

The following research Project aimed to determine the influence on aeration, ammonium
sulphate and chicha de jora yeast (chicha is a fermented or non-fermented beverage usually
derived from maize) to the performance of the production in aguardiente (is a liquor made
from the juice cane) from the sugar cane filter cake (part of the waste left after processing),
saccharum officinarum L. To this process we isolate and purify in breeding ground and Agar
Sabouraud, Saccharomyces cereviceae from fermented chichi de jora of the sediment
biomass. We activated the grow of Saccharomyces cereviceaein breeding ground
sabouraud, during 48 hours to 28°C. The yeast cells counted in the inoculate was realized
with the Neubauer and microscope camera. we got the sugar cane filter cake, pasteurized,
and we made a preliminary evaluation , then standardize the Ph to 4,8 with HCI concentrated,
we determine the °Brix and in function to this result we realized a dilution until arriving to
20 °Brix, in addition the ammonium sulphate and the time of aeration according to the Box-
Behnken statistical design. The process of fermentation was realized in bioreactors (buckets)
of 4 litters where the sulphate volum was 3 L, to room temperature (18 — 21 °C) for every
24 hours we determine the ° Brix, density and pH, when this values were constants the
fermentation was stopped and we proceed to distillate. The maximum performance got was
0,385 mL of aguardiente of 20 20 °GL/of dilution on sugar cane filter cake, got with the
variables value : 60 aeration minutes , 1,5g (NH4),SO,./ L of sugar cane filter cake dilution

and 10 mL of chicha de jora fermented / L of sugar cane filter cake dilution

Keywords: sugar cane filter cake, chicha de jora, bioreactor, aguardiente got, fermatation.
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1. INTRODUCCION

La produccion de aguardiente como aditivo para bebidas alcohdlicas es una de los ejes de
ingresos econémicos de los pobladores rurales y por ende de la agroindustria rural de la
regi(;)n, este producto es distribuido en los mercados locales y regionales. La produccion
y procesamiento de la cafia de azicar en sus diferentes derivados como son la panela,
genera una gran variedad de desechos que no son aprovechados adecuadamente pese a
que las caracteristicas de estos cumplen condiciones para obtener otros sub productos

como aguardiente.

La cachaza desecho que se genera durante la elaboracion de panela puede ser aprovechada
para la obtencion de aguardiente, dando de esta manera un valor agregado a este desecho
y aprovechando con mejor eficiencia la cafia de azlicar como materia prima, generando

ingresos extras a los productores de panela.

La cachaza es un sub producto de color marrén oscuro, constituido por una mezcla de
fibra de cafia, sacarosa, coloides, coagulados, incluyendo la cera, fosfato de calcio,
nitr6geno y materia organica pero pobre en potasio, con alto potencial como fuente de

materia organica (Galvez, 1990)

Se obtiene al separar las impurezas que se encuentran por efecto del clarificador y
calentamiento de jugo al coagular las ceras, gomas y otros. Se debe descachazar el jugo
antes que se empiece a hervir (97 °F), eliminando la cachaza negra. Separando la cachaza

negra se procede a separar la cachaza de color amarillo blanquecino.

La composicion de la cachaza es de 31.5% de materia seca y 68.5% de humedad. De la
materia seca un 70.0% es materia organica y el resto son compuesto mineral y otras

sustancias (Solano, 1989).



Tabla 1. Composicion fisicoquimica de la cachaza (materia seca 91.75%)

Componente Base seca (%)
Proteina 9.15
Grasa 3.23
Fibra 15.37
Cenizas 5.53
Extracto no nitrogenado 66.72

Fuente: solano et al. (2001)

La produccion de cachaza no es continua en la mayoria de los trapiches, ya que depende
de los dias de elaboracion de panela y su utilizacion en la alimentacién en la alimentacion
animal. No a sido racional debido a su facil fermentacion, su alto contenido de agua y

falta de investigacion (Solano, 1989)

Barrena et al. (2010), en los trapiches y destileria rurales en la Region Amazonas existe
heterogeneidad en el proceso de produccion de aguardiente, que conlleva a variacion en el
rendimiento y calidad del aguardiente o cafiazo producido como aditivo para bebidas

alcohdlicas, lo cual es parte importante en la region.

Los sustratos mas comunes usados para la fermentacion son los azucares, en especial la D-
glucosa (fermentacion alcohodlica). Para muchas levaduras en un medio adecuado, la
fermentacion significa la conversion de las hexosas, principalmente glucosa, fructosa,
manosa y galactosa, en etanol y didéxido de carbono, en ausencia de aire (Hernandez, 2007 y
Madigan et al, 1999).

Para la produccion de etanol han sido utilizados diferentes fuentes de carbono como materia
prima, estas deben ser transformadas con facilidad en azucare fermentable. Su uso practico
esta determinado por el rendimiento de etanol, por su costo y el tipo de microorganismo que
utilice. Se define tres tipos de materia primas para la producciéon de etanol: a) maternales
productores de azucares simples que contienen carbohidratos (tales como jugo de cafia de
aziicar, melazas, sorgo duce, etc.); b) materiales amilaceos los cuales contienen almidén
como fuente de azucares (tales como yuca, maiz, papa, etc.) y ¢) materiales celuldsicos, que
contienen celulosa, hemicelulosa (tales como el bagazo de cafia de aziicar, la madera.

