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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo obtener etanol por Saccharomyces cerevisiae
mediante la biotransformacion de cascaras de pifia Ananas comosus de la variedad
Golden. Las variables independientes a controlar fueron los solidos solubles (14, 17,
20y 23 grados Brix) y el tiempo de fermentacion 48, 72, 96 y 120 horas). La variable
dependiente fue la Calidad del etanol obtenido expresada como Grado alcohdlico del
mosto, Porcentaje de etanol destilado y Porcentaje de rendimiento de etanol destilado.
Existieron diferencias significativas para los solidos solubles (°Brix) y los tiempos de
fermentacion versus la Calidad del etanol obtenido. El nivel de 23°Brix fue en el que
se presentd un mayor aumento de grado alcohdlico (7.23°A) a las 120 horas y un
porcentaje de etanol destilado (67%) a las 96 horas de fermentacion. Se determino
una correlacion de Pearson fuerte positiva de 0.80085 entre el grado de alcohdlico
con el porcentaje de etanol. El analisis de superficie de respuesta y optimizacion
determind que los niveles de las variables que optimizan la obtencion y calidad del
etanol fueron los sélidos solubles de 23 °Brix y los tiempos de fermentacion de 120
horas. Las céscaras de pifia tienen potencial para la obtencion de etanol y los
resultados sirven de punto de partida hacia estudios mas detallados que determinen la
factibilidad de utilizar el material lignocelulésico de las cascaras de pifia como
materia prima y alternativa ecoldgica atractiva al valorizar los residuos de pifia para
reducir su impacto ambiental en el marco de desarrollo sostenible de las regiones
productoras de pifia del Perd.

Palabras clave: Desarrollo sostenible, cascara de pifia, fermentacion, levadura, Etanol.
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ABSTRAC

The objective of the present study was to obtain ethanol by Saccharomyces cerevisiae
through the biotransformation of pineapple peels Ananas comosus of the Golden
variety. The independent variables to be controlled were the soluble solids (14, 17, 20
and 23 degrees Brix) and the fermentation time 48, 72, 96 and 120 hours). The
dependent variable was the quality of the ethanol obtained expressed as the alcoholic
strength of the must, the percentage of ethanol distilled and the percentage of yield of
ethanol distilled. There were significant differences for soluble solids (°Brix) and
fermentation times versus the quality of the ethanol obtained. The level of 23 °Brix
was in which there was a greater increase in alcoholic strength (7.23 °A) at 120 hours
and a percentage of distilled ethanol (67%) at 96 hours of fermentation. A positive
strong Pearson correlation of 0.80085 was determined between the degree of
alcoholic and the percentage of ethanol. The response surface analysis and
optimization determined that the levels of the variables that optimize the obtaining
and quality of the ethanol were the soluble solids of 23 °Brix and the fermentation
times of 120 hours. Pineapple peels have the potential to obtain ethanol and the
results serve as a starting point towards more detailed studies that determine the
feasibility of using the lignocellulosic material of pineapple peels as an attractive raw
material and ecological alternative when valorizing pineapple residues to reduce its
environmental impact within the framework of sustainable development of the
pineapple producing regions of Peru.

Key words: Sustainable development, pineapple peel, fermentation, yeast, Ethanol.
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RIASSUNTO

L'obiettivo di questo studio era di ottenere l'etanolo da Saccharomyces cerevisiae
attraverso la biotrasformazione delle bucce di ananas Ananas comosus della varieta
Golden. Le variabili indipendenti da controllare erano i solidi solubili (14, 17, 20 e 23
gradi Brix) e il tempo di fermentazione 48, 72, 96 e 120 ore). La variabile dipendente
era la qualita dell'etanolo ottenuto espresso come il titolo alcolometrico del mosto, la
percentuale di etanolo distillato e la percentuale di resa di etanolo distillato. C'erano
differenze significative per solidi solubili (°Brix) e tempi di fermentazione rispetto
alla qualita dell'etanolo ottenuto. Il livello di 23 °Brix era in cui vi era un maggiore
aumento del titolo alcolometrico (7,23 °A) a 120 ore e una percentuale di etanolo
distillato (67%) a 96 ore di fermentazione. Una correlazione Pearson forte positivo di
0.80085 ¢ stata determinata tra il grado alcolico e la percentuale di etanolo. L'analisi e
I'ottimizzazione della superficie di risposta ha determinato che i livelli delle variabili
che ottimizzano I'ottenimento e la qualita dell'etanolo sono stati i solidi solubili di 23
°Brix ei tempi di fermentazione di 120 ore. Le bucce di ananas hanno il potenziale
per ottenere etanolo ei risultati servono come punto di partenza per studi piu
dettagliati che determinano la fattibilita dell'uso del materiale lignocellulosico delle
bucce di ananas come materia prima interessante ed alternativa ecologica quando si
valorizzano i residui di ananas ridurre il suo impatto ambientale nel quadro dello
sviluppo sostenibile delle regioni produttrici di ananas del Peru.

