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INTRODUCCION

La cafia de azucar ha sido ampliamente utilizada para la produccion de etanol y/o bioetanol, el
cual no solo sirve como combustible y para la desinfeccién, sino también como material de
partida en la produccion de productos como acido acético, acetaldehido, butanol, etileno, entre
otros; en la actualidad la tendencia es la produccion de etanol con nuevas alternativas, que
permitan la obtencién de mayores rendimientos, menores tiempos de fermentacién y mejor

calidad y una de estas alternativas es como el uso de cepas no tradicionales (CRUZ, 2022).

La produccién de cafia de azlcar en el Peru, segln los resultados del 1V Censo Nacional
Agropecuario 2012, realizado por el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (2013), se
cultivan alrededor de 140 000 ha de cafia de azucar y se producen alrededor de 10 millones de
toneladas de cafa, principalmente en los departamentos de La Libertad y Lambayeque
(POLLACK, HELFGOTT y TEJADA 2018); pero también se produce en otras regiones como
Apurimac, ya que presenta condiciones climaticas apropiadas para el desarrollo de la cafia de
azucar, especialmente en el valle del Pachachaca Abancay, donde existen pequefias industrias
de produccién de etanol, en la mayoria de las micro empresas, la produccion de etanol se realiza
de forma artesanal con fermentos nativos o no comerciales, obteniendo bajos rendimientos,

largos tiempos de fermentacion incluso con la presencia de compuestos toxicos.

Esta investigacion tiene la finalidad de buscar alternativas que permitan obtener buenos
rendimientos en la produccion de etanol, por esta razén nos planteamos la obtencidn de etanol
a partir de jugo de cafia de azlcar, mediante la incorporacion de células libres e Inmovilizadas
de la bacteria Zymomonas mobilis. De esta manera con esta investigacion se desea contribuir
en la mejora de y optimizacion de procesos agroindustriales, como es el caso de obtencion de

etanol en la region Apurimac y el pais.
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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue el estudio obtencion de etanol a partir de jugo de cafia de
azucar Saccharum officinarum L. en dos concentraciones utilizando la bacteria Zymomonas
Mobilis en condiciones libres e inmovilizadas en dos proporciones. Se plante6 una metodologia
experimental a nivel laboratorio, para esta investigacion se manipularon variables
independientes como la concentracion del jugo de la cafia de azucar de (10 ° y 20 °Brix),
concentracion del inoculo (7.5 g/L, 10 g/L de biomasa de Zymomonas mobilis) asi como la cepa
Zymomonas mobilis en dos condiciones (libres e inmovilizadas), se evalué su efecto sobre las
caracteristicas fisicoquimicas (°Brix, pH, acidez total, densidad, extracto seco, azucares
reductores y grados alcohdlicos) y compuestos volatiles después de fermentacion (acetato de
etilo, esteres, acetaldehidos, isobutanol, 3 metil-1-butanol /2-metil butanol, alcoholes superiores),
para ello se utilizo un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial evaluando 8
diferentes tratamientos. Los resultados nos indican diferencias estadisticas(p<0.05) entre los
tratamientos tanto para las caracteristicas fisicoquimicas como para los compuestos volatiles. En
los que se puede apreciar que el factor que influyd mas, fue la concentracién de solidos solubles
de la cafia, especialmente a mayor concentracion se obtuvo al final de la fermentacion mas °BriX,
densidad, grados alcoholicos y azucares reductores, la condicion de la bacteria en estado de
células libres e inmovilizadas en acidez total y biomasa, mas no asi la concentracion del inoculo.
Cabe indicar que los resultados de todos los tratamientos se encuentran dentro de los rangos

establecidos en la normativa nacional e internacional.

Palabra clave: Etanol, fermentaciones, Zymomonas mobilis, células libres y células
inmovilizadas.
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ABSTRACT

The aim of this research was the study of obtaining ethanol from sugarcane juice Saccharum
officinarum L. in two concentrations using the Zymomonas Mobilis bacterium under free and
immobilized conditions in two proportions. An experimental methodology was proposed at the
laboratory level, for this investigation independent variables were manipulated such as the
concentration of sugarcane juice (10 ° and 20 °Brix), inoculum concentration (7.5 g/L, 10 g/L of
biomass of Zymomonas mobilis) as well as the astrain in two conditions (free and immobilized),
their effect on the physicochemical characteristics (°Brix, pH, total acidity, density, dry extract,
reducing sugars and alcoholic degrees) and compounds was evaluated. volatiles after
fermentation (ethyl acetate, esters, acetaldehydes, isobutanol, 3-methyl-1-butanol /2-
methylbutanol, higher alcohols), for which a completely randomized design (DCA) was used
with a factorial arrangement evaluating 8 different treatments. The results indicate statistical
differences (p<0.05) between the treatments both for the physicochemical characteristics and for
the volatile compounds. In which it can be seen that the factor that influenced the most was the
concentration of soluble solids of the cane, especially the higher the concentration for more °Brix,
density, alcoholic degrees and reducing sugars, the condition of the fermentation, was obtained
at the end of the fermentation. bacteria in the state of free and immobilized cells in total acidity
and biomass, but not the concentration of the inoculum. It should be noted that the results of all

treatments are within the ranges established in national and international regulations.

Keywords: Ethanol, fermentations, Zymomonas mobilis, free cells and inmovilized cells.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

En el valle de Pachachaca de la Region Apurimac existen suelos y clima favorable para la
produccion de la cafia de aztcar Saccharum officinarum L., que es la materia prima para la
produccion del aguardiente y/o etanol y dicha produccion se caracteriza por ser artesanal
(DONAIRES, 2018).

Uno de los principales problemas que se les presenta a los productores en la obtencion del
etanol y/o cafiazo, es la inadecuada fermentacion del jugo de cafia de azUcar en barriles de
polietileno generando bajo nivel de concentracion de temperatura, inapropiado conversion
de azucar en etanol y por lo cual se obtiene menor calidad en las caracteristicas
organolépticas del producto final lo que trae como consecuencia mayor tiempo de
fermentacion, bajo contenido de etanol de ahi nace el interés de realizar la investigacion
donde se busca disminuir el tiempo de fermentacién, mejorar la conversion de azlcar en
etanol que permite mejorar las caracteristicas organolépticas del aguardiente de cafia
realizar el estudio en la obtencion de etanol (CHIRINOS, PINTO y HUAMAN, 2019).

A partir de estos problemas nace el interés de utilizar la cepa de Zymomonas mobilis, ya
que esta bacteria tiene la alta fermentabilidad en desdoblar el jugo de cafia azlcar en
etanol; para lo cual se planted ejecutar un estudio experimental a nivel de laboratorio para
el proceso de fermentacidon con células libres e inmovilizadas de la cepa Zymomonas

mobilis, a diferentes concentraciones del jugo de la cafia de azicar (LIZARRAGA, 2012).

Enunciado del Problema

1.2.1  Problema general
¢Es posible obtener etanol a partir de jugo de cafia de azlcar Saccharum
officinarum L. en dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e

inmovilizadas en dos proporciones?

1.2.2 Problemas especificos
e ;Cual es la concentracion optima de jugo de cafia de azUlcar, para obtener un
mejor rendimiento de etanol?
e ;Cual es la cantidad optima del inoculo de células libres e inmovilizadas

de Zymomonas mobilis para obtener un mejor rendimiento de etanol?
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e ;Cuéles son las caracteristicas fisico quimicas que posee el etanol producido

con células libres e inmovilizadas Zymomonas mobilis a nivel laboratorio
utilizando jugo de cafa de azlcar Saccharum officinarum L.?
1.2.3 Justificacion de la investigacion

El jugo de la cafia de aztcar Saccharum officinarum L. generalmente es utilizada desde
tiempos muy remotos en la obtencion de bebidas fermentadas como el cambray y el
aguardiente, por lo que se vio por conveniente utilizar esta cepa gracias a su capacidad de
fermentabilidad y degradabilidad de los azUcares presentes en los vegetales como la
glucosa, fructosa y sacarosa, donde es su Unico medio que puede adaptarse para obtener
etanol, de esta manera se tiene que sustituir las cepas nativas por bacterias Zymomonas
mobilis para que los productores del cafiazo del valle de Pachachaca y/o de la region de
Apurimac puedan utilizar esta cepa Zymomonas mobilis y asi puedan minimizar el tiempo
y maximizar el rendimiento de la fermentacion (RODRIGUEZ, 2015).
Estudios mencionados declaran que la bacteria Zymomonas mobilis cumple con los
requisitos de produccion de etanol no es exigente en cuanto a medio de cultivo, no presenta
alto costo, tolera altas concentraciones de etanol, produce bajos niveles de subproductos,
osmotolerante, capaz de utilizar altas concentraciones de azUcares, presenta alta viabilidad
celular para el reciclado y caracteristicas de floculacion y sedimentacion para el
procesamiento posterior (PULIDO, 2020).
El trabajo de investigacion se enfoca en la utilizacion de una bacteria que es mucho mas
eficiente que las levaduras nativas presentes en los toneles de fermentacion de los
productores de las bebidas fermentadas del valle de Pachachaca de la region de Apurimac,
ya que con estas bacterias se reduciria el tiempo de fermentacion y el costo y por ende, se
va trabajar con esta cepa Zymomonas mobilis puesto que la cepa produce etanol por la via
Entner Doudoroff (RUIZ et al., 2016).

MICAELA BASTIDAS
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CAPITULO Il

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos de la investigacion

2.2.1 Objetivo general

2.2.2

Obtener etanol a partir de jugo de cafia de azicar Saccharum officinarum L. en dos

concentraciones utilizando Zymomonas Mobilis libres e inmovilizadas en dos

proporciones.

Objetivos especificos

Determinar la concentracién optima de jugo de cafia de azucar, para obtener un
mejor rendimiento de etanol.

Determinar la cantidad optima de inoculo de células libres e inmovilizadas de
Zymomonas mobilis para obtener un mejor rendimiento de etanol.

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y compuestos volatiles que
posee el etanol producido con células libres e inmovilizadas Zymomonas mobilis
a nivel laboratorio utilizando jugo de cafia de aztcar Saccharum officinarum L.

en dos concentraciones.

2.2 Hipdtesis de la investigacion

2.2.3 Hipdtesis general

2.2.4

La obtencion de etanol es influenciada por la diferente proporcion de células libres

0 inmovilizadas de Zymomonas mobilis y la concentracion del zumo de cafia

Saccharum officinarum L.

Hipotesis especificas

La concentracion de jugo de cafia Saccharum officinarum L. influye en el
rendimiento de la produccién de etanol con células libres e inmovilizadas de
Zymomonas mobilis.

La cantidad de inoculo de celulas libres e inmovilizadas de Zymomonas mobilis,
influye en el rendimiento de la produccion de etanol.

Las caracteristicas fisicoquimicas y compuestos volatiles del etanol son
influenciadas por las células libres e inmovilizadas de Zymomonas mobilis y por

la concentracidon del jugo de cafia Saccharum officinarum L.
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2.3 Operacionalizacion de variables

2.3.1 Variables independientes
e Jugo de cafia de azcar Saccharum officinarum L. (diferentes concentraciones).
e Cepa Zymomonas mobilis (libre e inmovilizada).

e Cepa Zymomonas mobilis libre e inmovilizada (diferentes proporciones).

MICAELA BASTIDAS

2.3.2 Variables dependientes

e Obtencion y caracterizacion del etanol.

Tabla 1 — Operacionalizacién de variables

Variable Indicadores indice
Concentracion del jugo de la
cafia de azucar Saccharum
officinarum L.
Cil=10 OBrix
Independientes C2=20 )
°Brix
Tipo de Célula
Jugo de la cafa de azucar | A1= Libre Nominal
(Saccharum officinarum | A2 = |nmovilizada
L). Cepa Zymomonas |~ Concentracion del inoculo
mobilis. de célula libre e
inmovilizada Zymomonas
mobilis.
B1=75 g/L
B2=10 g/L
o Solidos solubles o Brix
e pH o [H#]
e Acidez e g de &cido/L
e Densidad e g/L
¢ Grado alcoholico. e °GL
Dependientes e Alcoholes superiores. e mg/ 100 mlA.A
e Esteres, totales e mg/100 mlA.A
e Acetato de etilo e mg/100 ml A.A
Caracteristicas e Aldehidos totales e mg/100 ml A.A
fisicoquimicas del etanol. | © IS0 butanol ¢ mg/100 mIA.A
o 3-Metil-1-butanol/2- e mg/100 ml A A
Metil-1-butanol
e Biomasa e g/L
e AzUcares reductores o g/L

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru




MICAELA BASTIDAS

3.1

-8de 98 -
CAPITULO 11l

MARCO TEORICO REFERENCIAL

Antecedentes

MARTINEZ, (2010) en el trabajo de investigacion de produccidn de bioetanol con células
inmovilizadas en la fermentacion de jugo de cafia de azlcar con la bacteria Zymomonas
mobilis con células mixtas e inmovilizadas, se da la condicion éptima para la produccion
de etanol a temperatura de 30-40 °C y pH 8.5, respectivamente. Para llevar a cabo la
fermentacion con células libres en cultivo mixto se usé en un reactor agitado de 2 L, con
agitacion de 100 rpm, obteniéndose una produccion de etanol de 13.08 g/L, y un
rendimiento de 0.5773 (g prod/g sust en biomasa). La fermentacion con células
inmovilizadas en cultivo mixto se Ilevé a cabo en un reactor agitado de 0.5 L, con agitacion
de aproximadamente 100 rpm; fue inoculado primero con Zymomonas mobilis y 8 h
después Saccharomyces cerevisiae, obteniéndose una produccion de etanol de 8.42 g/L y

un rendimiento de 0.4097 (g prod/g sust en biomasa).

MARTINEZ, (2016) en el trabajo de investigacion de “Evaluacion del proceso
fermentativo utilizando células libres e inmovilizadas para obtener una bebida alcohdlica
tipo vino a partir de miel” El objetivo de este trabajo fue evaluar como la disposicion de
las células de levadura (libres o inmovilizadas) en el fermentador, el tipo de miel (floral o
mielato) y la temperatura manejada (25°C o 30 °C) influyen sobre las principales
caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales en la produccion de hidromiel. La
concentracion de azucares, etanol, acidez total, volatil y glicerol se midieron durante el
proceso. El proceso de inmovilizacion en alginato permitid la reutilizacion de las células

de levadura durante 4 fermentaciones continuas sin verse afectado su rendimiento.

KHOJA et al. (2018) En una investigacion titulada “Fermentacion de melaza de cafia de
azUcar utilizando Zymomonas mobilis para mejorar la produccion de bioetanol™, asi que se
utiliz6 como microorganismo para producir bioetanol a partir de aziicar melaza de cafia, la
cepa gram negativa, anaerdbica facultativa, en forma de baston Zymomonas mobilis
mediante fermentacion anaerdbica. El estudio se realizé para investigar las condiciones
Optimas para la produccion de bioetanol a través de un proceso de fermentacion
discontinua. La unidad de fermentacion fue disefiada para determinar el efecto de los

pardmetros de proceso como la temperatura de fermentacion, el pH, la concentracion de
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azucar y el suministro de nutrientes. La cepa Zymomonas mobilis produjo bioetanol al 9.3

% (v/v) utilizando 16 g/100mL de azucar con una eficiencia de fermentacion del 92.5.

MONTANEZ etal. (2011) en una investigacion de Fermentacion de los fructanos del
Agave tequilana Weber Azul por Zymomonas mobilis y Saccharomyces cerevisiae en la
produccion de bioetanol se estudiaron fructanos contenidos en las bases de las hojas del
agave fueron extraidos y utilizados como fuente de carbono a varias concentraciones para
la produccion de bioetanol. Se usaron dos microorganismos etanolgénicos: la levadura
Saccharomyces cerevisiae CDBB-L-331 y la bacteria Zymomonas mobilis CDBB-B-603.
Las hojas del agave tequilero (Agave tequilana Weber Azul) constituyen los residuos
agricolas del cultivo y a pesar de su alto contenido de azUcares reductores totales (ART) y
a los grandes volimenes que anualmente se generan, actualmente no se utilizan. Los
resultados muestran que la bacteria Zymomonas mobilis es capaz de crecer a mayores
concentraciones de ART, produce mayor cantidad de etanol y tolera mayores
concentraciones del mismo. El rendimiento en la produccion de etanol, la eficiencia de
conversion y la productividad volumétrica también fueron mayores cuando la fermentacion
se llevd a cabo con Zymomonas mobilis a una concentracion de 20% de azucares reductores

totales.