Residuos agricolas, etc. (Hernandez, 2007)



El etanol se produce por fermentacion de estas materias primas con levaduras u otros
microorganismos. Las materias primas del primer tipo fermentan directamente. El segundo
tipo consta de carbohidratos complejos, como almiddn, que primero se deben convertir en
azucares fermentables mediante la accion de enzimas. Las sustancias celuldsicas del tercer
tipo se convierten en azucares fermentables por hidrolisis con acidos inorgamicos,

principalmente (Hernandez, 2007)

La seleccion de levaduras nativas requiere del aislamiento e identificacion de las levaduras
asociadas a procesos fermentativos espontaneos como etapas previas al proceso de seleccion
sustentado en la evaluacion de ciertas propiedades tecnolégicas indicativas de su potencial

capacidad para uso fermentativo.

Las levaduras que participan en la fermentaciéon del vino son de dos tipos: las llamadas
salvajes que se encuentran en las uvas cosechadas y que se transfieren al jugo; y la levadura
del vino cultivada Saccharomyces ellipsoideus. Las cuales se adicionan al jugo para iniciar
la fermentacion. La diferencia fundamental entre ellas es su recistencia al alcohol. La mayor
parte de las levaduras silestres pueden tolerar solamente alrededor de 4% de alcohol; cuando
la concentracién de alcohol llega a este punto, la fermentacion se detiene. La levadura del
vino puede tolerar hasta un 12 a 14 % de alcohol antes de detener su desarrollo (Brock y
Madigan, 1993).

Segin Gonzalez (1998), la fermentacion puede definirse como un proceso en el cual se llevan
a cabo cambios quimicos en un sustrato orgéanico, ya sea un hidrato de carbono, proteina,
grasa o algun tipo de materia organica. Estos cambios se llevan a cabo por catalizadores
bioquimicos conocidos como enzimas, que son elaborados por tipos especificos de

MiCroorganismos Vivos.

La produccion de células de levaduras y la produccion de alcohol por levaduras son dos
procesos industriales muy diferentes. El primer proceso requiere oxigeno para la maxima
producciéon de materia celular y es un proceso aerdbico, en tanto que el proceso de
fermentaci6n alcohdlica es anaerdbico y solo se efectiia en ausencia de oxigeno (Brock &
Madigan, 1993).

Las levaduras son hongos unicelulares que tienen forma esférica, ovoide, elipsoide o
cilindrica. Se multiplican por brotacion y al separarse en cada brote queda una escara en la
pared de la célula madre. También suelen presentar una reproduccion sexuada donde dos
células haploides se conjugan formando un zigoto que de inmediato en alunas especies o
mucho tiempo después y solo en condiciones especiales en otras, sufre una meiosis

generando las ascosporas haploides (Brock & Madigan, 1993).

3



La ruta enzimitica de la glucolisis (degradacion de glucosa por via aerobia) y de la
fermentacion alcoholica fue aclarada en el transcurso de muchos afios de investigacion a
finales del siglo XIX y en la primera mitad de siglo XX (Hernandez, 2007)

Las levaduras pueden oxidar en aerobiosis los monosacaridos, como la glucosa y la
fructosa, hasta dioxido de carbono y agua formado ATP, NADH y radicales carbonatados
intermedios en la biosfera celular. Algunas son aerobias estrictas pero en otras
condiciones de anaerobiosis pueden fermentar los azucares produciendo etanol, aunque
esta via metabolica produce mucho menos ATP. Las levaduras usadas industrialmente
consumen como maximo un 10% de sustrato por via oxidativa, pues prefieren la
fermentacion. Entre ellas se encuentran especies de  Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Brettanomyces y candida, las que consumen riapidamente la
glucosa. Los disacaridos, como la sacarosa son hidrolizados en el exterior de la
membrana. La glicolisis es el conjunto de reacciones que permiten pasar de glucosa a
piruvato con la formacion de 2 ATP y 2 NADH. En anaerobiosis el piruvato es
descarboxilado hasta acetaldehido y luego reducido a etanol con gasto de NADH
generado en la primera etapa (Brock & Madigan, 1993).

Segin Guillaume (2004), la fermentacion de vinos se facilita con: 1) aireacion al comienzo
de la fermentacion alcohélica para asegurar la multiplicacion de las células y mejorar su
resistencia al etanol. 2) controlar la temperatura y dentro de los limites viables para las
levaduras (20-30°C) estos limites varia segun las cepas de levaduras, si las temperaturas son
demasiado bajas, la fermentacion se ralentiza hasta pararse, si es demasiado elevada las
levaduras mueren. 3) no eliminar las sustancias solidas acumuladas en el fondo de los
depositos, para mantener un nivel adecuado de lipidos y compuestos nitrogenados (el
contenido de nitrégeno asimilable debe ser superior a 150 mg/L y su absorcién aumenta la
velocidad de fermentacién, la carencia de este también ralentiza la fermentaciéon y algunas
veces la bloquea). La levadura produce etanol y CO, a partir de glucosa, el etanol inhibe la
absorcion de la glucosa, la levadura reacciona produciendo factores de supervivencia, (acidos
grasos insaturados ergosterol), que reducen la permeabilidad de la membrana al etanol. La
degradacion de la glucosa contituye una cascada de reacciones (la glicolisis) que conduce la

produccion de piruvato, este se transforma en etanal y luego en etanol.