Parole chiave: Sviluppo sostenibile, buccia d'ananas, fermentazione, lievito, etanolo.
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INTRODUCCION

La pifia es una fruta utilizada para elaborar productos alimenticios, farmacéuticos,
cremas cosméticas, etc. El fruto de la pifia es el mas utilizado pero sus ejes de
inflorescencia, cascara y tallo no son aprovechados por lo que el uso de estos residuos

beneficiaria al medio ambiente.

Las céscaras de pifia son residuos solidos que resultan al consumir directamente la
fruta o al procesarlas para la obtencion de jugo, mermeladas, vinagre y conservas de
pifia, y que ya no son Utiles para el proceso que los generd, pero que pueden
aprovecharse para generar un producto como el etanol con valor agregado
econdémico, comercial y principalmente la eliminaciéon de una fuente de

contaminacion del medio ambiente.
Se necesita usar materia prima renovable como la biomasa lignoceluldsica para que
no presenten problemas de seguridad alimentaria y contaminacion ambiental debido a

su disposicion final inadecuada.

El principal objetivo de cualquier investigacion debe sustentarse en aportar

conocimientos y experiencias que ayuden al desarrollo de cierta actividad. El presente
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estudio trata de sustentar las ventajas de utilizar las cascaras que se generan en el
proceso de la pifia para obtener etanol.

El interés para desarrollar la presente investigacion surge a partir de la falta de
aprovechamiento adecuado de residuos sélidos de las cascaras de pifia y permitir el
desarrollo sostenible de las regiones productoras del pais que contribuiria a los
mercados y empresas agroindustriales a disminuir los costos de la disposicion de
residuos y su efecto en el ambiente. Este trabajo pretende utilizar las cascaras de pifia
para la biotransformacién por la levadura de los componentes lignoceluldsicos de las

cascaras de pifia en etanol y se pueda obtener un valor econémico ambiental.

Este trabajo de investigacion es un aporte de beneficio para empresas de
transformacion de materia organica, industria quimica, industria farmacéutica,
empresas agroindustriales y mercados para promover el aprovechamiento de residuos
solidos de vegetales como las cascaras de pifia y poder obtener con este insumo
desechado un subproducto con valor agregado como el etanol teniendo en cuenta que
las céscaras de pifia son un residuo muy a menudo no utilizado que podrian constituir
una fuente de contaminacion importante y que podrian ser aprovechados
adecuadamente como una alternativa de interés con el fin de considerarse dentro del
marco de desarrollo sostenible a largo plazo de las regiones productoras de Pifia del

Peru.
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En el presente estudio se quiere explicar como se puede medir la dependencia de la
variable dependiente obtencion de etanol por Saccharomyces cerevisiae en la
biotransformacion de cascaras de pifia manipulando las variables independientes de
contenido de solidos solubles (Grados Brix) y de tiempos de fermentacion (TFer)
para ver como se relacionan las variables y como influyen en el metabolismo de

azUcares por la levadura para producir etanol.