Marco tedrico

3.2.1 Descripcion de la Cafia de Azlcar
La cafa de azucar Saccharum officinarum L. es una graminea tropical, un pasto
gigante emparentado con el sorgo y el maiz en cuyo tallo se forma y acumula un
jugo rico en sacarosa, compuesto que al ser extraido y cristalizado forma el azucar.
La sacarosa es sintetizada por la cafia gracias a la energia tomada del sol durante la
fotosintesis CONADESUCA, (2015).
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Clasificacion Taxonomia
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Commelinidae
Orden Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Panicoideae
Tribu Andropogoneae
Genero Sacharrum
Especie S.officinarum

Extraido de CONADESUCA, (2015)

3.2.3 Morfologia de cafa de azucar Saccharum officinarum L.
La cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) es una planta monocotileddnea que
pertenece a la familia de las pomaceas. Morfoldgicamente la planta nos permite
notar diferencias y conocer las especies y variedades que existen para después poder
hacer una relacion en cuanto al rendimiento y su adaptacion en cuanto a
comportamiento.
Es un cultivo plurianual desde la siembra a la cosecha el cultivo puede durar desde
14 y hasta 17 meses, esta plantacion dura aproximadamente 5 afios. Tiene un tallo
macizo de 2 a 5 metros de altura con 5 0 6 cm de didmetro y el sistema radicular lo
compone un robusto rizoma subterrdneo; puede propagarse por estos rizomas y de
tallo, en este periodo la cafia de azUcar pasa por cuatro etapas: germinacién y/o
emergencia, raiz, tallo, yema, hojas y vainas, inflorescencia, ahijamiento, rapido
crecimiento y maduracion (Figura 1). La cafia tiene una riqueza de sacarosa del
14% aproximadamente, aunque varia a lo largo de toda la recoleccion MORENO,
(2017).

Hojas y Inflorescencias
vaina

Figura 1 — Morfologia de la planta de cafia de azlUcar. Extraido de
MORENO,(2017)

MICAELA BASTIDAS
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3.2.4 Caracteristicas de cafia de azucar Saccharum officinarum L.
En general, las caracteristicas principales de la cafia de buena calidad dependen de
factores relacionados como las caracteristicas agrondémicas, condiciones

agroclimaticas, aspectos morfoldgicos estas cualidades le confieren la calidad de

jugo.

Posteriormente se esquematiza en la siguiente (Figura 2), el resume las
caracteristicas que debe reunir la cafia de azlcar de buena calidad. Aunque la
calidad de los jugos esta determinada principalmente por un alto nivel de sacarosa,
otros constituyentes quimicos de caracter organico determinan la calidad del

procesamiento y del producto final. Por lo cual se describe a continuacion:

CARACTERISTICASDELA c.a‘:ga DE AZUCAR

- 1 ——
[ Attaproduccion | | De facil manejo | | ARE (%) alto |
I |
I | De porte erecto I | Cafia fresca I
| Alta Ton Az/Ha'afio I I I
I | Crecimiento uniforme I | Sin dafios I
I I
| Maduracion I | Facil de cortar I | Cafia impia I
|
I | De facil remocion de basura I | Maduracion uniforme I
| Buen vigor I l l
| Con alta gravedad especifica I | Alto nivel de sacarosa I
1
| Desarrollo rapido v bueno I | Tallos larzos I Alta pureza {bajo
' contenido de almidones,
Z0mas, ceras,
Tallos limpios aricares reductores)
| Buena gearminacion I l l
I | Tallos cilindricos I | Fibra baja v larzas I
I
| Cardcter agronomico I | Morfologzia de la cafia I | Calidad dde los jugos I

Figura 2 — Caracteristicas de la calidad de cafia de azucar. Extraido de
LARRAHONDO, (2018)
a) Variedades de cafia de azucar en el Pert
En la década de los 50 se introdujeron variedades hawaianas como la H32-8560,
que hasta la fecha sigue manteniéndose con buenos resultados. Las principales
variedades de cafia de azUcar que se cultivan en el Per( son 18. Estas variedades,
difieren en caracteristicas como brotamiento, formacién de macollo,

crecimiento, acame, riqueza de pol y capacidad soquera. Las variedades de

MICAELA BASTIDAS
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brote mas rapido son la H44 - 3098, H50 - 7209, H52 - 4610, H55 — 8248, H50-

2036, H57- 5174 (Tejada, 2013).

Las variedades mas utilizadas son:

Tabla 3 — Variedades de cafia de azUcar en el Peru

Variedades Ciclo (Meses) % Floracion
Azul Casa 17 - 18 45
Grande:
H32-8560 17 - 18 40
Mex 73-523 ingreso hace 12 afios 25
H69-3904 15-16 No florea - Florea poco
Mex 69-420 ingreso hace 12 afios 28- 30
PR 61-632 *Forma tallos muy gruesos, buen peso y tamafio
(Puerto rico)
H32-8560 * de las 21 variedades solo quedaron estas; H50-7209,
(Hawayanas) H44-3098, H50-2036, H575174.
PCG12-745 * Se hizo mejoramiento genético en Perd
(Peru Casa
Grande)

Extraido de TEJADA (2013)

Las otras variedades més utilizadas son también como, San Jacinto es la
PCG12 — 745 (Azul Casa Grande) en 36.70% de la superficie cultivadas, el
problema de esta variedad es que florea mucho. Cita Agro banco TEJADA,
(2013).

b) Composicién de la cafia de azucar

Con respecto a la composicion fisico quimico del “jugo de cafia de aztcar” se
incluyé un nivel minimo del 75,0% de azUcares totales (expresados como
sacarosa), asi como también un nivel maximo del 10,0% para azUcares
reductores, ya que para favorecer la granulometria y reducir los cambios
reoldgicos, es necesario contar con un nivel maximo de azUcares reductores
MARCET et al., (2017).

El jugo de cafia de azUcar tiene una composicion promedio que se muestra en

el cuadro.
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Tabla 4 — Composicion quimica de los tallos y de los jugos de la cafia de

azlcar
CONSTITUYENTE PORCENTAIJE
Agua 73-76
Sélidos 24 — 27
Solidos Solubles (°Brix) 10-16
Fibra (Seca) 11-16
EN EL JUGO:
Azlcares
- Sacarosa 75-92
- Glucosa 70 - 88
- Fructuosa 2-4
Sales
- Inorganicas 3.0-34
- Orgéanicas 15-45
Acidos Organicos 1-3
Aminoacidos 15-55
- Otros No Azucares 15-25
- Proteina 0.5-0.6
- Almidones 0.001 - 0.050
- Gomas 0.3-0.6
- Ceras, Grasas, etc. 0.15-0.50
Compuestos Fendlicos 0.10-0.80

Extraido de MARCET et al. (2017)

En casos generales la cafia de azUcar esta constituida principalmente por Jugo
y Fibra, siendo la Fibra la parte insoluble en agua formada por Celulosa, la
gue a su vez se compone de azlcares simples como la Glucosa (Dextrosa). A
los Solidos Solubles en agua expresados como porcentaje y representados por
la Sacarosa, los Azlcares Reductores y otros componentes, comunmente se
les conoce como °Brix. La relacién entre el contenido de Sacarosa presente en
el jugo y el °Brix se denomina Pureza del Jugo. La tabla 4 revela que en la
Cafia de Azucar el contenido de agua representa entre el 73 y el 76%. Los
Solidos Solubles Totales (°Brix % Cafa) fluctian entre 10 y 16%, y la Fibra
(% de Cana) varia entre 11y 16%, de la misma manera la composicion de la
Cafia, el 99% corresponde a los elementos Hidrdgeno, Carbono y Oxigeno. Su
distribucion en el tallo es de aproximadamente un 74,5% de agua, 25% de
Materia Organica y 0,5% de Minerales REIN, (2012).

Para muchos tecnologos y especialistas, la Cafia como materia prima se

constituye fundamentalmente de Fibra y Jugo, donde:
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CANA = JUGO + FIBRA

CANA = FIBRA + S6LIDOS SOLUBLES (BRIX)
La Fibra se define como la fraccion de sustancias insolubles en agua que tiene
interés no sélo por su cantidad sino también por su naturaleza, y el jugo como
una solucion diluida e impura de Sacarosa.
Los Azlcares se representan a su vez por la Sacarosa, la Glucosa y la
Fructuosa, manteniendo la primera el mayor porcentaje, el cual puede alcanzar
valores préximos al 18%. Los otros azucares del jugo aparecen en
proporciones variables, dependiendo del estado de maduracion de la materia
prima. La Sacarosa se Hidroliza con facilidad en soluciones acidas segun la
siguiente reaccion:
C12H22011 + H20 -----==---mmmmmmmmeee CeH1206 + CeH120s6
Sacarosa Glucosa Fructuosa
A esta reaccion Hidrolitica se le aplica generalmente el nombre de Inversidn
y los Monosacéaridos: Glucosa y Fructuosa producidos reciben el nombre de
Azlcares Reductores. En el caso de Cafias maduras, los AzUcares Reductores
contribuyen relativamente poco en la mayor recuperacion de azucar en forma
de cristales.
La Glucosa es un componente normal de la Cafia de AzUcar en cualquier fase
de Desarrollo de la planta, encontrandosele en el jugo en mayor o menor
cantidad. La Fructuosa o Levulosa se encuentra en mayores concentraciones
en Cafias que aln no alcanzan su madurez fisioldgica y disminuye conforme
este estado avanza y la planta madura VALENZUELA, (2014).

3.2.5 Requerimientos para el cultivo de la cafia de azucar

La cafia de azicar como cultivo se desempefia bien en suelos sueltos, profundos y
fértiles. Si se cuenta con riego podremos lograr mejores rendimientos que en suelos
sin regar. Puede producirse también en suelos marginales como los arenosos y
suelos arcillosos con un buen drenaje. No se recomienda para suelos franco-limosos
y limosos. Se adapta bien a los suelos con pH que va desde 4 a 8.3 ASCENCIQOS,
(2013)

La cafia de azUcar se cultiva con éxito en la mayoria de suelos, estos deben contener
materia organica y presentar buen drenaje tanto externo como interno, y que su pH
oscile entre 5.5 a 7.8, para su éptimo desarrollo. La cafia de azucar se adapta a un
amplio rango de condiciones climaticas, pero se desarrolla mejor en regiones

tropicales, célidas y con amplia radiacion solar. La temperatura, la humedad y la
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insolacion son factores que determinan el crecimiento y produccion de la cafia de

azUcar. El clima ideal para su desarrollo es:

e Clima subtropical y tropical.

e Un verano largo y caliente.

e Planta C4, > 60 lux (lumen/m?2), (600 W/m?2).

e Lluvia adecuada durante el periodo de crecimiento de 1500 mm a 1800 mm.
e Clima seco soleado.

e Frio en la época de maduracién y cosecha 12 a 14°C.

e Humedad relativa en crecimiento 80 — 85%.

e Humedad relativa en maduracion 45 — 65%.

e Ausencia de vientos fuertes.

Las cualidades con lo que respecta a la fertilidad del suelo, se acepta
internacionalmente que la planta de cafia de azUcar puede tolerar variaciones
severas en la fertilidad y en el equilibrio nutricional; por lo tanto, los rendimientos
agroindustriales decrecen en la medida en que los niveles de fertilidad son bajos

o mal equilibrados. Los factores que limitan la productividad de este cultivo se

presentan:
o o Procesos fisiologicos
Accion indirecta = e— Accion directa
afectados
Latitud Radiacion Fotosintesis
Altitnd Estacion de crecimiento X 4 Crecimiento
Lhvias Temperatura Floracion
\
Topografia Agua del suelo / \ Balence Hidrico
) \
/KW
Textura del suelo Aireacion del suelo Respiracion
Composicion del suelo Minerales del suelo Absorsion de minerales

Figura 3 — Caracteristicas Factores limitantes de la productividad del cultivo
de cafia de azucar, Extraido de CASTRO et al., (2017)
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Zymomonas mobilis
Es una bacteria anaerobia facultativa Gram negativa identificadas como el

microorganismo responsable de la turbidez y de la modificacion del sabor y
aroma ocurridos en el proceso de fermentacion, de que esta bacteria solo
fermenta tres tipos de azucares glucosa, fructosa y sacarosa, es mas Zymomonas
mobilis es de gran interés para la industria de la produccién de etanol; debido a
su morfologia ha hecho de metabolizar su sustrato por via Ender-Doudoroff
YANG et al. (2016).
Zymomonas mobilis, durante su evolucién se ha especializado para crecer en
plantas de savia con alto contenido de azlcares, exclusivamente para la
conversion carbohidratos a piruvato y posterior descarboxilacion de éste por la
enzima piruvato descarboxilasa para dar lugar a la produccién de etanol
ABARCA, NAVARRETE y CARPIO, (2010).

3.2.6 Clasificacion cientifica

Tabla 5 — Clasificacién cientifica de la bacteria Zymomonas Mobilis

Reino Bacteria
Phylum Proyeobacteria
Clase Alfa proteobacteria
Familia Sphingomonadaceae
Orden Sphingomonadales
Genero Zymomonas
Especie Z. mobilis

Extraido de Swings y De Ley (1977)
3.2.7 Descripcion fenotipica de Zymomonas mobilis
1.- Bastdn gran negativo de 1 a 5um de ancho y de 2 a 6 um de largo.
2.- Inmovil o movil debido a la presencia de 1 a 4 flagelos lofotricos.
3.- Arreglo celular pleomorfico (cadenas, rocetas, filamentos).
4.- Ausencia de esporas, de capsulas y de constituyentes de almacenamiento
celular.
5.- Catalasa positiva y oxidasa negativa.
6.- Anaerobio y microaerofilico.
7.- La ausencia de sacarosa es inducible y puede ir acompafiada de formacion
levanas.
8.- Las unicas fuentes de carbono que metabolizan son: glucosa, fructosa y
sacarosa.
9.- contenido de G+C de 47,5 a 49,5%.

10.- Talla de genoma 1.5x109 kdaltones, aproximadamente 1500 cistrones.
Extraido de ABARCA, NAVARRETE y CARPIO, (2010)
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3.2.8 Necesidades nutritivas

Zymomonas mobilis es una bacteria quimiorganotrofa que presenta auxotropia por
el pantotenato de calcio y en algunos casos por la biotina. El nitrgeno necesario
para el crecimiento puede proporcionarle por el medio de sales minerales,
aminoacidos o Péptidos.

Los nitratos no son asimilados por la bacteria. EI azufre, magnesio y potasio son
proporcionados en forma de sales. Los oligoelementos (Mo, Fe, Zn, Mn, etc)
necesarios para el metabolismo de la bacteria se encuentra en estado de trazas en
las sales utilizadas para la preparacion del medio del cultivo ABARCA,
NAVARRETE y CARPIO, (2010).

3.2.9 Metabolismo de la bacteria Zymomonas mobilis

Zymomonas mobilis solo fermenta la glucosa, la fructosa y la sacarosa, por lo tanto,
presenta la particularidad de no asimilar practicamente ninguna otra fuente de
carbono, aunque se ha reportado que pueden metabolizar la rafinosa, posteriormente
estos azlcares son transportados al interior de la célula por medio de difusion
facilitada mediante un acarreador, son fosforiladas por una quinasay se metabolizan
por la via de Enter-Doudoroff (fig. 4), siendo una de las pocas bacterias que utilizan
esta ruta, la cual se encuentra como micro organismos aerobios estrictos facultativos
KALNENIEKS, (2014).

Glucose

l ATP
ADP

Glucose - 6 -phosphate
NATY
NATDH?Z
6 - Phosphogluconic acid

l H2O

2 - keto - 3 - deoxyv - 6 - Phosphogluconic acid

KDPG aldolasa

Pvnrvic acid Glvceraldehwde - 3 - phosphate
l c 2ADP
2ATP
Acetaldehyde + CO2
l NADEH?2 c NAD
™A NADH2
ETHATNOL Pi:r‘l.rvii acid

Aceltaldehvde + CO2

NADH?2
c NAD

ETATNOL

Figura 4 — Caracteristicas Via metabdlica de degradacion de sustrato de
Entner - Doudoroff en Zymomonas mobilis. Extraido KALNENIEKS, (2014)
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3.2.10 Curva de crecimiento (Fed. Batch)

3.2.11

El crecimiento microbiano sigue diferentes curvas de crecimiento de acuerdo al
tipo de cultivo que se realiza (batch, fed batch, continuo y discontinuo), el cultivo
fed batch esta entre el cultivo tipo batch y continuo; aqui se busca alargar la fase
exponencial de produccion de biomasa para aumentar la cantidad de la misma. El
proceso de produccién comienza como si fuera un cultivo tipo batch, cuando los
substratos de crecimiento han sido consumidos, se agregan de nuevo al cultivo
permitiendo alargar la fase exponencial y mientras la fermentacion discontinua
puede ser considerada como un “sistema cerrado”. A tiempo cero, la solucion
esterilizada de nutrientes se inocula con microorganismos y se permite que se lleve
a cabo la inoculacion en condiciones 6ptimas de fermentacion. A lo largo de toda
la fermentacion no se afiade nada, excepto oxigeno (en forma de aire), un agente
antiespumante y acidos o bases para controlar el pH. La composicion del medio de
cultivo, la concentracién de la biomasa y la concentracion de metabolitos cambia
generalmente en forma continua como resultado del metabolismo de las células.
Después de la inoculacion de una solucion nutritiva estéril con microorganismos y
su cultivo en condiciones fisiologicas CASTILLO, (2010).