Cueva y Huayama (2007), obtuvieron una concentracion maxima de etanol de 92,17 g/L. de
medio (14% vol. etanol) con los valores de las variables de: 165 g panela/L del medio; 200

mg de sulfato de amonio/L de medio y 6 dias de fermentacion.



Barrena et al. (2010). Obtuvieron un maximo rendimiento de aguardiente de 0,35 mL
aguardiente/ mL de huarapo con los siguientes valores de variables: 2 hora de aireacion a
0.333 vwm, 0,5 gramos de (NH,), SO, por litro de jugo de cafia de azucar y 0.3 gramos
de azucares reductores por litro de jugo de caiia de azicar (contenido del jugo de cafia de

azucar recién extraido).

Tabaco & Tejada (2012). Obtuvieron un méximo rendimiento de 0,367 mL de
aguardiente de 20 °GL/mL de guarapo con las siguientes valores de las variables: 1 hora
de aireacion a 0.45 vvm, 1,0 gramos de (NH,), SO, por litro de jugo de cafia de aziicar

y 9,0 gramos de azucares reductores por litro de jugo de cafia de azicar.

Rojas & Rojas (2014). Obtuvieron el maximo rendimiento de 113,5 mL de etanol de 20
°GL/L de sustrato (musilago de cafe), con los siguientes valores de las variables: 60
minutos de aireacion a 0.333 vvm, 1,5 g de (NH,), SO, por litro de sustrato y 15,0 g de

azucares reductores.

El presente trabajo de investigacion, la cachaza (sustrato) fue inoculado con levadura de
chicha de jora que fue el agente fermentativo, se inyecto aire al inicio de la fermentacién
por tiempos diferentes de acuerdo a cada corrida experimental. Lo que permitié
determinar la influencia sobre la produccion de biomasa del agente fermentativo
inoculado, con lo cual se propicié que el sustrato sea colonizado en menor tiempo, de
manera que al quedar luego en anacrobiosis, las levaduras conviertan un mayor
porcentaje de azucares reductores en etanol y CO, . Los azucares reductores son la fuente
de carbono y el sulfato de amonio la fuente de nitrégeno para que las levaduras se
reproduzcan: asimismo, los azucares reductores sirven como alimento de las levaduras,

en anaerobiosis, y producto de su metabolismo excretan etanol y CO,.



II. MATERIALES Y METODOS

2.1  Material biologico.

Se utilizd como material bioldgico la cachaza de caila de azicar Saccharum

officinarum L. que es un sub producto de la produccion de panela.

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

Aislamiento de levadura

Para el aislamiento de Saccharomyces cerevisiae, a partir de chicha de jora
y la biomasa de levadura (fermento), que se encuentran en el fondo de los
recipientes, se tomaron las muestras de una productora de la localidad de
Chachapoyas. Se aislé y se purifico las levaduras en placas de agar
Sabouraud, estas se incuban a 28 °C por 48 horas. Para confirmar la

especie se utiliz6 tincién gram y una prueba de fermentacion.
Preparacion de inoculo

Para preparar el inoculo se sembré por extension Saccharomyces
cerevisiae, obtenidas como se indico en la seccion anterior, en placas de
Agar Sabouraud, se incubé 48 horas a 28°C. a tres placas donde se
desarroll6 S. cerevisiae se le adiciono 10 mL de agua destilada estéril para
retirar por lavado las levaduras, se depositaron en un matraz de
Erlenmeyer estéril de 250 mL, luego se adiciono 50 mL de agua destilada
estéril. Con camara de Neubauer y microscopio se determiné la
concentracion del inoculo. Para cada uno de los sistemas a ensayar se
empleé 10, 15 y 20 mL de inoculo con 10° células de levadura/mL

respectivamente.
Biorreactores

Se erhplearon 15 biorreactores de 4 L de capacidad, con las mismas
caracteristicas y proporciones geométricas. Estos fueron baldes plasticos
a cuya tapa se le hizo dos orificios (en el centro y al costado) uno para la
inyeccion de aire y el otro para la salida del aire y el CO, producido dirate
la fermentacion, ademas de facilitarnos la extraccion de la muestra para

realizar los andlisis respectivos. En los orificios se adaptaron mangueras



que se colocaron en un recipiente con agua para la salida del CO, que se
genera durante la fermentacion y también para evitar el ingreso de aire del

medio ambiente hacia el mosto.

Para la inyeccidn del aire se utiliz6 bombas de acuario con las que se hizo
ingresar 0,333 vvm (1 L de aire / min para 3 L de sustrato). El aire
bombeado pasé por medio de una manguera plastica, hacia un recipiente
con salmuera saturada el cual purifico el aire que ingreso por medio de una
manguera plastica al biorreactor, al final del conducto de aireacion el cual
se encontraba colocado en el centro del biorreactor se colocd una piedra
pOmex para que el aire ingres en forma de pequefias burbujas y de forma

homogénea.