Los conocimientos derivados de la presente investigacion contribuiran a un
aprovechamiento adecuado de los residuos solidos de las cascaras de pifia evitando su
alteracion y contaminacion por su degradacion ya que las cascaras de pifia son un
residuo muy a menudo no utilizado que se puede alterar facilmente y se quiere
plantear una alternativa de interés dentro del marco de desarrollo sostenible en el
seguimiento continuo del desarrollo a nivel ambiental, social y econdmico de las
regiones productoras de pifia del Peri mediante el uso de residuos desechados de la
pifia para permitir una sacarificacion y fermentacion y poder obtener un subproducto

con valor agregado como el etanol.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion del problema

En las Gltimas décadas y actualmente los residuos agroindustriales soélidos,
semisolidos o liquidos estan siendo estudiados porque pueden aprovecharse o
transformarse generando nuevos productos de valor agregado y son utilizados
como insumo para generar productos, obtener bioenergéticos y para reducir el
impacto ambiental que ocasionan. (Mejias et al., 2016).

Una opcion atractiva es utilizar residuos de la agroindustria como insumo de bajo
costo y obtener sustancias quimicas refinadas (Gil, 2008). Debido a este motivo,
se necesita buscar opciones enérgicas limpias y medioambientales sostenibles

como el bioetanol obtenido de residuos de la agroindustria. (Conesa, 2017).

1.1.1. Delimitacién del problema

Espacial (geografico)
En cuanto a la delimitacion espacial del presente estudio, las etapas
experimentales se realizaron en los laboratorios de la Facultad de Ingenieria

Pesquera y de Alimentos de la Universidad Nacional del Callao.
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1.2.

Temporal
El estudio se realizo en un periodo de 12 meses. De setiembre del 2017 al mes

de agosto del 2018.

Formulacién del problema

Problema General

¢Como obtener etanol por Saccharomyces cerevisiae mediante la
biotransformacion de cascaras de pifia Ananas comosus evaluando los solidos

solubles y el tiempo de fermentacion?

Problemas Especificos

¢ Como es posible establecer a nivel de laboratorio los solidos solubles para
obtener etanol por Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de
cascaras de pifia Ananas comosus?

¢Como es posible establecer a nivel de laboratorio los tiempos de
fermentacién para obtener etanol por Saccharomyces cerevisiae por
biotransformacién de céscaras de pifia Ananas comosus?

¢Como es posible obtener a nivel de laboratorio etanol de calidad por

biotransformacién de cascaras de pifia de manera eficiente?

28



1.3. Justificacion e importancia de la investigacion

1.3.1. Justificacion de la investigacion

La pifia es una fruta utilizada para elaborar jugos, mermeladas, vinagre,
productos farmacéuticos, produccion de cremas, etc. El fruto de la pifia es
mas utilizado pero sus ejes de inflorescencia, cascara y tallo no son
aprovechados por lo que el uso de estos residuos beneficiaria al medio

ambiente.

En nuestro pais de la obtencidn de jugo, mermeladas y conservas de pifia se
producen gran cantidad de residuos sélidos como la céscara, siendo
conveniente utilizarlos para obtener productos de mayor valor agregado

anulando una fuente contaminante del ambiente.

Para su aprovechamiento es importante contar con suficiente cantidad del
residuo en el lugar de produccion para que se asegure la obtencion del

producto de utilidad (Saval, 2012).

Del procesamiento de la pifia, los desechos representan un 65% del fruto que
se elimina luego del ciclo comercial, determinandose que se producen 300

TM de rastrojo por hectarea de pifia (Araya, 1998).

El interés para desarrollar la presente investigacion surge a partir de la falta

de aprovechamiento adecuado de residuos sélidos de las cascaras de pifia y
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permitir el desarrollo sostenible de las regiones productoras del pais que
contribuiria a los mercados y empresas agroindustriales a disminuir los

costos de la disposicién de residuos y su efecto en el ambiente.

Este trabajo pretende utilizar las c&scaras de pifia para la biotransformacion
por la levadura de los componentes lignoceluldsicos de las cascaras de pifia
en etanol y se puede obtener un valor econdmico ambiental porque va a
originar un producto que puede ser utilizado en la agroindustria, empresas de

transformacion de materia organica, industria quimica y farmacéutica.

1.3.2. Importancia

En nuestro pais, el mercado industrial y minorista utiliza del fruto de la pifia,
la pulpa para el procesamiento y posterior consumo, mientras que las
cascaras son desechadas sin conocer que estos pueden ser aprovechados para

ser procesados y obtener subproductos como el etanol.