BIOMASA

TIEMPO

Figura 5 — Curva de crecimiento en cultivo (Fed. Batch), Extraido de
GARCIA, (2012)

Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo
del tiempo incrementando ordenadamente de todos los elementos y componentes
de ese sistema. Por tanto, no nos referimos al crecimiento de un Unico
microorganismo que denominaremos ciclo celular, sino al demografico de una
poblacion. En este tema nos centraremos en el crecimiento de bacterias, el estudio
que se hace puede servir también para entender el crecimiento de levaduras y de

otros hongos. El crecimiento bacteriano podemos estudiarlo desde dos puntos
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como a escala individual y exponencial. También el estudio del crecimiento a nivel

de poblaciones se incluye como cinética de crecimiento, factores que afectan al

tiempo de generacion y los factores ambientales que limitan el crecimiento.

Los factores que afectan la rapidez del crecimiento, es el efecto de la concentracion
del sustrato; que representa la concentracién total del microorganismo en una
reaccion de enzima sustrato, por lo que no resulta un factor limitante CALDERON
(2017).

Descripcion del etanol

El alcohol es un liquido incoloro y volatil que esta presente en diversas bebidas
fermentadas, en concentraciones que van desde el 5% hasta el 20%, Algunos de
estos fermentos se destilan por medio de un alambique para aumentar su
concentracion etilica hasta un 40%; dependiendo del género de bebida que lo
contenga, el alcohol aparece acompafiado de distintos elementos quimicos que lo
dotan de color, sabor, olor aroma suave, y otras caracteristicas, con bajo contenido
de impurezas y de buena aceptacion por los productores y consumidores.

Es mas que el etanol, se considera un combustible biodegradable derivado del uso
de la energia solar almacenada en la biomasa, oxigenado y libre de azufre. Como
el carbono en su cadena es de origen vegetal, al ser liberado durante la combustion
no contribuye en el Balance neto de produccion de dioxido de carbono,
disminuyendo el efecto en el calentamiento global y la contaminacién urbana
THORNTON y NIELSON, (1999).
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3.2.13 Especificaciones técnicas

Tabla 6 — Caracteristicas organolépticas

Aspecto Limpido y Transparente.
Color Incoloro.

Olor Caracteristico.

Sabor Caracteristico.

Extraido de THORNTON y NIELSON (1999)
Tabla 7 — Requisitos fisicoquimicos del etanol obtenido a partir de la cafia de azUcar

Caracteristica Minimo maximo
Grado alcohdlico en GL A 20°C 42 50
Extracto seco a 100°C (g/l) - 0.5
Acidez total expresada en acido acético (g/l) - 0.3
Acidos volatiles expresado en acido acético en 100 - 0.15
cm? de aalcohol anhidro.

Esteres expresado en acetato de etilo en 100 cm® de - 0.2
alcohol anhidro.

Aldehidos expresados en aldehido acético en 100 - 0.001
cm? de alcohol anhidro.

Metanol (g/l) - 0.02
Furfural en gramos por 100 cm? de alcohol - 0.004
anhidro.

Alcoholes superiores expresados en alcohol 0.10 0.30

isobutilicoen g

Extraido de THORNTON y NIELSON, (1999)
3.2.14 Metodologia de produccién
El etanol producido a partir de la cafia de azucar sigue el siguiente diagrama de

flujo.

MICAELA BASTIDAS
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Cana dfiAzﬁcar

Recepcion
v
Molienda
v

Controles diarios
- Fermentacion = pH, T (°C), °Brix,
Acidez, densidad

Preparacion
Decantacion

v

Decantacion
Destilacion

y

Envasado
v

Etiqueta
v

Almacenamiento

Figura 6 — Diagrama de flujo cualitativo para la produccion de etanol de cafia
de azUcar.

3.2.15 Ecuacion de monod
La ecuacion de Monod es un modelo matematico para determinar el crecimiento
de microorganismos. Lleva el nombre de Jacques Monod, quien propuso usar una
ecuacion de esta forma para relacionar las tasas de crecimiento microbiano en un
ambiente acuoso con la concentracion de un nutriente limitante. La ecuacion de
Monod tiene la misma forma que la ecuacion de Michaelis-Menten, pero se
diferencia en que es empirica, mientras que la Gltima se basa en consideraciones
tedricas TREJOS, ALZATE y GARCIA (2009).

g

(=, ——
! K+ S

3.3 Marco conceptual
Acido graso: Cualquiera de los numerosos acidos alifaticos monocarboxalicos saturados
0 no saturados, incluyendo muchos que pueden encontrarse en la forma de esteres o
glicéridos, en mantecas (grasas), ceras y aceites esenciales.
Aldehido: Un precursor quimico del alcohol. En algunos casos, el alcohol puede ser
oxidado por aldehidos, creando sabores no deseados (“off-flavors™).

Biomasa: Masa o0 peso de los seres vivos de una especie por un area determinada.
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Dextrina: Una molécula de azlcar compleja, sobrante (resultante) de la accion de la

enzima diastasica sobre el almidon.

Esterilizacion: Eliminacién o muerte de todos los microorganismos que contiene un
objeto o sustancia, y que se encuentran acondicionados de tal forma que no pueden
contaminarse nuevamente.

Esteres: Compuestos aromaticos formados a partir de alcoholes por accion de la
levadura. Tipicamente huele como a fruta.

Flavor: Termino que implica la percepcion integral y global de todos los sentidos que
participan (olfato, gusto, vista, tacto y oido) en el momento de consumir la bebida.
Graduacion alcoholica: o grado alcoholico volumétrico de una bebida es la expresion
en grados del nimero de volimenes de alcohol (etanol) contenidos en 100 volumenes del
producto, medidos a la temperatura de 20°C. Se trata de una medida de concentracion
porcentual en volumen.

Hidrdlisis: El proceso de disolucion o descomposicion de una estructura quimica en agua
por medios quimicos o bioquimicos.

Levaduras salvajes: Son aquellas que no son deliberadamente utilizadas 6 no estan bajo
control de esta forma se incluyen tanto las perjudiciales como las inocuas sin efectos
detectables.

Metabolitos: Sustancia de bajo peso molecular, que se transforma generalmente
mediante accion enzimatica, durante el metabolismo.

Mosto: Es la solucién en agua potable de carbohidratos, proteinas, sales minerales y
demas compuestos resultantes de la degradacién enzimatica de la malta, con o sin
adjuntos cerveceros, realizada mediante procesos tecnoldgicos adecuados.

Metanol: Es un compuesto organico perteneciente a la familia de los alcoholes.

Antiguamente conocido como alcohol de madera.
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CAPITULO IV
METODOLOGIA
Tipo y nivel de investigacion
El tipo de investigacion del presente trabajo de investigacion corresponde a una
investigacion de tipo experimental ya que permitié que las variables de estudio que se han
planteado en los objetivos como las concentraciones de jugo de cafia de azlcar Saccharum
officinarum L., concentracién del inoculo de la cepa y la condicion en estado libre e
inmovilizadas de Zymomonas mobilis es alli donde se manipularon de forma intencionada
las variables independientes y se dimensiono el efecto de cada una de ellas en los analisis y
las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos volatiles en la fermentacion.
Respecto al nivel, la investigacion es de caracter explicativo.
Disefio de la investigacion
En el presente trabajo de investigacion el disefio experimental que se utilizo, corresponde a
un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial de 23 con 8 tratamientos y
tres repeticiones para garantizar la confiabilidad de los resultados, donde los dos factores
estudiados fueron: los dos niveles son la concentracion del jugo de la cafia de azucar 10, 20
°Brix, las diferentes concentraciones celulares del inoculo de 7.5 g/L y 10 g/L de
Zymomonas mobilis y la condicion de las células libres e inmovilizadas de Zymomonas
mobilis, las temperatura de fermentacidn fueron constantes con 38°C.
Los factores de respuesta fueron: contenido como de los sélidos solubles (°Brix), pH,
densidad, acidez, grados alcohdlicos, extracto seco, azucares reductores, acidez volatil,
aldehidos, esteres, alcoholes superiores etc.
Donde los resultados fisicoquimicos y compuestos volatiles se evaluaron mediante el analisis
de varianza (ANOVA) para ver si existe diferencias significativas cuantitativamente y como
también realizo la comparacion de medias por Tukey DI RIENZO et al., (2011).
Factores en estudio
Factor A: Concentracion del jugo de la cafia de azicar Saccharum officinarum L.
Al =20 °Brix
A2 =10 °Brix

Factor B: Estado de la bacteria:
B1 = Libre

B2 = Inmovilizadas

Factor C: Concentracion del inoculo de célula libre e inmovilizado Zymomonas mobilis.
Cl=75¢g/L
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C2=10¢g/L

Tabla 8 — Tratamientos en estudio

Tratamientos | Factor A Factor B Factor C Combinaciones
T1 20 Inmovilizadas 7.5 Al1B1C1
T2 20 Inmovilizadas 10 Al1B1C2
T3 10 Inmovilizadas 7.5 Al1B2C1
T4 10 Inmovilizadas 10 A1B2C2
T5 20 Libres 7.5 A2B1C1
T6 20 Libres 10 A2B1C2
T7 10 Libres 7.5 A2B2C1
T8 10 Libres 10 A2B2C2

NUmero de repeticiones: Tres (3)
Numero de tratamientos: ocho (8)
Numero de unidades experimentales: Veinticuatro (24)

Temperatura de fermentacion de estudio 38 °C

4.4 Poblacion y muestra

La poblacion de estudio estd constituida por el jugo de la cafia de azucar Saccharum

officinarum L. proveniente del valle de Pachachaca.

4.4.1 Muestra
Técnica de muestreo
El muestreo de la presente investigacion fue de un muestreo no probabilistico aleatorio
debido a que el jugo de la cafia de azucar Saccharum officinarum L. a utilizase es de
la misma poblacion.
Con lo que respecta de la cepa Zymomonas mobilis, se tom6é mediante criterios

tecnoldgicos.

Tamarfio de muestra

Para los ocho tratamientos con tres repeticiones se utilizd 36 litros de jugo de cafia de
azucar de procedencia de valle de Pachachaca de la provincia de Abancay-Apurimac, y
también se utilizo fraccionadamente de 7.5 g/L, 10 g/L de células libres e inmovilizadas

de Zymomonas mobilis.
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4.5 Procedimiento

Con el fin de lograr los objetivos de la presente investigacion se dividio en etapas de manera
sistematica y consecuentemente para poder facilitar el estudio, recoleccion y el reporte de

datos.
ETAPA |

4.5.1 Obtenciony Caracterizacion del Etanol con Células Libres Zymomonas Mobilis
45.1.1 Mantenimiento de la cepa Zymomonas mobilis

La cepa de Zymomonas mobilis fue adquirida de la Universidad Nacional
san Cristobal de Huamanga y conservada en el laboratorio de biotecnologia
de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac se llevo en una
refrigeradora a 5°C.
4.5.1.2 Proliferacion de cepas la cepa de Zymomonas mobilis
Para este procedimiento se utilizaron los medios sugeridos que se

muestra en (tabla 9), con la siguiente composicion:

Tabla 9 — Composicion del medio del pre cultivo extracto de malta

Compuesto Composicion (g/L)
Extracto de levadura 0.2
Glucosa 10
K2HPO4 3H20 0.2
Peptona 0.2
NH4)2.3H20 0.2
MgS0O4.7H0 0.2
Agar extracto de malta 2.0

Se prepararon 100 ml de medio de cultivo enriquecido con un pH 6.5, los componentes de
los medios se pesaron en una balanza analitica de la marca OHAUS adventurer, se realizd
la dilucion y/o la homogenizacion del medio posteriormente sometio a la esterilizacion en
un auto clave por un periodo de 15 minutos a una presion de 18 PSI.

En vista de ello se retird el medio enriquecido y luego se prosiguié a transferir
inmediatamente a las placas Petri y se esperd que se solidifique a temperatura ambiente y
una vez que el medio estuvo solidificado, se realizo el sembrando con la ayuda de una asa

bacteriol6gicamente previamente esterilizada de la cepa Zymomonas mobilis y luego se
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Ilevé a la incubadora y se mantuvo en un tiempo de 48 horas a una temperatura constante

de 38° C, alli es donde que observo el crecimiento de la cepa Zymomonas mobilis y
posterior se sometio en refrigeracion a 5 °C. (GARCIA, 2012).

4.5.1.3 Conservacion de Zymomonas mobilis

La cepa se resembré mensualmente y fue conservada en un refrigerador Samsung a una

temperatura entre 5°C.

4.5.1.4 Preparacion del pre cultivo
Se realiz6 la preparacion del medio a enriquecer en un medio de solucién de 100 ml con
nutrientes en un matraz de 250 ml en agua destilada y se afiadié de acuerdo con las

siguientes composiciones:

Tabla 10 — Composicion del medio del pre cultivo extracto de malta

Compuesto Composicion (g/L)
Extracto de levadura 0.2
K2HPO4 3H20 0.2
Peptona 0.2
NH4)2.3H20 0.2
Glucosa 10
Glucosa 10
MgSQO4.7H20 0.2

y se prosiguid la homogenizacion de la solucién y luego se ajusté a un PH= 6.5 con
hidroxido de sodio a 0.1N y seguidamente se realiz6 el auto clavado por un tiempo de
15 minutos y a una presién de 18 PSI, una vez culminado el tiempo de auto clavado se
prosiguio a temperar (T=22°C), y luego realizo la inoculacién de la cepa Zymomonas
mobilis de las placas petris al contenido del matraz, una vez culminado se someti6 a la
incubadora a una temperatura constante de 38°C por un tiempo 48 horas, alli es donde que
hubo la produccién de la biomasa de la cepa Zymomonas mobilis, y luego se tuvo que
someter a refrigerar (5°C) y de esta manera se frend el crecimiento de la cepa Zymomonas
mobilis, luego de todo este proceso el pre - cultivo estuvo listo para realizar la

fermentacion con las células libre.
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4.5.1.,5 Determinacion de la produccion de la biomasa

En este caso se realiz6 de la obtencion de la biomasa de Zymomonas mobilis por medio

agitacion constante a temperatura constante 38 °C en bafio Maria.

4.5.1.6 Preparacion del medio de zumo de cafia de azUcar para células libres de
Zymomonas mobilis.

Se realiz6 la extraccion del zumo de jugo de jugo de cafia de azlcar Saccharum
officinarum L., para este fin del proceso se tuvo que buscar la estandarizacién de la
fermentacion del medio de del jugo, para mayor detalle especificamos mediante la (Fig.
7).

Jugo de cafia de
Azucar

v

Filtrado del jugo
v

Medicién y ajustes de
concentracion de los
solidos .

v
Pasteurizacion del jugo — T=85°C

v

Atemperado del jugo
para la inoculacion L

v

Inoculacion del C,=10¢gL
precultivo | Cp=75¢L

[ pHi=49
— °Brix =20
pHf =6.5

1

T=22°C

Figura 7 — Preparacion del medio de jugo de cafia de azUcar

Saccharum officinarum L., para células libres de Zymomonas mobilis

4.5.1.7 Proceso de fermentacién

En ésta etapa se llevd a cabo del proceso de fermentacién para la
obtencion y caracterizacion de etanol con células libres a partir de jugo
de Cafia de AzUcar Saccharum officinarum L., se trabajd en una
incubadora acondicionada para tal proceso de fermentacion, cuya la
temperatura se mantuvo a constante a 38°C, las muestras se colocaron en
baldes fermentadores con cualidades de un bio reactor de capacidad de
1.5 Lts, los sustratos como jugo de cafia de azUcar y las concentraciones

celulares Zymomonas mobilis con que se trabajaron fueron con (10, 20
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°Brix) y ( 7.5y 10 g/L) de inoculo, las cuales se realiz6 por triplicado

todas las fermentaciones por un periodo de tiempo de 60 horas.