2.2 Diagrama de flujo de obtenciéon de aguardiente a partir de cachaza

CACHAZA

FILTRADO |——» IMPUREZAS

ADICION AGUA ——3| DILUCION 21 2B—Ph 4.8 SULFATO DE AMONIO

ACIDO CITRICO > l 1.5;1.0;0.5g/L

PASTEURIZACION (85 2¢ x 15 min) LEVADURA DE CHICHA

20; 15; 10 mL/L

v
ENFRIAMIENTO (30 2C)

v
AIREACION

il 1.5; 1; 0.5 Horas

ESTANDARIZACION <

\ 4
FERMENTACION L—_, CO2

v

DESTILACION

l

ALCOHOL

Figura 1.- Diagrama de flujo obtencion para la obtencion de alcohol a partir de cachaza



2.3

Seguimiento del proceso fermentativo
2.3.1. Inicio

La cachaza se traslad6 al laboratorio de ingenieria de la Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de amazonas donde se midio: la
densidad los °Brix y el pH, luego el pH se ajustd con HCI concentrado. Se
pasteurizo la muestra y se dejo enfriar a temperatura ambiente se realizo
una dilucién y a esta muestra se le realizaron la medicion de la densidad,
los °Brix y el pH. Para luego adicionar el sulfato de amonio, la levadura de

chicha de jora y la aireacién.
2.3.2. Cada 24 horas

En una muestra del sustrato en fermentacion se midié: la densidad los °Brix

yel pH
2.3.3. Al final de la fermentacion (96 horas)

Al finalizar la fermentacion se procedié a ensamblar el equipo de
destilacion simple y se realizd la destilacion hasta que el contenido

alcoholico de la muestra se de 20 °GL.
2.3.4. Destilacién

Una es ensamblado el equipo de destilacion simple un baléon de 1000 mL
un refrigerante, dos mangueras y un matraz donde se recepciona el

destilado.
2.3.5. Diseiio estadistico Box-Behnken

Se utiliz6 el disefio estadistico Box-Behnken (Montgomery, 2004) para
tres variables independientes, para obtener el mejor valor de cada una de
las variables influyentes en la produccidon de aguardiente a partir de
cachaza. En la Tabla 1 se muestra cada variable ‘independiente con sus

valores Alto (+), medio (0) y bajo (-) a ser evaluados.



2.3.6. Variables Independientes

» Aireacion: desde el inicio de la fermentacion a 0,333 vvm (1 L de aire
/3 L de sustrato (cachaza)): 90, 60 y 30 minutos.

» (NH4)2 S04: (en g/L de dilucién de cachaza): 0,5; 1,0y 1,5.

» Levadura de Chicha de jora: (en mL / litro de dilucion de cachaza):
10, 15 y 20 mL.

2.3.7. Variable dependiente

En cada corrida experimental: Rendimiento = mL de aguardiente de 20
°GL / mL de dilucion de cachaza.

Tabla 2. Valor de las variables independientes a evaluar con el disefio

estadistico de Box — Behnken

(NH,), SO, Levadura de chicha de
VALOR Aireacion (g/L de dilucién jora
(horas) de cachaza) (mL/L de dilucion de
(Xy) cachaza)

(X2) X3)

Alto (M 1.5 1,5 20
Medio (0) 1.0 1,0 15
Bajo (- 0.5 0,5 10

La distribucion de los valores de las tres variables independientes de
acuerdo al disefio estadistico de Box — Behnken para tres variables
independientes, se realizé de acuerdo a la tabla 2, donde cada columna

representa una variable y cada fila un experimento.
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Tabla 3. Distribucion de los valores de las variables independientes segun

el disefio estadistico de Box — Behnken

Num;ro de Variables

experimento 1‘ X; X
1 - - 0
2 - + 0
3 + - 0
4 + + 0
5 - 0 -
6 - 0 +
7 + 0 -
8 + 0 +
9 0 - -
10 0 - +
11 0 + -
12 0 + +
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fuente: Montgomery, 2004.

Lo§ resultados experimentales se desarrollaron con el software estadistico

Statgraphics para generar graficas de resultados de superficie.
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. RESULTADOS

3.1. Seguimiento de la fermentacion

Tabla 4. Densidad, °Brix y pH de la cachada durante la fermentacion alcohdlica

Numero de Densidad °Brix pH

Experimento (g/mL)

inicio 24h 48h 72h 96h inicio 24h 48h 72h 96h | inicio 24h 48h 72h

96h

=S

0w 3 O

el

11
12
13
14
15

1,079 1,063 1,032 1,028 1,027| 21 165 150 141 117 | 48 43 41 36
1,079 1,067 1,055 1,054 1,035| 21 170 155 132 108 | 48 46 43 39
1,079 1,075 1,065 1,055 1,040| 21 180 165 161 152 | 48 44 42 40
1,079 1,070 1,065 1,040 1,035| 21 185 175 156 13,1 | 48 46 44 40
1,079 1,062 1,040 1033 1023| 21 185 180 158 136 | 48 43 40 38
1,079 1,061 1,040 1035 1,021 21 175 170 159 128 | 48 42 40 35

1,079 1,069 1,063 1,035 1,030 | 21 18,5 17,0 16,0 158 48 45 43 39
1,079 1,064 1,031 1,029 1,027 21 18,5 17,5 163 143 48 45 40 3,7