Los materiales lignocelulésicos son objeto de investigacion, pero por su
estructura compleja no es facil acceder a los azucares para fermentarlos y se
deben implementar pretratamientos y estrategias eficientes para la

fermentacion y produccion de etanol. (Liscano, 2014).
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En su mayoria los residuos agroindustriales corresponden a biomasa
lignocelulosica y lipidica que, pese a su dificultad de degradacion en algunos
casos, es posible desdoblarlos a monosacaridos y ésteres mas simples

mediante procesos fisicos, quimicos y/o bioldgicos. (Mejias et al., 2016).

Se puede obtener etanol de melazas, azucares del agave, cereales, asi como
materiales lignoceluldsicos que son biodegradables, y renovables por lo que
su utilizacion es una opcion sostenible y amigable con el medio ambiente

(Arellano, 2015).

Los residuos industriales de la pifia contienen glucosa, fructosa, sacarosa y
porciones de celulosa y hemicelulosa que pueden ser hidrolizados y
fermentados siendo una opcidn de bajo costo para obtener etanol (Conesa et

al., 2012).

Por ello debemos considerar que todos los desechos de frutas que contienen
azucares en sus diferentes formas, son susceptibles de fermentacion,
produciendo alcohol que pueden ser usados en otros procesos, inclusive

como biocombustibles (Monsalve et al., 2006).

El principal objetivo de cualquier investigacion debe sustentarse en aportar
conocimientos y experiencias que ayuden al desarrollo de cierta actividad. El
presente estudio trata de sustentar las ventajas de utilizar las cascaras de pifia

que se generan del proceso de la pifia y obtener etanol.
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Por lo tanto, se determind el potencial para obtener etanol por
biotransformacién de cascara de pifia de la variedad Golden en condiciones
de laboratorio a una temperatura constante de 30°C y nivel de pH de 4.5. Se
realizd previamente un pretratamiento fisico, térmico y una hidrolisis
enzimatica con celulasa al 2% para obtener un mayor contenido en azucares

fermentables.

Se evalud la accion de fermentacion de la levadura con diversos niveles de
Sélidos solubles (14, 17, 20, 23 °Brix) y ademas se evaluaron los tiempos de
fermentacion (48, 72, 96 y 120 horas). Por medio del mejor resultado de
produccion de etanol destilado y grado alcohodlico, se establecieron los
niveles 6ptimos del contenido de Sélidos solubles iniciales y los tiempos de
fermentacion adecuados en los cuales se obtuvieron mayores grados

alcohdlicos, porcentaje de etanol y rendimientos de etanol.

Este trabajo de investigacion es un aporte de beneficio para empresas de
transformacion de materia organica, industria quimica, industria
farmacéutica, empresas agroindustriales y mercados para promover el
aprovechamiento de residuos sélidos de vegetales como las céscaras de pifia
y poder obtener con este insumo desechado un subproducto con valor
agregado como el etanol teniendo en cuenta que las cascaras de pifia son un
residuo muy a menudo no utilizado que podrian constituir una fuente de

contaminacion importante y que podrian ser aprovechados adecuadamente
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como una alternativa de interés con el fin de considerarse dentro del marco
de desarrollo sostenible a largo plazo de las regiones productoras de Pifia del

Peru.

1.4. Limitaciones de la investigacion

Este estudio contempla obtener etanol por biotransformacion de céscara de
pifia de la variedad Golden siendo una investigacién de tipo aplicada y nivel

explicativo.

Esta investigacion quiere explicar como se puede medir la dependencia de la
variable dependiente obtencion de etanol por Saccharomyces cerevisiae en la
biotransformacién de cascaras de pifia manipulando las variables
independientes de contenido de so6lidos solubles (Grados Brix o °Bx) y de
tiempos de fermentacion (TFer) para ver como se relacionan las variables y
cémo influyen en el metabolismo fermentativo de la levadura teniendo asi el
presente estudio un nivel explicativo. La metodologia es cuantitativa porque
se desea medir con precision las variables del estudio independientes y

dependientes.
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Los limitantes que restringieron el estudio fueron las siguientes:

- Existe poca informacion a nivel nacional de investigaciones sobre el empleo
de cascaras de frutas para obtener sustancias valoradas.