4.5.1.8 Obtencidn y caracterizacién del etanol

En esta etapa de investigacion se realizd un estudio exhaustivo en
condiciones controladas del proceso de fermentacion del jugo de Cafia
de Azucar para la obtencion y caracterizacion de etanol, se analiz6 todas
las muestras rigiéndose bajo las normas técnicas peruanas de las bebidas
fermentadas. Como se muestra en la (tabla 10) y posteriormente se
realiz6 las tomas de muestras de los tratamientos de la obtencion del

etanol producidos célula libre de Zymomonas mobilis.

Fermentacion

~ Solidos solubles = (“Brix)

pH= (+H)

Acidez
Medicion |~ Densidad = (g/cm3)

Biomasa = (g/ml)

Alcoholes superiores = (mg/ 100 ml A A)
_ DNS =(gL)

Etanol

Figura 8 — Diagrama flujo de caracterizacion de etanol Anélisis

fisicoquimicos

Tabla 10 — Analisis fisicoquimicos

Parametros Tecnica Segun

Acidez total La técnica A.O.A.C. N° 945-08
o (NTP 2006)
se utilizara la técnica A.O.A.C. N° 2

Alcoholes superiores: . ,
P Por el método de picnometria NTP
210.003

Esteres totales NTP 210-021 6 NTP 211.035

(NTP 2006)
Aldehidos totales NTP 211.038 6 NTP 211.0.35

Metanol NTP 210. 0.22 6 NTP 211.035

Extracto seco NTP 211. 041
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45.2 Obtencion y Caracterizacion del Etanol con Células Inmovilizada de

Zymomonas mobilis

4521

Proliferacion de la cepa Zymomonas mobilis
Para este procedimiento se utilizaron los medios sugeridos que se muestra

en (tabla 11), con la siguiente composicion:

Tabla 11 — Composicion del medio del pre cultivo extracto de malta

Compuesto Composicion (g/L)
Extracto de levadura 0.2
K2HPO4 3H20 0.2
Peptona 0.2
NHa4)2.3H20 0.2
Glucosa 10
MgSQO4.7H20 0.2
Agar extracto de malta 2.0

Se prepararon 100 ml de medio de cultivo enriquecido con un pH 6.5, los
componentes de los medios se pesaron en una balanza analitica de la
marca OHAUS adventurer, se realizo la dilucion y/o la homogenizacion
del medio posteriormente sometié a la esterilizacion en un autoclave por
un periodo de 15 minutos a una presion de 18 PSI, en vista de ello se
retir0 el medio enriquecido y luego se prosiguié a transferir
inmediatamente a las placas Petri y se esper0 que se solidifique a
temperatura ambiente y una vez que el medio este solidificado, se realizd
el sembrando con la ayuda de una asa bacteriol6gicamente previamente
esterilizada de la cepa Zymomonas mobilis y luego llevo a la incubadora
y se mantuvo en un tiempo de 48 horas a una temperatura constante de
38° C, alli es donde que observo el crecimiento de la cepa Zymomonas

mobilis y posterior se sometio en refrigeracion a 5 °C.

4.5.2.2 Conservacion de Zymomonas mobilis
La cepa se resembré mensualmente y fue conservada en un refrigerador

Samsung a una temperatura entre 5°C por unos 25 dias.
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4.5.2.3 Preparacion del pre cultivo

Se realiz0 la preparacion del pre cultivo en 100 mL de agua destilada con
nutrientes en un matraz de 250 mL y se prosigue a enriquecer el medio

de acuerdo con las siguientes composiciones (tabla 12).

Tabla 12 — Composicién del medio del pre cultivo extracto de malta

Compuesto Composicion (g/L)
Extracto de levadura 0.2
K2HPO4 3H20 0.2
Peptona 0.2
NH;)2.3H20 0.2
Glucosa 10
MgS0O4.7H20 0.2

y se realizd la homogenizacion de la solucion y luego se ajusto a un
PH= 6.5 con hidréxido de sodio a 0.1N y seguidamente se realizo el
auto clavado por un tiempo de 15 minutos y a una presion de 18 PSI,
una vez culminado el tiempo se realiz6 el atemperado a medio
ambiente (T=22°C), y luego realizo la inoculacion de la cepa
Zymomonas mobilis del contenido del matraz, una vez culminado se
sometio a bafio Maria con agitacion constante y a una temperatura
constante de 38°C por un tiempo 48 horas, alli es donde qué ocurre
la produccién de la biomasa de la cepa Zymomonas mobilis, y luego
se retira para transferir a la refrigeracion de (5°C) y de esta manera
se frena el crecimiento de la cepa (Zymomonas mobilis), luego de
todo este proceso el pre - cultivo estara listo para realizar la
inmovilizacion GARCIA, (2012).
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Zymomonas mobilis [ H,0 destilada= 100 ml
Extracto de lev=0.2g/L
! k,HPO, 3H,0 = 0.2
. —  NH)3H,0 =0.2
Preparacion del MeSO, TH,0 = 0.2
pre cultivo Peptona =0.2 g/l
¢ L Glucosa=10gL
Ajuste pH de precultivo - PH=065
v -
Autoclavado — T=121°C y P° =18 psi
Atemperado - T=22°C
I L

Inoculacion de la cepa
Zymomonas mobilis

Incubacic | T=38°C
ncubacion Tiempo = 3 dias
Inmovilizacion | T=4°C
Zymomonas mobilis Algnato de sodio 2%

Obtencion en perlas
Zymomonas mobilis

'

Conservacion de la
inmovilizacion
Zymomonas mobilis,
en solucion de glucosa

Figura 9 — Diagrama de flujo para la inmovilizacion de la

Zymomonas mobilis

4.5.2.4 Inmovilizacién de la célula Zymomonas mobilis

Antes de la inmovilizacion se realiz6 los siguientes procedimientos:

Se realizo el pesado de 4 gramos de alginato de sodio al 2% en una
balanza analitica de la marca OHAUS adventurer y se procedié a
afiadir 100 ml en agua destilada auto clavada y esterilizada y se mezclo
homogéneamente.

Posteriormente también se realizé el pesado de 0.8 gr de cloruro de
calcio y se afiadi6 en 100 ml de agua destilada, también se realizé el
pesado de 9 gr de cloruro de sodio (sal y/o suero fisioldgico) y se

realizo la dilucion y/o la homogenizacion en un litro de agua destilada
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posteriormente sometid a la esterilizacion en una autoclave por un

periodo de 15 minutos a una presion de 18 PSI.

Ademas, también se realizo la centrifugacion de los 100 ml del pre
cultivo en tubo de 14 ml a 5000 rpm por un tiempo de 5 minutos.
Finalmente se retir los tubos de la centrifuga y se descarté el liquido
sobre nadante se prosiguio el lavado con suero fisiologico y la biomasa
obtenida de Zymomonas mobilis se transfirid a los 100 ml de solucién
de alginato de sodio y se mezcl6 homogéneamente.

4.5.2.5 Re suspension en medio de cultivo

En esta etapa de se tomd 7.5 gr/L y 10 gr/L de solucion alginato de
sodio (2%) mas la biomasa de Zymomonas mobilis en una jeringa y
se hizo el re suspension del medio (gota) al caer en la solucidn
bicloruro de sodio se forma perlas con concentracion celular
aproximadamente 1.7x109 gr cel/l por lo cual la biomasa queda

inmovilizada Zymomonas mobilis.

4.5.2.6 Fermentacion jugo de cafa de azUcar

En esta etapa se realizo la estandarizacion del jugo de cafia de azUcar, de
10 °Brix, 20 °Brix con 6.5 pH y se sometio a pasteurizar por un tiempo
de 15 minutos despues prosiguio a retirar y enfriar el jugo de cafia de
azUcar a temperatura ambiente.

Después se trasvaso el jugo de cafia de azucar de 10 °Brix, 20 °Brix a
los baldes y/o biorreactores debidamente rotulados, es alli donde que
se dosifica las perlas de Zymomonas mobilis previamente activadas.
Finalmente se procedié a fermentar en una incubadora adecuada
temperatura constante 38 °C, por lo cual se realizd las tomas de
muestra cada 6 horas para las evaluaciones; es alli donde se observo
la curva del consumo del sustrato/tiempo).

Posteriormente, una vez terminada la fermentacion, las perlas o
células inmovilizadas Zymomonas mobilis son recuperadas del
fermento y colocadas en una solucion de glucosa al 20% y que esta
célula inmovilizadas tiene la capacidad de poder ser reutilizado.

La inmovilizacion se puede definir como el confinamiento fisico de
las células microbianas en una region definida del espacio con una
retencién de su actividad catalitica, y que puede ser utilizada

repetidamente o en continuo. La tecnologia de la inmovilizacion
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celular disminuye la mayoria de los problemas que plantea la

fermentacion utilizando células libres. Este sistema tiene la ventaja de
poder manipular la concentracion celular, previa al inicio de la
fermentacion, ademas, facilita la operacion del proceso de
fermentacion continua, evitando los pasos de eliminacién de células
al concluir la fermentacion. Por otro lado, las células tienen ciertas
ventajas como la estabilizacién de las funciones bioldgicas ya que
permite la intensificacion del proceso SILVA et al., (2019).

4.5.2.7 Anélisis de obtencidn y caracterizacion del etanol

En esta etapa se realizO un estudio exhaustivo en condiciones
controladas de las tomas de muestras en la obtencidn y caracterizacion
del etanol, bajo las normas técnicas de las bebidas fermentadas de las
diferentes concentraciones celulares y del jugo de cafia de azucar ya
mencionadas anteriormente (g/l, °Brix).

Posteriormente se realizé la comparacion de la fermentacion en la
obtencién y caracterizacion del etanol producidos por las célula libre
e inmovilizada de Zymomonas mobilis y se ha determino de la

siguiente manera.

Andlisis caracteristicos fisicoquimico segiin normas técnicas.

Tabla 13 — Analisis caracteristicos fisicoquimico segin normas

técnicas
Parametros Técnica
Acidez total (NTP 211.035).
se utilizara la tecnica (A.O.A.C.
pH 2000)
Alcohol i Por el método de picnometria
coholes superiores (NTP 211.03%) p
Esteres totales NTP 211.035
Aldehidos totales NTP 211.0.35
Metanol NTP 210. 0.22 6 NTP 211.035
Extracto seco NTP 211. 041
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4.6 Técnicas e instrumentos

4.6.1 Solidos solubles

Se tomé las muestras de los diferentes tratamientos de la fermentacion de jugo de cafia de
azUcar de acuerdo a la norma (AOAC, 2000), con algunas modificaciones. Para lo cual en
primer lugar se levantd la tapa que cubre objeto de prisma del refractometro ATAGO vy se
colocd una gota jugo de cafia de azlcar que se encuentra a una temperatura en promedio de
20°C, asegurandose que la superficie del prisma este cubierto con el jugo de cafia de azUcar.
Seguidamente se cerr0 la tapa del prisma y se prosiguié a observar en el refractometro,
finalmente se realizo la lectura, el % de azicar consumido.

pH

Se tomd la muestra de jugo de cafia de azucar de acuerdo norma (AOAC, 2000), para ello se
coloco la muestra de jugo de cafia de azlcar en un vaso de precipitado de 25y 30 mL y se
calibro el pH-metro con solucién buffer de 4.00 a 7.00 y se introdujo el electrodo en la
muestra a analizar cuya temperatura debe estar programada entre 20 - 25° C y se leyé el
valor del pH.

Densidad relativa

Se realizd la toma de las muestras densidad relativa de los tratamientos de jugo de cafia de
azlcar y se determind por densitometria de acuerdo al método propuesto por (IAL 2008),
utilizando un picnémetro de 20 mL con termdmetro, inicialmente se peso el picnometro
vacio (previamente lavado con alcohol absoluto y secado de forma natural) y luego se
completd su volumen con agua destilada y se pesé y se tomd la lectura luego se descarto el
contenido y cuidando de sec6 la condensacion en la superficie de la cristaleria, después se
procedid al pesaje del picnémetro que contenia la muestra jugo de cafia fermentado. El

calculo de la densidad relativa se realizé de acuerdo con la (ecuacion 1).
Densidade relativa a 20°C (g/ mL) = (Mj — Mpic) | (Ma — Mpic) ... ... ... .... ec (1)
Donde: Mj = Masa del picnometro con jugo, Ma = Masa del picnOmetro con a agua destilada

y Mpic = Masa del picndmetro vacio.

Acidez titulable
Se adopto el método descrito por (IAL 2008), donde se pipetearon 10 mL de muestra de la
muestra de jugo de cafia en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se agregaron 100 mL de agua
destilada y 4 gotas de fenolftaleina. La muestra se titul6 con una solucion estandarizada de
NaOH 0.1 N hasta que aparecio la viracion de un color rosa persistente. Los resultados se
obtuvieron de acuerdo con la (ecuacion 2) y se expresdé como meg/L.

Acidez titulable (meq/ L)=nx fxN/vx 100 ... ... ... .... ec (2)
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Donde: n Volumen en mL de solucion de NaOH gastado en la titulacion; f = factor de

correccion de la solucion de NaOH; N = Normalidad de la soluciéon de NaOH; v = Volumen
de la muestra.
Grado alcohdlico
Para el anélisis de esta variable se adopté el método descrito por (IAL, 2008), donde
inicialmente se verti6 en un matraz aforado 100 mL de jugo de cafia de azUcar previamente
ajustado a una temperatura de 20 °C. El contenido del matraz aforado se transfirié a un
matraz de destilacion, lavando el residuo del matraz aforado cuatro veces con pequefias
porciones de agua destilada. Luego se procedio6 con la destilacién de la muestra. El destilado
se recogiod en una probeta graduada de 100mL hasta un volumen aproximado de 75 mL y se
determind la densidad relativa del destilado a 20 ° C, utilizando un alcoholimetro y el
resultado del grado alcohélico se obtuvo a partir de interpolaciones de valores tabulados que
relacionan la densidad relativa del destilado con el grado alcoholico a 20 °C (% v / v).
Extracto seco
Se utilizé método gravimétrico, basado en la evaporacion y secado de la muestra en una
estufa, segin la norma (1AL 2008). Para ello inicialmente se prepard una alicuota de 20 mL
del fermento de jugo de cafia de azUcar y se transfirio a las placas Petri debidamente pesada
de cada uno de los tratamientos, la muestra se evaporo en una estufa a 40 °C durante 12
horas, luego se enfriaron en un desecador y se pesaron, repitiendo estos procedimientos hasta
peso constante. El calculo del resultado se expresd segun la (ecuacion 3).

Extracto seco total (g/ L) =(P/P)x 100 ... ... ... ... ... ....ec (3)

Donde:

P' = peso en gramos de la muestra después de la desecacion.

P = peso en gramos de la muestra antes de la desecacion.

Azulcares reductores (DNS)

La determinacion de azUcares reductores se realizd mediante el método espectrofotométrico
descrito por (MILLER, 1959). Primero, la muestra se diluyé convenientemente en agua
destilada y luego se pipeted una alicuota de 1 mL de la dilucién en un tubo de ensayo junto
con 1 mL de la solucion de DNS; la mezcla se homogeneiz6 en un mezclador de vértice y se
sometio a un bafio de agua hirviendo durante 5 min. Transcurrido el tiempo de reaccion, la
mezcla se enfrio y se le afladié 8 mL de agua destilada. La absorbancia se leyd a 540 nm,
usando un blanco con agua y DNS, en un espectrofotometro. Se construyd una curva de
glucosa estandar (R2 = 0,9998). Los resultados se expresaron en g/L de jugo de cafia de

azucar.
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4.6.2 Materiales reactivos

Materiales reactivos y equipos de obtencion y caracterizacion de etanol con células libres e
inmovilizadas de Zymomonas mobilis.

4.6.3 Reactivos e Insumos:

e Hidroxido de sodio al e Acido 3,5-
(0.1IN). dinitrosalicilico (DNS).
* Peptona. e Fenolftaleina.

e Extracto de levadura (0.5
%).

e Bicloruro de calcio

e Alginato de sodio (2%).
o (NH4)25040.1%

e MgSOs*7H,0 0.05%

e Agar extracto de malta.
e Glucosa (2%).

Material de investigacion

materia prima
e Jugo de cafia de azucar Saccharum officinarum L.

e Bacteria gram (-) Zymomonas mobilis.

Equipos
e Picnometro. e Potenciometro.
e Balanza analitica. e Papel tolla (Marca: Elite)
e Refractometro. e Probeta (100 mL).
e Mechero bunsen. e Vaso precipitado
e Centrifuga. (250mL).
e Estufa. e Balde biorreactor (1.5
e Autoclave. Lts).

e Incubadora.
4.7 Analisis estadistico
Se realiz6 con disefio completamente al azar DCA con arreglo y arreglo factorial 2° con 3
factores en estudio: concentracion de jugo de cafia, Zymomonas mobilis libres e
inmovilizadas proporciones con dos niveles cada uno, haciendo un total de 8 tratamientos
con 3 repeticiones hacen un total de 24 observaciones para evaluar las caracteristicas de
calidad y el rendimiento del etanol obtenido.