1,079 1,065 1,038 1,030 1,024 | 21 170 155 150 13,9 | 48 47 43 338
1,079 1,069 1,047 1,033 1022| 21 182 150 125 137 | 48 44 39 38
1,079 1,060 1,039 1,025 1,022| 21 208 175 142 135| 48 45 42 38
1,079 1,065 1,044 1,030 1,035| 21 170 150 145 140 | 48 47 42 37
1,079 1,061 1,038 1,023 1,021 21 175 155 13,7 125| 48 44 38 35
1,079 1,059 1,037 1,025 1,022 21 175 158 142 129 | 48 46 39 36
1,079 1,063 1,040 1,023 1020{ 21 175 160 135 130 | 48 45 37 35

3,5
3,5
3,6
3,5
3,5
3,3
3,5
3,2
3,6
3,7
3,4
3,3

>

3,2

2

33
3.1

>

Fuente: Elaboracion Propia

En la tabla 4 se observa que a medida que avanza la fermentacion de la cachaza la
densidad disminuye, esto se puede explicar debido a la produccion de CO, que se genera
la cual es disipada en el medio. Los °Brix disminuyen progresivamente debido también a
la produccién y disipacion en el medio del CO,, disminuyendo la cantidad de solidos

disueltos en el medio, incidiendo directamente sobre el valor de los °Brix.

12



3.2. Destilacion simple de jugo de caiia
Tabla 5. Rendimiento de aguardiente de 20°Gay Lussac, de cada una de las

15 corridas experimentales.

Numero Dilucion de Aguardiente de Rendimienil:o
de experimento Cachaza 20°GL (mL) (mL de aguardiente)

(mL) mL de guarapo

1 3000 937.5 0,313

2 3000 750 0,250

3 3000 486 0,162

4 3000 788 0,263

5 3000 1055 0,351

6 3000 890 0,297

7 3000 600 0,200

8 3000 1005 0,335

9 3000 1044 0,348

10 3000 815 0,272

11 3000 1156.5 0,385

12 3000 959.5 0,320

13 3000 1115 0,372

14 3000 1100 - 0,367

15 3000 1109 | 0,370

Fuente: Elaboracion Propia

13



3.3. Rendimiento de aguardiente aplicado al disefio estadistico Box-Behnken

Tabla 6. Resultado de cada una de la 15 corridas experimentales.

Numero Variables Rendimientode  Orden
de (X,) (X3) (X3) aguardiente de
experi-  Aireacién  (NH,),SO, Levadurade  (mL aguardiente)  pro-
mento (h) (g/L dilucién de  chichadejora ~ mL dilucién de duccion
cachaza) (mL/L cachaza
dilucion de
cachaza )
1 0.5 0.5 15 0,313 9
2 0.5 15 15 0,250 13
3 L5 0.5 15 0,162 15
4 15 1.5 15 0,263 12
5 0.5 1.0 10 0,351 5
6 0.5 1.0 20 0,297 10
7 1.5 1.0 10 0,200 14
8 L5 1.0 20 0,335 7
9 1.0 0.5 10 0,348
10 1.0 0.5 20 0,272 11
11 1.0 1.5 10 0,385 1
12 1.0 1.5 20 0,320 8
13 1.0 1.0 15 0,372 2
14 1.0 1.0 15 0,367 4
15 1.0 1.0 15 0,370 3

Fuente: Elaboracion Propia

En la tabla 6 se puede apreciar que con los valores de las variables del experimento 11

se ha obtenido el mayor rendimiento de aguardiente.
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Tabla 7. Analisis de varianza para rendimiento de aguardiente

Fuente Suma de Gl  Cuadrado medio Razon-  Valor-

cuadrados ' F P

A:Aireacion 0.007442 1 0.007442 6.01 0.0579
B:sulfato de amonio  0.00189113 1 0.00189113 1.53 0.2715
C:Levadura de chicha 0.000561125 1  0.000561125 0.45 0.5308
AA ' 0.0236062 1 0.0236062 19.05  0.0073
AB 0.006724 1 0.006724 543 0.0672
AC 0.009604 1 0.009604 7.75 0.0387
BB 0.00673478 1 0.00673478 5.44 0.0671
BC 0.00003025 1 0.00003025 0.02 0.8819
CC 0.0000680064 1  0.0000680064 0.05 0.8241
Error total . 0.00619492 5 0.00123898

Total (corr.) 0.0616537 14

Fuente: Flaboracion Propia

El valor-P menor de 0,05 (95% de confianza) indica que son variables influyentes en el

rendimiento de aguardiente.

Tabla 8 Coeficiente de regresion para rendimiento de aguardiente

Coeficiente ' Estimado
Constante = 04475
Aireacion = 0.120667
Sulfato de amonio = 0.191917
Levadura de chichade jora = -0.027525
AA = -0.319833
AB = (.164

AC | = 0019

BB = -0.170833
BC = 0.0011

CC = 0.000171667

Fuente: Elaboracion Propia
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Con los valores experimentales obtenidos al ejecutar la matriz del disefio estadistico de
Box-Behnken para la optimizacion de la produccion de aguardiente a partir de cachaza,
se realizé un analisis de regresion y se obtuvo la ecuacion del modelo que mejor se ajusta

a estos resultados, la cual viene dada por:

Rendimiento de aguardiente = 0.4475 + 0.120667*Aireacion + 0.191917*sulfato de
amonio  -0.027525*levadura  de  chicha -  0.319833*Aireaciéon™2  +
0.164*Aireacion*sulfato de amonio + 0.0196*Aireacion*levadura de chicha -
0.170833*sulfato de monio™2 + 0.0011*sulfato de amonio*lavadura de chicha +

0.000171667*1evadura de chicha”2

En la figura 2 se muestra la influencia de tres variables independientes, siendo la mas
influyente la aireacion y la menos influyente la levadura de chicha de jora, pera la

interaccion de la aireacion y el sulfato de amonio, mejora el rendimiento de aguardiente.