El modelo estadistico esta expresado por la siguiente ecuacion:

yi=p+ai+ +ei
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Dondey, es la variable de respuesta; p, es la media general, ai es el efecto de los tratamientos

y €ijk, es el error experimental.

4.8 Técnicas Estadisticas
Para el andlisis de los resultados se utiliz6 pruebas estadisticas de procesamiento de datos
como analisis de varianza ANOVA y comparacion de medias por Tukey (estadisticamente
significativos: (p < 0.05), ademas se utilizan algunos paquetes estadisticos como
MICROSOFT EXCEL e INFOSTAD, BALZARINI etal. (2011), que ayudo a que los

resultados sean mas comprensibles.

4.8.1 Hipotesis Estadisticas

Hipotesis estadisticas (nula y alterna)

Hipotesis nula

La concentracion de jugo de cafia de azucar, la proporcién del inoculo y el estado de las
células libres e inmovilizada de Zymomonas mobilis, no influyen en la obtencion de
etanol y sus caracteristicas.

Hipotesis alterna

La concentracion de jugo de cafia de azucar, la proporcién del inoculo y el estado de las
células libres e inmovilizada de Zymomonas mobilis, influyen en la obtencion de etanol

y sus caracteristicas.

Nivel de significancia

El nivel de significancia es de a=0.05.

Regidn critica o regla de decision

Si p>0.05: entonces no existe el efecto de los factores en estudio sobre las medias de
las variables de respuesta; entonces se acepta la hipotesis nula.

Si p<0.05: entonces si existe el efecto de los factores en estudio sobre las medias de

las variables de respuesta; entonces se rechaza la hipotesis nula y se acepta la alterna.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Resultados de las caracteristicas fisicoquimicas del etanol
5.1.1 Solidos solubles (°Brix)
En la figura 10 se presenta los resultados de la evaluacion de los sélidos solubles
(°Brix) de la fermentacién de jugo de cafia de aztcar Saccharum officinarum L. en
dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos
proporciones, evaluados en 60 horas de fermentacion de acuerdo a los tratamientos
indicados en la Tabla 8, del T1 con concentracion celular de 7.5 g/L de Zymomonas
mobilis inmovilizadas y con concentracién de jugo de cafia de azlcar a 20 °Brix, y
el T4 con concentraciéon celular de 10 g/L de Z. mobilis inmovilizadas con
concentracion de jugo de cafia de azlcar a 10 °Brix y se trata de las células
inmovilizadas y del T5 con concentracion celular de 7.5 g/L de Zymomonas mobilis
inmovilizadas y con concentracion de jugo de cafia de azucar a 20 °Brix, al T8 con
concentracion celular de 10 g/L de Zymomonas mobilis células libres, con

concentracion de jugo de cafia de azucar a 10 °Brix que se trata de células libres.
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Figura 10 — Solidos soluble (°Brix) al final de la fermentacién
De acuerdo al andlisis de varianza de los solidos solubles (Tabla 14), se observa que

si existe diferencias significativas entre los tratamientos donde (p < 0.05) para la

obtencion de etanol al final de la fermentacion.
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Tabla 14— Analisis de varianza para sélidos solubles
F.V SC GL CM F P - Valor
Modelo 120.4 7 18.49 693.21 | <0.0001
Tratamiento 129.4 7 18.49 693.21 | <0.0001
Error 0.43 16 0.03
TOTAL 129.83 23

Por lo que se procedio hacer o realizar las comparaciones de medias por Tukey (Tabla
15) en donde se aprecia la formacion de cuatro grupos estadisticamente iguales,
observando que los T2 y T1 de células Inmovilizadas de Zymomonas mobilis,
seguidos de T6 y T5 de células libres de Zymomonas mobilis que presentaron los
mayores valores de solidos solubles de solidos solubles (°Brix), y los otros

tratamientos tuvieron menores de solidos solubles.

Tabla 15 — Prueba de Tukey, para sélidos solubles

Tratamiento Medias
T2 9.73 A
T1 9.67 A
T6 8.33 B
T5 8.00 B
T3 5.27 C
T4 5.07 C
T8 3.87
T7 3.87

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

pH

En la Figura 11 se presenta los resultados de la evaluacién de pH en la obtencion de
etanol a partir de jugo de cafia de azUcar Saccharum officinarum L. en dos
concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos

proporciones, evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 11 — Comportamiento de pH al final de la fermentacion

De acuerdo al analisis de varianza del pH (Tabla 16), se observa que si existe
diferencias significativas entre los tratamientos donde (p < 0.05) para la obtencion
de etanol al final de la fermentacion.

Tabla 16 — Anélisis de varianza para pH

F.V SC GL CM F P - Valor
Modelo 0.88 7 0.13 34.22 < 0.0001
Tratamiento 0.88 7 0.13 34.22 < 0.0001
Error 0.66 16 3.70E-03
TOTAL 0.94 23

Por lo que se procedio a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 17)
en donde se aprecia la formacion de cuatro grupos; observa que los T7, T8 de células
libres de Zymomonas mobilis que representaron contenidos de mayores de pH,
mientras en los demas tratamientos tuvieron menores valores.

Tabla 1 — Prueba de Tukey

Tratamiento Medias
T7 3.87 A
T8 3.87 A
T1 3.57 B
T2 3.56 B
T5 3.54 B
T6 3.52 B C
T4 3.35 CD
T3 331 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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5.1.3 Densidad

En la figura 12 se presenta los resultados de la evaluacion de densidad en la
obtencion de etanol a partir de jugo de cafia de azucar Saccharum officinarum L. en
dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos

proporciones, evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 12 — Comportamiento de densidad al final de la fermentacion

De acuerdo al andlisis de varianza de las densidades (Tabla 18), se observa que si
existe diferencias significativas entre los tratamientos donde (p < 0.05) para la
obtencion de etanol al final de la fermentacion.

Tabla 18 — Analisis de varianza para densidad

F.vV SC GL CM F P - Valor
Modelo 3.8E-03 7 5.4E-04 351.12 < 0.0001
Tratamiento 3.8E-03 7 5.4E-04 351.12 < 0.0001
Error 2.5E-05 16 1.5E-06
TOTAL 3.8E-03 23

Por lo cual se procedio a realizar las comparaciones de medias de Tukey (tabla 19),
en donde se aprecia la formacion de tres grupos; observandose que los tratamientos
T2, T6,y los T1y T5 de células libres e inmovilizadas de Zymomonas mobilis que
presentaron mayores densidades de 1.064 y 1.065 (g/ml) mientras que los demas

tratamientos tuvieron menores densidades.
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Tabla 2 — Prueba de Tukey para densidad
Tratamiento Medias

T2 1.06 A

T6 1.06 A

T1 1.06 A

T5 1.06 A

T8 1.04 B

T7 1.04 B
T3 1.04 C
T4 1.04 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.1.4 Acidez total
En la figura 13 se presenta los resultados de la evaluacion de acidez total en la
obtencién de etanol a partir de jugo de cafia de azlcar (Saccharum officinarum L).
en dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en

dos proporciones, evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 13 — Comportamiento de acidez total al final de la fermentacion
De acuerdo al analisis de varianza para acidez total (Tabla 20), se observa que si

existe diferencias significativas entre los tratamientos donde (p < 0.05) para la

obtencion de etanol al final de la fermentacion.
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Tabla 3 — Analisis de varianza para acidez total
F.V SC GL CM F P - Valor
Modelo 0.12 7 0.02 418.92 | <0.0001
Tratamiento 0.12 7 0.02 418.92 | <0.0001
Error 6.8E-04 16 4.2E-05
TOTAL 0.12 23

Por lo cual se procedid a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 21),
en donde se aprecia la formacion de cuatro grupos; observandose que los
tratamientos T4, y T3 de células inmovilizadas de Zymomonas mobilis que
presentaron mayores densidades de 1.064 y 1.065 (g/ml) mientras que los demas

tratamientos tuvieron menores acidez total.

Tabla 21 — Prueba de Tukey para acidez total

Tratamiento Medias
T4 0.35 A
T3 0.35 A
T1 0.33 B
T2 0.33 B
T5 0.26 C
T6 0.26 C
T7 0.17 D
T8 0.17 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Biomasa

En la figura 14 se presenta los resultados de la evaluacion de biomasa en la
obtencion de etanol a partir de jugo de cafia de azucar Saccharum officinarum L. en
dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos

proporciones, evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 14 — Incremento promedio de la biomasa al final de la fermentacion

De acuerdo al analisis de varianza para biomasa (Tabla 22), se observa que si existe
diferencias significativas entre los tratamientos donde (p < 0.05) para la obtencion

de etanol al final de la fermentacion.

Tabla 22 — Analisis de varianza para biomasa

F.vV SC GL CM F P - Valor
Modelo 24.05 7 3.44 235.37 < 0.0001
Tratamiento 24.05 7 3.44 235.37 <0.0001
Error 0.23 16 0.01
TOTAL 24.28 23

Por lo cual se procedié a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 23),
en donde se aprecia la formacion de tres grupos, observandose que los T6 y T5 de
células libres de Zymomonas mobilis que presentaron mayor produccién de biomasa
enel T6 con 2.57 (g/L) y el T5 con 2.21 (g/L) y mientras que los demas tratamientos
presentaron con de produccién de biomasa. Pero teniendo en cuenta que no hubo

produccion de biomasa en células inmovilizadas Zymomonas mobilis.
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Tabla 43 — Prueba de Tukey para los resultados de biomasa
Tratamiento Medias
T6 2.57 A
T5 2.21 B
T7 1.31 C
T8 1.21 C
T4 0.00 D
T2 0.00 D
T1 0.00 D
T3 0.00 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.1.6 Azucares reductores (DNS)
En la figura 15 se exponen los resultados de los ensayos espectrofotométricos de la
evaluacion de azucares reductores (g/L), (mg/100 ml A.A) en la obtencidn de etanol
a partir de jugo de cafia de aztcar Saccharum officinarum L. en dos concentraciones
utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos proporciones,

evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 15 —Valores obtenidos en el contenido de azucares reductores al final
de la fermentacion

De acuerdo al andlisis de varianza para azucares reductores (g/L) (Tabla 19), se
observa que si existe diferencias significativas entre los tratamientos donde (p <

0.05) en la obtencion de etanol al final de la fermentacion.
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Tabla 54 — Analisis de varianza para azucares reductores
F.V SC GL CM F P - Valor
Modelo 3.51 7 0.5 2732.00 | <0.0001
Tratamiento 3.51 7 0.5 2732.00 | <0.0001
Error 2.9E-03 16 1.8E-04
TOTAL 3.51 23

Por lo cual se procedio a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 25),
en donde se aprecia la formacion de cinco grupos, observandose que los T5y T6 de
células libres de Zymomonas mobilis que presentaron mayor contenido de azucares
reductores con 4.65 a 4.61 (g/L) mientras en los demas tratamientos presento menor
contenido en azucares reductores.

Tabla 25 — Prueba de Tukey, para los resultados de azucares reductores, al

final de la fermentacién

Tratamiento Medias
T6 4.65 A
T5 4.61 A
T1 4.15 B
T8 411 C
T7 3.93 D
T3 3.66 E
T2 3.65 E
T4 3.65 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.1.7 Grado alcohdlico
En la figura 16 se presenta los resultados de la evaluacion de los grados alcohélico
en la obtencidn de etanol a partir de jugo de cafia de aztcar Saccharum officinarum
L. en dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en

dos proporciones, evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 16 — Grado alcohdlico al final de la fermentacion

De acuerdo al analisis de varianza de los grados alcoholicos (°GL) (Tabla 26), se
observa que si existe diferencias significativas entre los tratamientos donde (p <
0.05) para la obtencidn de etanol al final de la fermentacion.

Tabla 26 — Anélisis de varianza para grados alcoholicos

F.V SC GL CM F P - Valor
Modelo 182.01 7 26.00 314.73 < 0.0001
Tratamiento 182.01 7 26.00 314.73 < 0.0001
Error 1.32 16 0.01
TOTAL 183.34 23

Por lo cual se procedid a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 27),
en donde se aprecia la formacion de cinco grupos, observandose que los T5y T6 de
lulas libres de Zymomonas mobilis que presentaron mayores grados alcoholicos de
11.60 y 10.80 °GL. Mientras los otros tratamientos tuvieron menores grados

alcohdlicos.
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Tabla 67 — Prueba de Tukey para grados alcoholicos

Tratamiento Medias .
T5 11.60 A
T6 10.80 A
T1 8.10 B
T2 8.00 B
T8 6.40 C
T7 6.00 C
T3 4.50 D
T4 3.00 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.1.8 Esteres como Acetato de etilo
En la figura 17 se presenta los resultados de la evaluacion de Esteres como Acetato
de etilo (mg/100 ml A.A) en la obtencidn de etanol a partir de jugo de cafia de azucar
Saccharum officinarum L. en dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis

libres e inmovilizadas en dos proporciones, evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 17 — Esteres como Acetato de etilo al final de la fermentacion

De acuerdo al analisis de varianza de Acetato de etilo (Tabla 28), se observa que si
existe diferencias significativas entre los tratamientos donde (p < 0.05) para la
obtencion de etanol al final de la fermentacion.
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Tabla 28 — Anélisis de varianza para ésteres como acetato de etilo
F.V SC GL CM F P - Valor
Modelo 15737.99 7 2248.28 28549.63 | <0.0001
Tratamiento 15739.99 7 2248.28 28549.63 | <0.0001
Error 1.26 16 0.08
TOTAL 15739.25 23

Por lo cual se procedio a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 29),
en donde se aprecia la formacion de ocho grupos observandose que el T8 de células
libres de Zymomonas mobilis que presentaron mayor contenido de acetato de etilo
T8 85.00 (mg/100 ml A.A) y mientras con los otros tratamientos tuvieron menor
contenido de acetato de etilo.

Tabla 29 — Prueba de Tukey para ésteres como acetato de etilo

Tratamiento Medias
T8 85.00 A
T4 57.80 B
T3 38.30 C
T5 23.10 D
T6 19.10 E
T2 18.10 F
T1 15.60 G
T7 0.00 H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Acetaldehidos

En la figura 18 se presenta los resultados de la evaluacién de acetaldehidos (mg/100
ml A.A) en la obtencion de etanol a partir de jugo de cafia de azlicar (Saccharum
officinarum L). en dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e

inmovilizadas en dos proporciones, evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 18 — Valores obtenidos en el contenido de acetaldehidos al final de la
fermentacion

De acuerdo al analisis de varianza para aceltadehido (Tabla 30), se observa que si

existe diferencias significativas entre los tratamientos donde (p < 0.05) para la

obtencion de etanol al final de la fermentacion.

Tabla 30 — Analisis de varianza para acetaldehido

F.V SC GL CM F P - Valor
Modelo 38930.0 7 5561.44 23293.99 | <0.0001
Tratamiento 38930.0 7 5561.44 23293.99 | <0.0001
Error 9 16 0.24
TOTAL 38933.9 23

Por lo cual se procedi6 a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 31),
en donde se aprecia la formacidn de siete grupos, observandose que los T4 de células
inmovilizadas de Zymomonas mobilis que presento mayor contenido Acetaldehidos
T4 de 156.30 (mg/100 ml A.A) mientras que los demas tratamientos tuvieron menor

contenido de acetaldehido.
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Tabla 71 — Prueba de Tukey para acetaldehido
Tratamiento Medias

T4 156.30 A

T7 77.20 B

T3 57.10 C

T2 44.20 D

T6 43.50 D

T1 42.10 E

T8 29.50 F

T5 19.50 G

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.1.10 Iso butanol
En la figura 19 se exponen los resultados de los ensayos cromatograficos en la
evaluacion de Iso butanol (mg/100 ml A.A) en la obtencién de etanol a partir de
jugo de cafia de azlcar (Saccharum officinarum L). en dos concentraciones
utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos proporciones,

evaluados al final de la fermentacion.

100 905
90 =
80 BET1
70 50.7 589 mET2
60 B O 2 ET3

50
mT4

46.3
o e %98
30 266 mT5
20 BT6
10 mT7
0
T1 T2 T3

T4 T5 T6 T7 T8 ®T8
Tratamientos

Iso Butanol (mg/100 ml A.A)

Figura 19 — Valores obtenidos en el contenido de Iso butanol al final de la
fermentacion

De acuerdo al analisis de varianza para Iso butanol (Tabla 32), se observa que si
existe diferencias significativas entre los tratamientos donde (p < 0.05) en la

obtencion de etanol al final de la fermentacion.
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Tabla 82 — Andlisis de varianza para Iso butanol
F.V SC GL CM F P - Valor
Modelo 8124.72 7 1160.67 4090.48 | <0.0001
Tratamiento 8124.72 7 1160.67 4090.48 | <0.0001
Error 4.54 16 0.28
TOTAL 8129.26 23

Por lo cual se procedio a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 33),
en donde se aprecia la formacion de siete grupos, se observé que el T4 de células
libres de Zymomonas mobilis tuvo mayor contenido de Iso butanol con 90.50
(mg/100 ml A.A) y mientras que los demas tratamientos tuvieron menores contenido
de Iso butanol.

Tabla 33 — Prueba de Tukey de Iso butanol

Tratamiento Medias
T4 90.50 A
T5 59.70 B
T6 58.90 B
T7 52.00 C
T3 46.30 D
T2 39.50 E
T1 34.90 F
T8 26.60 G

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
3-Metil-1-butanol /2-metil butanol

En la figura 20 se exponen los resultados de los ensayos cromatograficos de la
evaluacion de 3-Metil-1-butanol /2-metil butanol (mg/100 ml A.A) en la obtencion
de etanol a partir de jugo de cafia de azUcar Saccharum officinarum L. en dos
concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos

proporciones, evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 20 — Valores obtenidos en el contenido de 3-metil-1-butanol /2-metil

butanol al final de la fermentacion

De acuerdo al anélisis de varianza para 3-Metil-1-butanol /2-metil butanol (Tabla

35), se observa que si existe diferencias significativas entre los tratamientos donde

(p < 0.05) en la obtencidn de etanol al final de la fermentacion.

Tabla 34 — Analisis de varianza para 3-Metil-1-butanol /2-metil butanol

F.V SC GL CM F P - Valor
Modelo 69623.39 7 9946.20 31955.66 | <0.0001
Tratamiento 69623.39 7 9946.20 31955.66 | <0.0001
Error 4,98 16 0.31
TOTAL 69628.23 23

Por lo cual se procedié a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 35),

en donde se aprecia la formacién de ocho grupos, observandose que 3-Metil-1-

butanol /2-metil butanol que presento en el T4 de células libres de Zymomonas

mobilis es de 247.70 (mg/100 ml A.A) mientras que los demas tratamientos tuvieron

menores contenido de 3-Metil-1-butanol /2-metil butanol.
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Tabla 95 — Prueba de Tukey, para los resultados de 3-Metil-1-butanol /2-metil
butanol
Tratamiento Medias

T4 247.70 A

T7 212.20 B

T3 165.00 C

T6 151.80 D

T5 150.00 E

T8 117.90 F

T1 86.10 G

T2 83.10 H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.1.12 Alcoholes superiores
En la figura 21 se exponen los resultados de los ensayos cromatograficos de la
evaluacion de alcoholes superiores (mg/100 ml A.A) en la obtencién de etanol a
partir de jugo de cafia de azucar Saccharum officinarum L. en dos concentraciones
utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos proporciones,

evaluados al final de la fermentacion.
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Figura 21 — Valores obtenidos en el contenido de alcoholes superiores al final
de la fermentacion

De acuerdo al analisis de varianza para alcoholes superiores (Tabla 36), se observa
que si existe diferencias significativas entre los tratamientos donde (p < 0.05) en la

obtencion de etanol al final de la fermentacion.
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Tabla 36 — Anélisis de varianza para alcoholes superiores
F.vV SC GL CM F P - Valor
Modelo 123017.73 7 17573.96 | 119145.50 | < 0.0001
Tratamiento | 123017.73 7 17573.96 | 119145.50 | < 0.0001
Error 2.36 16 0.15
TOTAL 123020.09 23

Por lo cual se procedié a realizar las comparaciones de medias de Tukey (Tabla 37),
en donde se aprecia la formacion de ocho grupos, observandose que el T4 de células
libres de Zymomonas mobilis que presento mayor contenido de alcoholes superiores
con 338.20 (mg/100 ml A.A), mientras que los demas tratamientos tuvieron menores

contenido alcoholes superiores.

Tabla 37 — Prueba de Tukey, de alcoholes superiores

Tratamiento Medias
T4 338.20 A
T6 264.00 B
T7 248.80 Cc
T3 211.30 D
T5 209.10 E
T8 144.50 F
T2 122.60 G
T1 119.00 H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
5.2 Contrastacion de hipdtesis

Realizando un analisis de cada uno de los factores de respuesta evaluados se tiene lo
siguiente:

Se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos; con respecto al
contenido de solidos solubles (°Brix), pH, densidad (g/L), acidez, biomasa, azucares
reductores (g/L), grado alcohdlico (°GL), acetato de etilo, esteres, acetaldehido, Iso butanol,
3-Metil-1-butanol /2-metil butanol, alcoholes superiores (mg/100 ml A.A) donde p<0.05,
por lo que se rechaza la hip6tesis nula; lo que implica que si existen diferencias significativas
entre las medias de los tratamientos en la obtencion de etanol a partir de jugo de cafia de
azucar Saccharum officinarum L. en dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis

libres e inmovilizadas en dos proporciones, al final de la fermentacion.

MICAELA BASTIDAS

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



- 57 de 98 -
5.2.1 Discusion de resultados

5.2.11 Solidos solubles (°Brix)
Durante la evaluacion en el proceso de fermentacion de los solidos
solubles de 20 a 10 °Brix en la obtencion de a partir de jugo de cafia de
azucar Saccharum officinarum L. en dos concentraciones utilizando
Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos proporciones, a
temperatura constante 38°C. La disminucion de los sélidos solubles esta
directamente relacionada con el consumo del sustrato de jugo de cafia de
azucar por accion de las bacterias Zymomonas mobilis, en ausencia de
oxigeno dividen las moléculas de azlcar en dos partes; gas carbénico y
etanol, aumentando asi el etanol presente en el medio y disminuyendo el
contenido de azucares mostrando una diferencia marcada con el tipo de
Zymomonas mobilis empleada en el proceso de fermentacion
(ESCOBEDO, 1990).
En un estudio de fermentacién con Zymomonas mobilis se observa que
desde las primeras 12 horas el consumo de los solidos solubles va
aumentando de manera considerable, debido a que la bacteria esta
utilizando los azucares y demas solidos solubles para su crecimiento
(BALON, 2009).
En un estudio de fermentacién de melaza de cafia de azlcar, para la
produccion de bioetanol con Zymomonas mobilis, se evaluaron diferentes
concentraciones de sustrato de cafia de azucar en el que observo que
valores de 16 g/100 mL presento mayor produccion de etanol (8.9 % v/v)
y este se va reduciendo a menor concentracion de solidos soluble
(KHOJA et al., 2018).
De acuerdo a nuestros resultados y al analisis estadistico se aprecian
diferencias estadisticas y los tratamientos T2 y T1 de células
inmovilizadas de Zymomonas mobilis, seguidos de T6 y T5 de células
libres de Zymomonas mobilis que presentaron los mayores valores de
solidos al final de la fermentacion; justamente son los tratamientos que
iniciaron con una concentracion de 20 °Brix de jugo de cafa, es decir que
hasta el final de la fermentacion mantuvieron el valor alto, lo que nos
indica que este factor influyo méas que la inmovilizacion y la proporcion

de la células libres o inmovilizadas.
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pH

Al observar el proceso de fermentacién de los analisis de 6.4 de pH al
inicio de fermentacion para la obtencién de etanol a partir de jugo de cafia
de azlcar Saccharum officinarum L. en dos concentraciones utilizando
Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos proporciones, a
temperatura constante 38°C.

Otro parametro de gran relevancia es el pH, ya que este afecta la actividad
enzimatica y la velocidad de crecimiento, sin embargo, durante el proceso
de digestién anaerobia esté puede variar, segun la naturaleza de la fuente
de nitrégeno. Es decir, si es amonio los iones de hidrégeno son liberados
en el medio provocando que el pH disminuya y si la fuente de nitrogeno
es nitrato, los iones de hidrégeno son removidos del medio lo que resulta
en un incremento del pH, por tal motivo se debe controlar el pH durante
la fermentacion a través de la adicion de sustratos CONSTANZA et al.
(2015).

En un estudio de fermentacién de melaza de cafia de azlcar, para la
produccion de bioetanol con Zymomonas mobilis, se evaluaron diferentes
pHs en el que observo que valores de pH entre 4.6 — 4.8 presento mayor
produccion de etanol (7.7-7.9 % v/v) y este se va reduciendo o limitando
a medida que el pH (5.6-5.8) suba a mas alcalinos KHOJA et al., (2018).
Como podemos observar nuestros resultados al final de la fermentacion
hubo una considerable reduccion del pH (alrededor de 3), encontrando
diferencias estadisticas, teniendo valores ligeramente mayores con los T7
y T8 de células libres y los T1 y T2 de células inmovilizadas de
Zymomonas mobilis, pero en general casi todos los tratamientos tuvieron
valores cercanos con lo que no se puede apreciar que algun factor en
estudio influyeran directamente, al parecer mas que todo fue el mismo
metabolismo de las bacterias que genero metabolitos para que influyera en
la reduccion del pH; tal como se observd en un estudio de fermentacion
con Zymomonas mobilis libres mostrando que en las primeras 12 horas de
la fermentacion el pH se mantiene constante debido a que el
microorganismo estd un proceso de adaptacion a las condiciones del
medio, sin embargo, a las 24 y 36 horas el pH disminuye de 7a 5,6 y 5,8
respectivamente, debido al aumento en el metabolismo bacteriano y
produccion de metabolitos BALON, (2009).
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Densidad

Se observo en proceso de fermentacion de la densidad al inicio fue de
1.112 a 1.074 y 1.105 a 1072 (g/mL) en la obtencion de obtencion de
etanol a partir de jugo de cafia de aztcar Saccharum officinarum L. en dos
concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en
dos proporciones, a temperatura constante 38°C. De acuerdo a nuestros
resultados y al analisis estadistico se aprecian diferencias estadisticas y los
T2 y T1 de células inmovilizadas de Zymomonas mobilis, T6 y T5 de
células libres de Zymomonas mobilis que presentaron valores mayores de
densidad al final de la fermentacién; justamente son los tratamientos que
iniciaron la fermentacion con una concentracion de 20 °Brix de jugo de
cafia, a diferencia de los tratamientos con una concentracion de 10°Brix
de jugo de cafia; lo que nos indica que este factor influyo mas que la
inmovilizacion y que la proporcion de la células libres o inmovilizadas.
Acidez total

De la misma forma se observo el proceso de fermentacion del jugo de cafia
de azucar que al inicio la acidez total fue 0.074 a 0.062 y 0.062 a 0.051
(9/L) en la obtencion de obtencion de etanol a partir de jugo de cafia de
azucar Saccharum officinarum L. en dos concentraciones utilizando
Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos proporciones, a
temperatura constante 38°C. Como podemos observar nuestros resultados
al final de la fermentacion se encontraron diferencias estadisticas
altamente significativas, teniendo valores mas altos, con los T4, T3, T1,
T2 de células inmovilizadas de Zymomonas mobilis, con resultados de
0.332 a 0.331 y 0.354 (g/L) lo que nos indica que el factor de la
inmovilizacion influyo directamente en el incremento de acidez, al parecer
las células al estar inmovilizadas se concentraron en producir mas
metabolitos que incrementen la acidez total. Estos resultados también
indican que todas las bebidas tuvieron una acidez adecuada ya que se
encuentran dentro de los limites establecidos en la NTP 212.047 que
establece un limite maximo de 7.0 g/L para el contenido de acidez total.
Como también sustenta que la acidez total en la fermentacion de jugo de
cafia de azucar indica que los &cidos organicos en jugo constituyen una
variable, la mayoria esta presente en concentraciones relativamente bajas,
pero se van incrementando como producto normales del metabolismo de

la bacteria gram (-) Zymomonas mobilis ZOSSI et al., (2010).
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Biomasa

Por otro lado, durante el proceso de fermentacion en la en la obtencién de
etanol a partir de jugo de cafia de azlcar Saccharum officinarum L. en dos
concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en
dos proporciones, a temperatura constante 38°C. Como podemos observar
nuestros resultados al final de la fermentacion se encontraron diferencias
estadisticas altamente significativas, teniendo presencia de biomasa en los
tratamientos con células libres, mas no asi en tratamientos de fermentacion
con células inmovilizadas, lo que nos indica que el factor de la
inmovilizacion influyo directamente en la presencia o ausencia de
biomasa, al parecer las células al estar inmovilizadas se concentraron en
producir metabolitos y no en biomasa. Con estos resultados podemos decir
que la inmovilizacion tuvo un efecto positivo en la produccién de biomasa
MARTINEZ, (2010).

Por otro lado guardan una relacion con trabajo de investigacion de
produccion de bioetanol con células inmovilizadas, que el factor que tiene
mayor influencia en el crecimiento es el pH, para el caso de Zymomonas
mobilis el pH donde se obtiene mayor produccion de biomasa es de 3.02
(9/L), la temperatura no influye en el crecimiento, siempre y cuando se
trabaje con pH 6ptimo MARTINEZ, (2010).

Azucares reductores (DNS)

Al realizar los analisis espectrofometrico al final de proceso de
fermentacion en la obtencién de etanol a partir de jugo de cafia de azUcar
Saccharum officinarum L. en dos concentraciones utilizando Zymomonas
mobilis libres e inmovilizadas en dos proporciones, a temperatura
constante 38°C. De acuerdo a nuestros resultados y al analisis estadistico
se aprecian diferencias estadisticas y los tratamientos T6 y T5 presentaron
valores ligeramente mayor de azucares reductores al de los demas
tratamiento al final de la fermentacion; y justamente son tratamientos que
iniciaron con una concentracion de 20°Brix de jugo de cafa, es decir que
hasta el final de la fermentacidn mantuvieron el valor alto, lo que nos
indica que este factor influyo mas que la inmovilizacién y la proporcién

de la células libres o inmovilizadas.

El 95% del azlcares reductores que ingresa al proceso de fermentacion en

el jugo de cafia azucar es convertido en alcohol por la Zymomonas mobilis,
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mientras que el 5% restante es empleado para el crecimiento celular y

produccion de otros metabolitos como acidos organicos CALDERON,
(2007)

En un estudio de fermentacion con Zymomonas mobilis se observa que a
medida que transcurre el tiempo del proceso de fermentacién el consumo
de los azucares reductores va en aumento teniendo un maximo de consumo
a las 36 horas BALON, (2009).

Grado alcohdlico

De acuerdo a los resultados de los analisis cromatdgrafos en la obtencidn
de etanol a partir de jugo de cafia de azlcar Saccharum officinarum L. en
dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas
en dos proporciones, a temperatura constante 38°C. Como podemos
observar nuestros resultados, al final de la fermentacion se encontraron
diferencias estadisticas altamente significativas, teniendo mayor grados
alcohdlicos tratamientos que iniciaron la fermentacion con jugo de cafia a
una concentracion de 20°Brix, caso de T5y T6 en células libres, y T1y
T2 de células inmovilizadas; lo que nos indica que el factor de la
concentracion inicial del jugo de cafa influyé directamente en la
produccion de etanol, mas que el estar inmovilizadas y/o en diferentes
concentraciones. Estos resultados tienen relacion con un estudio de
fermentacion a bajas concentraciones de jugo de cafia de azucares la
produccion de etanol es baja, pero a mayores concentraciones de azucares
en el sustrato, la produccién de bioetanol es mayor cuando la fermentacion
se lleva a cabo con la bacteria Zymomonas mobilis, lo que indica que este
microorganismo tolera mayores concentraciones de azlcares y de
bioetanol en el medio MONTANEZ et al., (2011). Asi también en otro
estudio de fermentacion de jugo de cafia Saccharum officinarum L. por
células de Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en donde los grados
alcohdlicos obtenidos fueron bajos alrededor del 13.48% de etanol en
células inmovilizadas en y-alimina en sustrato de pasas LIZARRAGA
(2012). Se obtuvo 9.0% de etanol de la cepa control Zymomonas mobilis
560 inmovilizadas con alginato de sodio 2% p/v (Cordoba 2002). Cuando
la fermentacion se lleva a cabo con la bacteria Zymomonas mobilis libre,
se obtuvo una produccidon de bioetanol (8.2 £ 0.3%V/v) a partir de pifia de
Agave tequilana Weber Azul MONTANEZ et al., (2011). En otro estudio
fermentaron jugo de las hojas del henequén (Agave fourcroydes Lem.)
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mediante la bacteria Zymomonas mobilis libre, obtuvieron una produccion

méaxima de etanol de 5.22 + 1.09 %v/v MONTANEZ et al. (2011).