Grafico de Pareto estandarizado para Rendimiento de aguardiente

AA

AC

A:Aireacién

BB

AB

B:Sulfato de amonio
C = levadura de chicha

CcC

BC

1 2 3 4 5
Efectos estandarizados

Figura 2.- Diagrama de Pareto estandarizado para rendimiento de aguardiente. Fuente:

Elaboracion propia.
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Tabla 9. Parametros 6ptimos para el rendimiento de aguardiente.

Valor opimo = 0,402496

Factor Bajo Alto Optimo
Aireacion 05 1,5 0,738109
Sulfato de amonio 0,5 1,5 0948242

Levadura de chichade jora 10,0 20,0 10,0

Fuente: elaboracion propia

En la figura 3 se muestra que a una concentracion de sulfato de amonio (g/L de dilucion

de cachaza) versus la aireacion (horas) y con una cantidad de 10 mL de chicha de jora se

obtienen el maximo rendimiento de aguardiente.

Superficie de Respuesta estimada
Levadura de chicha = 10.0

0.42 s
0.37 Sy

0.32} I /
027 5
0.22}
0171
0.12 &=

0.5 0.7 0.9 1.1 13 0.5%7 sutfato de amonio
Aireacién

Rendimiento de aguardiente

Figura 3.- Representacion grafica para rendimiento de aguardiente optimizado bajo un

modelo de superficie respuesta. Fuente: Elaboracion propia.
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En la figura 4 se representa el punto de maximo rendimiento de aguardiente lo cual se

obtiene con los valores medio en concentracion de sulfato de amonio, aireacion baja y

con una concentraciéon de 10 mL de levadura chicha de jora como agente fermentativo.

Levadura de chicha = 10.0

I e — ' S N 3

.g 1.3 F // // T T h \ :

c 13p- ~ E

£ g / 1

E 11| — > / ‘/—:

S 0o~ k/‘ T 7 o

g UF S :

“—3 0.7 }\_,// / 4 /{

« 05 :_ - l / 7 4////7 // ‘_4]

x0.738 07 0.9 1.1 1.3 1.5
g Aireacion

Rendimiento de agua
— 0.16
— 0.184
0.208

RERRRRREN
g

Figura 4.- Representacion grafica para rendimiento de aguardiente bajo un modelo

contorno superficie. Fuente: Elaboracion Propia.

Tabla 10. Pardmetros Optimos para produccion de aguardiente a partir de

cachaza de cafia de azucar.

Parametros del proceso de fermentacioén de

cachaza

Volumen inicial de la cachaza (L)
pH

Sulfato de amonio (g/L)
Aireacién 0,333 vvm (h)
Levadura de chicha de jora (mL)
Temperatura del ambiente
Tiempo (horas)

Volumen de aguardiente a obtener mL

Rendimiento de aguardiente %

3,0
4,8
1,0
1,0
10
18-22
96,0

385.23
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IV. DISCUSION
Con una hora de aireacién a 0,333 vvm se ha obtenido el mayor rendimiento de
aguardiente. La aireacion se realiza con la finalidad de incrementar la biomasa de
Saccharomyces cerevisiae esto se realiza en sustratos que contienen azucares
reductores, una vez incrementada la biomasa esta coloniza rapidamente el
sustrato. En anaerobiosis, 1a S. cerevisiae convierte los azucares reductores en
-etanol y CO,. En el presente trabajo de investigacion se determiné que con una

hora de aireacion se obtuvo el mayor rendimiento de aguardiente.

A medida que avanza la fermentacion, se aprecia en la tabla 4, que la densidad de
va disminuyendo, los azucares reductores aumentan debido a la hidrolizacion de
la sacarosa presente en el sustrato; los °Brix disminuyen debido a que durante la
biocombercion de la sacarosa en etanol realizado por la accion de la S. cerevisiae

se produce CO, gaseosos que sale del sustrato en fermentacion, perdiéndose masa.

Con la mayor concentracion de sulfato de amonio (1.5 g/L), si se asocia a una hora
de aireacion empleada en el presente trabajo de investigacion, pudimos obtener el
mayor rendimiento de aguardiente, resultado que se favorece mas si se emplea el
valor mas bajo de levadura de chicha de jora (10 mL/L sustrato), tal como
podemos aprecias en la figura 2 de superficie respuesta obtenida con el software

Statgraphics.

La tabla 7 de analisis de varianza, particiona la variabilidad de rendimiento de
aguardiente en piezas separadas para cada uno de sus efectos, entonces la
significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un
estimado del error experimental en este caso, 2 efectos tienen una p-valor menor
que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un nivel de

confianza del 95,0 %.