Las condiciones de fermentacion también pueden ser un factor importante
en la produccion de etanol; asi el pH 6ptimo para el metabolismo de la
bacteria es de 5y 6.5; el oxigeno es otro punto importante ya que en su
presencia se reduce en un 25% la produccién de alcohol RODRIGUEZ
(2015).

Esteres, Acetato de etilo

Los datos obtenidos del proceso de fermentacion de los analisis
cromatdgrafos de acetato de etilo (mg/100 ml A.A) en la obtencion de
etanol a partir de jugo de cafia de azlicar Saccharum officinarum L. en dos
concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en
dos proporciones, a temperatura constante 38°C. Como podemos observar
nuestros resultados al final de la fermentacion se encontraron diferencias
estadisticas altamente significativas, teniendo mayor presencia de esteres
como acetato de etilo en los tratamientos T8 de células libres, seguido de
T4 de ceélulas inmovilizadas de Zymomonas mobilis es decir que los
tratamientos con menor concentracion de jugo de cafia 10°Brix y a mayor
concentracion de inoculo 10 g/L tuvieron mayor presencia de estos
compuestos es decir que tuvieron mas efecto en la formacién de esteres
como acetato de etilo que la inmovilizacion. Se resalta los valores elevados
de acetato de etilo y aldehidos, no deben ser mayor a 280 mg/100 ml de
etanol anhidro y 60 mg/100 ml de etanol anhidro, respectivamente. Por
otro lado, se observo que la concentracion de metanol, el cual es un alcohol
perjudicial para la salud, estuvo dentro de las especificaciones de la norma
antes mencionada (4-100 mg/100 ml de etanol anhidro) los cuales segun
la NTP, (2006).

Acetaldehidos

Al observar el proceso de fermentacion de los anélisis cromatograficos de
acetaldehidos (mg/100 ml A.A) en la obtencion de etanol a partir de jugo
de cafia de azucar Saccharum officinarum L. en dos concentraciones
utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en dos proporciones,
a temperatura constante 38°C. Como podemos observar nuestros
resultados al final de la fermentacion se encontraron diferencias
estadisticas altamente significativas, teniendo mayor presencia de

acetaldehidos en el T4 de células inmovilizadas, tiene menor
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concentracion de jugo de cafia con 10°Brix y a mayor concentracion de

inoculo 10 g/L tuvieron mayor presencia de estos compuestos,
posiblemente estas condiciones favorecieron para la formaciéon de
acetaldehidos en la fermentacion. Como también se dice que los aldehidos
son particularmente las caracteristicas aromaticas de las fermentaciones,
dichas concentraciones aumentan los valores bajos, de tal modo
posteriormente van siendo oxidados POMAR, (1997).

Iso butanol

De la forma se observa que en el proceso de fermentacion de los analisis
cromatograficos de Iso butanol (mg/100 ml A.A) en la obtencion de etanol
a partir de jugo de cafia de azlcar Saccharum officinarum L. en dos
concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas en
dos proporciones, a temperatura constante 38°C. Como podemos observar
nuestros resultados al final de la fermentacion se encontraron diferencias
estadisticas altamente significativas, teniendo mayor presencia de Iso
butanol el tratamiento T4, que es con células inmovilizadas con menor
concentracion de jugo de cafia con 10°Brix y a mayor concentracion de
inoculo de 10 g/L tuvieron mayor presencia de estos compuestos,
posiblemente estas condiciones favorecieron para la formacion de este
metabolito en la fermentacion. Segin la NTP 211.035, (2019) se contrasta
que esta dentro de los parametro establecido de 60 a 350 (mg/100 ml A.A).
3-Metil-1-butanol /2-metil butanol

También al obtener en el proceso de fermentacién de los resultados de la
obtencion de etanol a partir de jugo de cafia de azlcar Saccharum
officinarum L. en dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis
libres e inmovilizadas en dos proporciones, a temperatura constante 38°C.
Como podemos observar nuestros resultados al final de la fermentacion se
encontraron diferencias estadisticas altamente significativas, teniendo
mayor presencia de 3-Metil-1-butanol /2-metil butanol el tratamiento T4,
que es con células inmovilizadas con menor concentracion de jugo de cafia
con 10°Brix y a mayor concentracion de inoculo de 10 g/L tuvieron mayor
presencia de estos compuestos, posiblemente estas condiciones
favorecieron para la formacion de este metabolito en la fermentacion.
Segun la NTP 211.035, (2019), esta dentro de los parametros establecidos
de 60.0 a 350.0 (mg/100 ml A.A) de alcoholes superiores totales.
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5.2.1.12 Alcoholes superiores totales

Al obtener los resultados de los analisis cromatograficos en la obtencion
de etanol a partir de jugo de cafia de azlcar Saccharum officinarum L. en
dos concentraciones utilizando Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas
en dos proporciones, a temperatura constante 38°C. Como podemos
observar nuestros resultados al final de la fermentacion se encontraron
diferencias estadisticas altamente significativas, teniendo mayor presencia
de alcoholes superiores en el T4 de células inmovilizadas tiene menor
concentracion de jugo de cafia de 10°Brix y a mayor concentracion de
inoculo de 10 g/L tuvieron mayor presencia de estos compuestos,
posiblemente estas condiciones favorecieron para la formacién de estos
alcoholes en la fermentacion. Como también indica la NTP 211.035,
(2019) que los alcoholes superiores totales estan de los parametros
establecidos de un maximo y minimo de 60 a 350 (mg/100 ml A.A).
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El comportamiento fermentativo de las concentraciones de los solidos solubles de 20 y
10 °Brix de jugo de cafia de azUcar para la obtencién de etanol con las células libres e
inmovilizadas de las Zymomonas mobilis influyo significativamente, destacando en
varias caracteristicas la mayor concentracion por su mayor disponibilidad en la
fermentacion en °Brix, densidad, grados alcohdlicos y azucares reductores,

Las proporciones de los inoculo de 7.5y 10 (g/L) de células libres e inmovilizadas de
Zymomonas mobilis no tuvieron influencia en el proceso de fermentacion de obtencién
de etanol a partir de jugo de Cafia de Azlcar Saccharum officinarum L., pero si la
condicion de la cepa libres e inmovilizadas de Zymomonas mobilis en acidez total y
biomasa.

La caracterizacion fisicoquimica y los compuestos volatiles por cromatografia del etanol
de las células libres e inmovilizadas de Zymomonas mobilis tales como solidos solubles
°Brix, pH, acidez total, densidad, extracto seco, azlcares reductores, grados alcohdlicos
°GL, acetato de etilo, esteres, acetaldehidos, Iso butanol, 3-Metil-1-butanol /2-metil
butanol, alcoholes superiores; los mismos que se encuentran dentro de los rangos
establecidos en la normativa nacional e internacional como la NTP 211.035:2019 y
NTE INEN 372 para vino de uva.

6.2 Recomendaciones

Se recomienda a las nuevas generaciones de los tesistas acondicionar los biorreactores
para poder brindar las condiciones adecuadas para la toma de las muestras y asi
monitorear el proceso de fermentacion para la obtencion de etanol.

Se recomienda a los productores de licores de aguardiente del valle de Pachachaca debe
de utilizar esta nueva cepa de bacteria (-) Zymomonas mobilis, ya no produce
metabolitos toxicos como el metanol.

Se recomienda a los nuevos tesistas realizar el estudio de la reutilizacion de células

inmovilizadas de Zymomonas mobilis.
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http://lwww.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1851-30182010000100003.
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Tabla 38 — Anélisis de solidos solubles (°Brix)
°BRIX | MUESTRA REP 1 REP2 | REP3 | PROMEDIO | DESVIACION
ESTANDAR
" T1 9.80 9.60 9.60 9.67 0.12
52 T2 9.80 9.80 9.60 9.73 0.12
é = T3 5.40 5.20 5.20 5.27 0.12
o~ T4 5.20 4.80 5.20 5.07 0.23
T5 7.8 8 8.2 8.00 0.20
23 T6 8.2 8.2 8.6 8.33 0.23
3 = T7 4 3.8 3.8 3.87 0.12
T8 4 3.8 3.8 3.87 0.115470054
Tabla 39 — Analisis de pH
pH | MUESTRA REP 1 REP2 | REP3 | PROMEDIO | DESVIACION
ESTANDAR
" T1 3.56 3.57 3.59 3.57 0.02
< 3 T2 3.56 3.56 3.55 3.56 0.01
é 2 T3 3.31 3.35 3.27 3.31 0.04
o~ T4 3.34 3.36 3.36 3.35 0.01
T5 3.52 3.56 3.54 3.54 0.02
83 T6 3.54 3.51 3.50 3.52 0.02
32 7 4.00 3.80 3.80 3.87 0.12
T8 4.00 3.80 3.80 3.87 0.115470054
Tabla 40 — Analisis de densidad (g/cm?)
DESVIACION
DENSIDAD | MUESTRA | REP1 | REP2 | REP3 | PROMEDIO | o)\ 5o
2 T1 1.064 1.064 1.063 1.064 0.001
>
3 Q T2 1.064 | 1.064 | 1.066 1.065 0.001
g Z T3 1.038 1.037 1.036 1.037 0.001
T4 1.036 1.034 1.038 1.036 0.002
T5 1.065 1.063 1.063 1.064 0.001
wn
‘—:" o T6 1.063 1.064 1.065 1.064 0.001
3 = T7 1.042 1.043 1.04 1.042 0.002
T8 1.041 1.042 1.043 1.042 0.001
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Tabla 41 — Anélisis de acidez total (g/L).
DESVIACION
ACIDEZ | MUESTRA | REP1 REP 2 REP 3 | PROMEDIO ESTANDAR
2 T1 0.332 0.332 0.332 0.332 0
2‘ é T2 0.33 0.332 0.332 0.331 0.001
t Z T3 0.359 0.351 0.351 0.354 0.005
T4 0.36 0.351 0.351 0.354 0.005
T5 0.261 0.265 0.257 0.261 0.004
23 T6 025 | 0254 | 0261 0.255 0.006
8 = T7 0.164 0.164 0.187 0.172 0.013
T8 0.17 0.176 0.16 0.169 0.008
Tabla 42 — Analisis de biomasa (g/ml).
DESVIACION
BIOMASA | MUESTRA | REP 1 REP 2 REP 3 | PROMEDIO ESTANDAR
wn T1 0 0 0 0 0
532 T2 0 0 0 0 0
é = T3 0 0 0 0 0
o~ T4 0 0 0 0 0
TS5 2.384 2.25 2 2.21 0.19
‘—E & T6 2.846 2.575 2.293 2.57 0.28
3= T7 1359 | 1205 | 1.271 1.31 0.05
T8 1.229 1.207 1.199 1.21 0.02
Tabla 43 —Analisis de azucares reductores (DNS)
DESVIACION
DNS | MUESTRA | REP1 REP 2 REP3 | PROMEDIO ESTANDAR
<<JE) S T1 4,13 4.15 4.16 4.15 0.02
30 T2 3.65 3.66 3.65 3.65 0.01
d % T3 3.64 3.68 3.66 3.66 0.02
o~ T4 3.65 3.66 3.63 3.65 0.02
T5 4.61 4.59 4.63 4.61 0.02
‘—3 & T6 4.64 4.65 4.65 4.65 0.01
32 T7 3.93 3.92 3.94 3.93 0.01
T8 4.11 4.11 4.1 4.11 0.005773503
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Tabla 44 — Analisis de grado alcohdlico (° GL).
K’LCOHOL MUESTRA | REP1 | REP2 | REP3 | PROMEDIO DEESSEF\QQSERN
" T1 8.1 795 | 825 8.1 0.15
é é T2 808 | 812 | 78 8 0.17
=2 T3 4.3 48 4.4 45 0.26
o~ T4 3.2 3 2.81 3 0.2
T5 115 | 11.2 | 11.8 115 0.3
g T6 103 | 108 | 11.3 10.8 05
3= T7 5.7 6.3 6 6 0.3
T8 6.2 6.4 6.6 6.4 0.2
Tabla 45 — Analisis de esteres como acetato de etilo (mg/100 ml A.A).
ACE'ﬂfg Ol MUESTRA| REP1 | REP2 | REP3 | PROMEDIO DEESST\QQS'A?RN
2 T1 15.6 15.8 15.4 15.6 0.2
= e T2 18.1 17.9 18.3 18.1 0.2
o Z T3 38.1 38.3 38.5 38.3 0.2
o T4 57.8 57.2 58.4 57.8 0.6
T5 23.1 23.2 23 23.1 0.1
23 T6 195 18.8 19 19.1 0.36
3= T7 0 0 0 0 0
T8 84.9 85.1 85 85 0.1
Tabla 46 — Analisis de acetaldehidos (mg/100 ml A.A).
ACETALDEHIDO |MUESTRA | REP1 | REP2 | REP3 | PROMEDIO DEESST\QQS'AORN
" T1 421 | 424 | 418 42.1 0.3
é é T2 442 | 443 | 441 44.2 0.1
mi= T3 568 | 57.1 | 57.4 57.1 0.3
© T4 156.3 | 1556 | 157 156.3 0.7
T5 189 | 197 | 19.9 19.5 0.53
g T6 435 | 429 | 441 435 0.6
3= T7 768 | 772 | 776 77.2 0.4
T8 206 | 288 | 301 29.5 0.655743852
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Tabla 47 — Analisis Iso butanol (mg/100 ml A.A).

I1SO - DESVIACION
BUTANOL | MUESTRA | REP1 | REP2 | REP3 | PROMEDIO | £\ \DAR

2 S T1 34.9 34.8 35 34.9 0.1

5' g T2 39.1 40 394 39.5 0.46

d z T3 46.8 45.6 46.5 46.3 0.62

© T4 90 90.8 90.7 90.5 0.44

T5 58.6 60.4 60.1 59.7 0.96
[%2]
‘—; & T6 58.9 58.8 59 58.9 0.1
3= T7 51.6 52.4 52 52 0.4
T8 25.9 26.9 27 26.6 0.608276253
Tabla 48 — Analisis de 3 — metil -1- butanol/ 2 — metil butanol (mg/100 ml A.A).
3-
Metil-

1- DESVIACION
butanol/ MUESTRA | REP1 REP 2 REP 3 [ PROMEDIO ESTANDAR
2-metil
butanol

2 S T1 86.1 87.1 85.1 86.1 1
5' O T2 83.2 82.9 83.2 83.1 0.17
d ; T3 165.9 164 165.1 165 0.95
O~ T4 247.2 247.9 248 2471.7 0.44
m T5 149.8 149.9 150.3 150 0.26
°—§ o T6 152 151.4 152 151.8 0.35
3= T7 2122 | 2124 212 212.2 0.2
T8 118.2 117.5 118 117.9 0.36
Tabla 49 — Anaélisis de Alcoholes superiores (mg/100 ml A.A).
Alcoholes DESVIACION
superiores | MUESTRA | REP 1 REP 2 REP 3 | PROMEDIO ESTANDAR
totales

Q S T1 118.9 118.8 119.3 119 0.26

5' @] T2 122.1 122.8 122.9 122.6 0.44

d ; T3 210.9 211.8 211.2 211.3 0.46

O~ T4 337.9 338.3 338.4 338.2 0.26

" T5 209 209.4 208.9 209.1 0.26

=3 T6 264 2639 | 264.1 264 0.1

3= T7 249.2 | 249.1 | 2481 248.8 0.61

T8 144.2 145 144.3 144.5 0.435889894
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PANELES FOTOGRAFICOS
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Anexo 01 — Cafa de azUcar
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Anexo 03 — Pasteurizacion de jugo de cafia de azucar

e S
<o ‘@ swicas ._(0.(,

Anexo 04 — Produccién de biomasa Zymomonas mobilis

BRTTTI ittt T
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Anexo 05 — Inmovilizacion de Zymomonas mobilis

Anexo 06 — Fermentacion de los tratamientos del jugo de cafa de azucar de
Zymomonas mobilis libres e inmovilizadas
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RESULTADOS
ANALISIS FISICOQUIMICO
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Registro de andlisis fisicoquimico Obtencion de Etanol a partir de jugo de Cafia de
Azucar Saccharum officinarum L. en Dos Concentraciones Utilizando Zymomonas
Mobilis Libres e Inmovilizadas en Dos proporciones

e Primer envid de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 45 células inmovilizadas (T1)

Identificacion y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
JUGO DE CANA: 20/45 ( 11) INMOV”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcién: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI - .. .
(Informacion Proporcionada por el solicitante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcoholico Volumétrico °GL 81 NTP 212.030 (Validado)
, NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mag/100 ml AA N.D. (Método Validado)
Acetato de Etilo mg/100 ml ALA 15.6 NTP 211.035:2019
: ’ NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A_A N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml A_A 156 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml AA 42.1 NTP 211.035:2019
., NTP 211.035:2015
Iso-Propanol mg/100 ml AA N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml AA 34.9 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml AA 86.1 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales™ mg/100 ml A_A 119.0 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 mi AA N.D. NTP 211.035:2019

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.

e Segundo envid de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 45 células inmovilizadas (T1)

Identificacion y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
JUGO DE CANA: 20/45 ( 11) INMOV”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcion: 04.03.2022
(Descripcidn por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI - - .
(Informacion Proporcionaa por el solictante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacién Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcoholico Volumétrico °GL 8.1 NTP 212.030 (Validado)
. NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 mlAA N.D. (Método Validado)
Acetato de Etilo mg/100 mlA.A 15.6 NTP 211.035:2019
p 4 NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml A A 156 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml A A 421 NTP 211.035:2019
. NTP 211.035:2015
Iso-Propanol mg/100 mlAA N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 mlA.A N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml A A 349 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 mlA.A 86.1 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales® mg/100 mlAA 119.0 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 mlA.A N.D. NTP 211.035:2019
Temperatura ambiente: 20°C y Humedad Relativa: 44 2%
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Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
e Primer envid de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 60 células inmovilizadas (T2)

Identificacion y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
JUGO DE CANA: 20/60 (11) INMOV”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcién por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcion: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . Iy .
(Informacion Proporcionada por el soligtante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacién Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcohdlico Volumétrica °GL 8.0 NTP 212.030 (Validado)
N y NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml A A N.D Mélodo Valdado
Acetato de Etilo mg/100 ml A A 181 NTP 211.035:2019
. y NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml AA N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml A A 181 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml AA 442 NTP 211.035:2019
NTP 211.035:2015
- /1
Iso-Propanol mg/100 ml AA N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 ml A A N.D NTP 211.035:2019
|so-Butanol mg/100 ml AA 39.5 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml AA 83.1 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales” mg/100 ml AA 1226 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 ml A A N.D NTP 211.035:2019

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
e Primer envio de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 60 P células inmovilizadas (T2)

F]
o
H
H
s
i
4
3
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Identificacion y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
JUGO DE CANA: 20/60 (11) INMQOV”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcién: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . i .
(Informacion Proporcionada por el soliiante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcoholico Volumétrico °GL 8.0 NTP 212.030 (Validado)
’ NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml AA N.D. Método Validado
Acetato de Etilo mg/100 mlAA 18.1 NTP 211.035:2019
. y NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A A N.D. (Método Valldado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml A A 18.1 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml A A 442 NTP 211.035:2019
y NTP 211.035:2015
Iso-Propanol mg/100 ml A A N.D (Método Validado)
Propanol mg/100 mlAA N.D. NTP 211.035:2019
Butanol ma/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml A A 395 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml A A 83.1 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales™ mg/100 ml A A 1226 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 ml A.A N.D. NTP 211.035:2019
Temperatura ambiente: 20°C y Humedad Relativa: 44.2%
N.D. No Detectable;

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
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e Primer envid de cite agroindustrial Ica.
10 °Brix / 45 células inmovilizadas (T3)

Identiticacion y Estado: U1 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 5UU mL. Identificada como "FERMENIACION DE
JUGO DE CANA: 10/45 (I1) INMOV”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcién por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcién: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . Iy .
(informacion Proporcionada por el solicitante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcoholico Volumétrico °GL 4.5 NTP 212.030 (validado)
4 NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml AA N.D. (Método Valigado)
Acetato de Etilo mg/100 ml A A 383 NTP 211.035:2019
. y NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml A A 383 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml A A 571 NTP 211.035:2019
y NTP 211.035:2015
Iso-Propanol mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 ml A.A N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml A.A 46.3 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml A.A 165.0 NTP 211.035:2019
Alcohales superiores, como alcoholes superiores totales™ mg/100 ml A A 2113 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 ml A.A N.D. NTP 211.035:2019
Temperatura ambiente: 20°C y Humedad Relativa: 44.2%
MO Ao bl

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
e Primer envid de cite agroindustrial Ica.
10 °Brix / 45 p células inmovilizadas (T3)

Nombre de la Muestra: Jugo de Cafia
(Informacién Proporcionada por el solicitante)
Identificacion y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
JUGO DE CANA: 10/45 (1) INMOV”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepeion: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . . .
(Informacion Proparcionada por el solictante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcohdlico Volumétrico °GL 45 NTP 212.030 (Validado)
’ NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml A.A N.D. (Método Validado)
Acetato de Etilo mg/100 ml A A 383 NTP 211.035:2019
. ’ NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A A N.D. Método Validado
Esteres, como acetato de etilo” mg/100 ml A A 383 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml AA 571 NTP 211.035:2019
. NTP 211.035:2015
Iso-Propanol mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Butanal mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml A A 463 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml AA 165.0 NTP 211.035:2019
Alcohaoles superiores, como alcoholes superiores totales” mg/100 ml A A 2113 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 mlAA N.D. NTP 211.035:2019

Fuente: Labofé_td'rio'cii_te'ag'rbindustrial Ica.
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e primer envio de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 60 células inmovilizadas (T4)

Identiticacion y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 50U mL. Identiicada como "FERMENIACION DE
JUGO DE CANA: 20/60 (11) INMOV”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcian por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcion: 04.03.2022
(Descripcién por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . . .
(informacion Proprcionada por el solictants) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcoholico Volumétrico °GL 3.0 NTP 212.030 (Validado)
1 NTP 211.035:2015
Farmiato de Etilo mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Acetato de Etilo mg/100 ml A.A 57.8 NTP 211.035:2019
. 1 NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A.A N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo® mg/100 ml A A 578 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml AA 156.3 NTP 211.035:2019
’ NTP 211.035:2015
Iso-Propanol mg/100 ml A.A N.D. (Método Validado)
Propanol ma/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml A A 90.5 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml A A 2477 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales* mg/100 ml A A 3382 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Temperatura ambiente: 20°C y Humedad Relativa: 44.2%

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
e Segundo envio de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 60 células inmovilizadas (T4)

e mimm = e emm—— e o
Nombre de la Muestra: Jugo de Cafia
(Informacion Proporcionada por el solicitante)
Identificacién y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
JUGO DE CANA: 10/60 (11) INMOV”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcién: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI N o .
(Informacién Proporcionada por el solicitante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacién Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcohdlico Volumetrico °GL 3.0 NTP 212.030 (validado)
NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml ALA N.D. (Método Validado)
Acetato de Etilo mg/100 ml ALA 57.8 NTP 211.035:2019
- NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml ALA N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo® mg/100 ml ALA 57.8 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml A.A 156.3 NTP 211.035:2019
NTP 211.035:2015
N /
Iso-Propanol mg/100 ml ALA N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 ml ALA N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 ml ALA N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanal mg/100 ml A LA 905 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml A LA 2477 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales™ mg/100 ml ALA 338.2 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico ma/100 ml A.A N.D. NTP 211.035:2019

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
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e Primer envio de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 7.5 células libres (T5)

Identiticacion y Estado: UT muestra en botella de vidrio, aproximadamente sUU mL. Identificada como "FERMENIACION DE

JUGO DE CANA: 20/7.5 (L1) LIBRE”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcion: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . . .
(Informacion Proporcionada por el solictante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcoholico Volumétrico °GL 15 NTP 212.030 (Validado)
4 NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml AA N.D. Método Validado)
Acetato de Etilo mg/100 mlAA 23.1 NTP 211.035:2019
4 NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml AA N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml A A 231 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml A A 195 NTP 211.035:2019
NTP 211.035:2015
- /]
Iso-Propanol mg/100 ml AA N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 mlAA N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 mlAA N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 mlAA 59.7 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml A A 150.0 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales* mg/100 ml A A 2091 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 mlAA N.D. NTP 211.035:2019

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.

e Segundo envid de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 7.5 células libres (T5)

Nombre de la Muestra: Jugo de Cafia
(Informacién Proporcionada por el solicitante)

Identificacic’mNy Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
JUGO DE CANA: 20/7.5 (L1) LIBRE”

Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcion: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . Iy .
(Informacion Proporcionada por el saligtante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcohalico Volumétrico °GL 11.5 NTP 212.030 (Validado)
’ NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 mlAA N.D. (Método Validado)
Acetato de Etilo mg/100 ml A A 231 NTP 211.035:2019
r y NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo” mg/100 ml A A 231 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml AA 19.5 NTP 211.035:2019
NTP 211.035:2015
| 1
Iso-Propanol mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml AA 59.7 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml AA 150.0 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales* mg/100 mlAA 2001 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
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e Primer envid de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 10 células libres (T6)

Identificacién y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
JUGO DE CANA: 20/10 (L1) LIBRE”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcion: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . i .
(Informacion Proporcionada por el solictante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grada Alcoholico Volumétrico °GL 108 NTP 212.030 (Validado)
- y NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml AA N.D. Metodo Validado)
Acetato de Etilo mg/100 ml A A 19.1 NTP 211.035:2019
0 4 NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo” mg/100 ml A A 191 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml A A 435 NTP 211.035:2019
NTP 211.035:2015
| /1
Iso-Propanol mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml AA 58.9 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml A A 151.8 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales* mg/100 ml A A 264.0 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
e Segundo envid de cite agroindustrial Ica.
20 °Brix / 10 células libres (T6)

JUGO DE CANA: 20/10 (L1) LIBRE"

Identificaci6n~y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE

Marca: SM

(Descripcion por el Solicitante)

Fecha de Muestreo: 28.02.2022

(Descripcion por el Solicitante)

Lugar del Muestreo: UNAMBA

(Descripcion por el Solicitante)

Fecha de Recepcion: 04.03.2022

Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI

(Informacion Proporcionada por el solicitante)

Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022

RESULTADOS
Determinacién Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcoholico Volumétrica °GL 10.8 NTP 212.030 (Validado)
4 NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Acetato de Etilo mg/100 mlA A 191 NTP 211.035:2019
4 NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mag/100 mlAA N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml A A 191 NTP 211.035:2019
Acetaldehido ma/100 mlA A 435 NTP 211.035:2019
NTP 211.035:2015
- /1
Iso-Propanol mg/100 ml AA N.D. (Mstodo Validado)
Propanol mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 mlAA N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mag/100 mlAA 58.9 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 mlAA 151.8 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales* mg/100 ml A A 264.0 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 mlA A N.D. NTP 211.035:2019

Temperatura ambiente: 20°C y Humedad Relativa: 44 2%
N.D. No Detectable:

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
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e Primer envio de cite agroindustrial Ica.
10 °Brix / 7.5 células libres (T7)

Identiticacion y Estado: U1 muestra en botella de vidrno, aproximadamente 50U mL. Identificada como "FERMENIACION DE
JUGC DE CANA: 10/7.5 (L1) LIBRE”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Selicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcion: 04.03.2022
(Descripcion por el Selicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . Iy .
(Informacien Proporeionada por el solictante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcohdlico Volumétrico °GL 6.0 NTP 212.030 (Validado)
4 NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml A A N.D Método Valdado
Acetato de Etilo mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
p 4 NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A A N.D (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml A A N.D NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml AA 772 NTP 211.035:2019
NTP 211.035:2015
-] /1
|so-Propanol mg/100 ml A A N.D. (Métado Validado)
Propanol mg/100 ml AA 293 NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml AA 52.0 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml AA 2122 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales* mg/100 ml AA 2488 NTP 211.035.2019
Alcohol Metilico mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
T_elngeralura amb_\ente 20°C y Humedad Relativa: 44 2%

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
e Segundo envié de cite agroindustrial Ica.
10 °Brix / 7.5 células libres (T7)

Identificacion y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
JUGO DE CANA: 10/7.5 (L1) LIBRE”
Marca: SM Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripeion por el Solicitante) (Descripcion por el Solicitante)
Lugar del Muestreo: UNAMBA Fecha de Recepcion: 04.03.2022
(Descripcion por el Solicitante)
Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI . .. i
(Informacion Proportionada por €l solictante) Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022
RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcohélico Volumétrico °GL 6.0 NTP 212.030 (Validado)
4 NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml A.A N.D. Método Validado)
Acetato de Efilo mg/100 ml A.A N.D. NTP 211.035:2019
y NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml A A N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml A.A N.D. NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 ml A A 772 NTP 211.035:2019
NTP 211.035:2015
| /1
Iso-Propanol mg/100 ml A.A N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 ml A.A 203 NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 ml A.A N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 ml A A 520 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 ml A.A 2122 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales” mg/100 ml A A 2488 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 ml A A N.D. NTP 211.035:2019
Temperatura ambiente: 20°C y Humedad Relativa: 44.2%
| N.D.No Detectable:

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.
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10 °Brix / 10 células libres (T8)

JUGO DE CARNA 10/10 (L1) LIBRE”

Identificacion y Estado: 01 muestra en botella de vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE
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rial Ica.

Marca: SM

(Descripcion por el Solicitante)

Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcion por el Solicitante)

Lugar del Muestreo: UNAMBA

(Descripcion por el Solicitante)

Fecha de Recepcion: 04.03.2022

Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI

(Informacion Proporcionada por el solicitante)

Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022

RESULTADOS

Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo

Grado Alcohdlico Volumétrico °GL 6.4 NTP 212,030 (validado)

. y NTP 211.035:2015

Formiato de Etilo mg/100 ml A A ND. (Mélodo Validado)

Acetato de Etilo mg/100 mlAA 85.0 NTP 211.035:2019

’ NTP 211.035:2015

Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml AA N.D. (Método Validado)

Esteres, como acetato de etilo® mg/100 ml A A 850 NTP 2110352019
Acetaldehido mg/100 mlA A 295 NTP 211.035:2019

’ NTP 211.035:2015

Iso-Propanol mg/100 ml AA N.D. (Método Validado)
Propanol mg/100 mlA A N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 mlA A N.D. NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 mlA A 26.6 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 mlAA 117.9 NTP 211.035:2019
Alcoholes superiores, como alcoholes superiores totales” mg/100 ml AA 1445 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 mlAA N.D. NTP 211.035:2019

Temperatura ambiente: 20°C v Humedad Relativa: 44 2%
Fuente: Laboratorio cite agroindustrial Ica.

e Segundo envi6 de cite agroindustrial Ica.
10 °Brix / 10 células libres (T8)

Identificaciénwy Estado: 01 muestra en botella de
JUGO DE CANA 10/10 (L1) LIBRE”

vidrio, aproximadamente 500 mL. Identificada como “FERMENTACION DE

Marca: SM

(Descripcion por el Solicitante)

Fecha de Muestreo: 28.02.2022
(Descripcidn por el Solicitante)

Lugar del Muestreo: UNAMBA

(Descripcion por el Solicitante)

Fecha de Recepcion: 04.03.2022

Muestreado por: Sr. FIDEL LLALLI

(Informacion Proporcionada por el solicitante)

Fecha de Ejecucion del Ensayo: 09.03.2022 y 10.03.2022

RESULTADOS
Determinacion Unidad de medida Resultados Método de ensayo
Grado Alcohalico Volumétrico °GL 6.4 NTP 212.030 (Validado)
; ; ; NTP 211.035:2015
Formiato de Etilo mg/100 ml AA N.D. {Método Validado)
Acetato de Etilo mg/100 mlAA 85.0 NTP 211.035:2019
| ; NTP 211.035:2015
Acetato de Iso-Amilo mg/100 ml AA N.D. (Método Validado)
Esteres, como acetato de etilo* mg/100 ml AA 85.0 NTP 211.035:2019
Acetaldehido mg/100 mlAA 295 NTP 211.035:2019
NTP 211.035:2015
- /1
Iso-Propanol mg/100 ml AA N.D (Método Validado)
Propanol mg/100 ml AA N.D. NTP 211.035:2019
Butanol mg/100 mlAA N.D NTP 211.035:2019
Iso-Butanol mg/100 mlAA 26.6 NTP 211.035:2019
3-Metil-1-butanol / 2-metil-1-butanol mg/100 mlAA 1179 NTP 211.035:2019
Alcohales superiores, como alcoholes superiores totales® mg/100 ml A A 1445 NTP 211.035:2019
Alcohol Metilico mg/100 ml AA N.D NTP 211.035:2019

Temperatura ambiente: 20°C y Humedad Relativa: 44 2%
N.D. No Detectable:

Fuente: Laboratorio cite agroindustrial

Ica.
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