En la presente investigacion, el maximo rendimiento fue de 385,5 ml etanol de 20
°GL/L de dilucion de cachaza y se ha obtenido con los valores de las variables del
experimento 60 minutos de aireacion a 0.333 vvm, 1,5g de (NH4)2504 por litro
de dilucion de cachaza y 10 ml de levadura de chicha de jora con 106 cél.Lev./ml

por litro de dilucién de cachaza. Barrena et al. (2010), Obtuvieron un maximo
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rendimiento de aguardiente de 350 ml de 20 °GL/L de guarapo con los siguientes
valores de las variables: 2 horas de aireacién a 0,333 vvm, 0,5 gramos de
(NH4)2804 por litro de jugo de cafia de azucar y 3,0 gramos de azucares
reductores por litro de jugo de cafia de aziicar (contenido promedio de jugo de
~ cafia de azicar recién extraido ). Tabaco & Tejana (2012), obtuvieron un maximo
rendimiento de 367 ml de aguardiente de 20 °GL/L de guarapo con los siguientes
valores de las variables: 1 hora de aireacion a 0,45 vvm, 1,0 gramo de (NH4)2S04
por litro de jugo de cafia de azicar y 9,0 gramos de azucares reductores por litro
de jugo de caiia de azlicar y 9,0 gramos de azucares reductores por litro de jugo
de cafia de azicar. Carrion & Huaman (2008), determinacién los parametros
optimos para la obtencion de etanol a partir de la fermentacidn del almidon de la
papa (solanum tuberosum) Yungay, usando saccharomyces cereviseae MIT L-51
: 20% p/v de azucares reductores, 0,18 g de sulfato de amonio/ L de sustrato y un
tiempo de 72 horas de fermentacion a 33 °C, dando un rendimiento de 94,67 gg
de etanol/L de sustrato. Con el cual se demuestra que materias primas diferentes
tienen comportamientos diferentes durante la fermentaciéon con cantidades
variables del sulfato de amonio y tiempo de aireacion, ademéds que también

influye la temperatura del proceso de fermentacion.

Segun los pardmetros Optimos para rendimiento de etanol (tabla 09), se deduce de
manera general que la mayor concentracion de (NH4)2 S0, es la que permite
mayor rendimiento de etanol. Mientras que el tiempo de aireacion es influyente
para el rendimiento de etanol tal como muestra en el anilisis de varianza (tabla
07) y en la figura 1 del diagrama de Pareto estandarizado. Sin embargo la
interaccion de la concentracion de sulfato de amonio con la cantidad de fermento
de chicha de jora (106 cel. Lev/ml), manteniendo constante la aireacion, se obtiene
los mejores rendimiento de etanol (experimentos 11 y 13, 14 y 15). Manteniendo
constante la cantidad de fermento de chicha de jora y interaccionando el tiempo
de aireacion con la cantidad de sulfato de amonio (experimentos 5 y 9), se obtiene
un rendimiento de aguardiente aceptable en comparacion a los otros tratamientos

no mencionados.
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V. CONCLUSIONES

El maximo rendimiento de aguardiente fue de 0,385 mL de 20 °GL/mL de
cachaza con los siguientes valores de las variables: 1 hora de aireacion a
0,333 vvm, 1,5 gramos de (NH,),SO, por litro de cachaza y 10 ml de

levadura de chicha de jora por litro de cachaza.

Las variables mas influyentes para la produccion de aguardiente a partir

de cachaza es la aireacion y el (NH,),SO, (Sulfato de amonio).

A una concentracion de 1,5 g (NH,),S0,/L de cachaza, es aquella que nos

ha permitido obtener el mayor rendimiento de aguardiente.

- El tiempo de fermentacion para obtener mayor cantidad de aguardiente fue
de 96 horas.

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion fue obtener

aguardiente a partir de Cachaza lo cual se logré exitosamente.

Este proyecto tiene como finalidad dar una alternativa de desarrollo a la

industria panelera en nuestra region.
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VL. RECOMENDACIONES

Los productores paneleros para poder obtener un maximo rendimiento de

aguardiente a partir de cachaza deben de seguir la siguiente secuencia de trabajo

>

Recolectar la cachaza en el momento de la produccion y no almacenar por

mucho tiempo para evitar una fermentacion natural.
Realizar andlisis previos a la materia obtenida como son pH, °Brix y densidad.
Realizar una dilucion de la cachaza obtenida y llegar a los 21 °Brix.

Pasteurizar la cachaza una vez realizada la dilucion respectiva.
Corregir el pH a 4,8.

Suplementar 1,5 g de sulfato de amonio por litro de cachaza diluida.

Adicionar 10 mL de levadura de chicha de jora el cual se utiliz6 como agente

fermentativo.
Airear por el espacio de una hora al sustrato con 0,333 vvm.
Fermentar por un espacio de 72 a 96 horas.

Realizar la destilacion respectiva en un alambique o equipo de destilacion

simple de acuerdo a la cantidad fermentada.

Deben de contar con un alcoholimetro para determinar el momento en el cual
deben de detener la destilacion. De esta manera se estard obteniendo un

producto estandar con respecto al contenido alcoholico de 20 ° GL.
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ANEXO1

CONTEO DE CELULAS DE LEVADURA EN EL INOCULO UTILIZANDO LA
CAMARA DE NEUBAUER

Para el conteo de células de levadura se procedié segun el manual de practicas de

microbiologia bésica de Hernando valencia, (2004).
Procedimiento

1. Se tomd la camara y se fijo sobre ella la laminilla.

2. Con una pipeta Pasteur se tomo la muestra del cultivo a examinar.

3. Se deposité suavemente el liquido al borde de la laminilla (o en la ranura
dispuesta) y se cargd por capilanidad el volumen exacto requerido.

4. Se enfoque a mayor aumento. Se ajusto la intensidad luminosa para observar
tanto las células como las lineas de la cdmara. Luego se pasé al objetivo de 40x.

5. Se conto los cuadrados de las esquinas (sub divididos en 16 cuadrados
secundarios), y el central, cuyo volumen es de mm3.

Se utiliz6 la siguiente formula

numero de celulas _ (A1+A3+C14C3+B3)/5
mL o cm3 factor de dilucion x 10~*cm3
1 wm

Figura 5.- Esquema de la cuadricula de una camara de neubauer

numero de celulas _ (12+8+9+11)/5 _ 107
mL o cm3 1072 x 10~4cm3
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ANEXO 2

DESCRIPCION DE CADA UNA DE LAS ETAPAS DEL PROCESO PARA
OBTENER AGUARDIENTE A PARTIR DE LA DILUCION DE LA CACHAZA

Después de realizar la disolucion a 21 °Brix se procedera a incorporar el acido citrico

para regular el pH hasta 4,8.

Filtrado: se utilizara un tamiz o colador, con la finalidad de retirar las impurezas que se

encuentran en el mosto.

Pasteurizacion: se realizara a 85 °C durante 15 minutos, con la finalidad de disminuir la

carga microbiana o eliminar microorganismos no deseados en el proceso de fermentacion.

Enfriamiento: Se disminuyo la temperatura de la dilucién a 30 °C mediante una

agitacion, con el objetivo de acondicionar la dilucion adicionar el fermento.

Estandarizaron: Adicion de la levadura de chicha de jora, sulfato de amonio y aireacion:
se adiciono el fermento de chicha de jora, el sulfato de amonio y la aireacién en funcién

al disefio estadistico establecido.

Fermentacion: el proceso de fermentacion dura 96 horas dentro de los pardmetros

adecuados como son temperatura y otros.

Destilacion: se realizé en un equipo de destilacion simple.
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ANEXO 3

' SUPERFICIE DE RESPUESTA PARA RENDIMIENTO DE AGUARDIENTE

rdiente
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Figura 6.- Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con una concentracion

de levadura de chicha de jora de 20 mL / L de sustrato
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Figura 7.- Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con una concentracion

de levadura de chicha de jora de 15 mL / L de sustrato
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Superficie de Respuesta estimada

Levadura de chicha = 10.0

Rendimiento de aguardiente
o
(]

Aireacion )

Figura 8.- Superficie respuesta para rendimiento de aguardiente con una concentracion

de levadura de chicha de jora de 10 mL / L de sustrato
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ANEXO 4

CONTORNO DE SUPERFICIE DE LA RESPUESTA ESTIMADA PARA
RENDIMIENTO DE AGUARDIENTE.

Contornos de Superficie de la Respuesta Estimada
Levadura de chicha = 15.0
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Figura 9.- Contorno de superficie respuesta estimada para rendimiento de aguardiente

con una concentracion de levadura de chicha de jora de 15 mL / L de sustrato
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Figura 10.- Contorno de superficie respuesta estimada para rendimiento de aguardiente

con una concentracion de levadura de chicha de jora de 10 mL / L de sustrato
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ANEXO 5

ARMADO DE LOS BIORREACTORES

|

Fotografia 2.- Biorreactores
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ANEXO 6

OBTENCION DE LA CACHAZA

Fotografia 4.- Muestra de cachaza
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ANEXO 7

ANALISIS DE LA MUESTRA (CACHAZA)

Fotografia 5.- Andlisis de la muestra

Fotografia 6.- °Brix de la muestra (Cachaza)
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ANEXO 8 ‘

DILUCION Y ESTERILIZACION DE LA MUESTRA

Fotografia 8.- Esterilizacién de la muestra (Cachaza)
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ANEXO9

ADICION DE LA LEVADURA DE CHICHA DE JORA Y DEL
SULFATO DE AMONIO

Fotografia 10.- Adicién del sulfato de amonio
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ANEXO 10

AIREACION A LA MUESTRA (CACHAZA)
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Fotografia 11.- Aireacién de la muestra (Cachaza)
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ANEXO 11

SEGUIMIENTO DE PROCESO FERMENTATIVO

Fotografia 13.- determinacién de la densidad.

37



Anexo 12

Destilacion de la dilucién de cachaza

Fotografia 14.- destilacion simple
RETTS

Fotografia 15.- destilado
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ANEXO 13

BIORREACTORES CON INYECCION DE AIRE Y SUSTRATO, EN
FERMENTACION Y SU DISENO

Fotografia 16.- Inyeccién de aire a los Fotografia 17.- Biorreactores

con biorreactores " sustrato en fermentacion

T

vy v \—/

Figura 11.- Diseifio del sistema utilizado en la fermentacion.
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