- Debido a su complejidad en la biomasa lignocelulsica de las cascaras es
necesario luego del pretratamiento fisico de las cascaras de pifia realizar una
hidrolisis quimica (acida o alcalina) y bioldgica (enzimatica) para obtener la
cantidad necesaria de azlcares para la accion fermentativa de
Saccharomyces cerevisiae cuyo producto final es el etanol.

- Aungue se conocen las diferentes formas de obtener bioetanol tales como la
fermentacion, aun no existen conocimientos solidos de la extraccion de
bioetanol a partir de cascaras de pifia, a pesar de que existen investigaciones
relacionadas en otros paises sobre del tema. Aln se desconocen varios
aspectos del proceso, como las condiciones operacionales de la fermentacion

que aumenten la eficiencia del proceso.

1.5. Objetivos

1.5.1. Objetivo General

Obtener etanol por Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion

de céascaras de pifia Ananas comosus evaluando los sélidos solubles y el

tiempo de fermentacion.
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1.5.2. Objetivos Especificos

1. Establecer a nivel de laboratorio los solidos solubles para obtener etanol
por Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia

Ananas comosus.

2. Establecer a nivel de laboratorio los tiempos de fermentacion para obtener
etanol por Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de

pifia Ananas comosus.

3. Obtener a nivel de laboratorio etanol de calidad por biotransformacion de

cascaras de pifia de manera eficiente.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Se registra en la Universidad Estatal de Kansas, la Tesis de grado de Doctor en
Filosofia de Deysi Corredor Y. (2008), titulado: Pretratamiento e hidrolisis
enzimatica de biomasa lignocelulésica donde realiza un estudio con céscaras
de soya y sorgo forrajero para obtener etanol y aumentar el aprovechamiento de
los azlcares fermentables utilizando una tecnologia de tratamiento previo de
alta eficiencia. Utiliz6 el &cido diluido y la explosion de vapor modificada
como tecnologias de pretratamiento para aumentar los rendimientos de azlcares
fermentables. Estudio los efectos de temperatura, tiempo de reaccién, tipo de
acido y concentraciéon del &cido en la hidrdlisis de la hemicelulosa en las
cascaras de soja y los rendimientos totales de azlcar. Identificé los parametros
optimos de pretratamiento y las condiciones de hidrélisis enzimatica para
transformar los sustratos en azucares fermentables. Reporta que se obtuvieron
hasta 72% de rendimiento de hexosa y 94% de rendimiento de pentosa usando

explosién de vapor "modificada™ con acido sulfarico al 2% a 140°C durante 30
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min e hidrolisis enzimatica con celulasa (15 FPU/g de celulosa) y B glucosidasa

(50 CBU/qg celulosa). (Corredor, 2008).

Se registra la tesis de Maestria de Olga L. Rodriguez S. (2008) donde reporta
que el método con mayor potencial para la hidrolisis de azucares contenidos en
los componentes lignocelulésicos demanda de enzimas industriales y
recomienda optar por esquemas de proceso que simplifique el proceso y
busquen integrar los residuos generados en proyectos destinados a suplir los
requerimientos energéticos del proceso y espera que a largo plazo mejoren las

eficiencias de conversion enzimatica y de fermentacion. (Rodriguez, 2008).

Se registra en la Revista Biotecnologia, afio 2009, Vol. 13(3), el articulo de
investigacion de Laura Cuervo et al., donde realizan una revision con el
propdsito de presentar los métodos desarrollados para hidrolizar lignocelulosa.
Sefialan que la utilizacion del material lignoceluldsico es impedida por la
recalcitrancia intrinseca del mismo y que existen diversos métodos
fisicoquimicos y bioldgicos desarrollados para obtener azlcares que se
fermenten y se conviertan en bioetanol. Indican que para obtener etanol a partir
de lignocelulosa existen estrategias utilizando enzimas celuloliticas y levaduras
fermentadoras para lograr un proceso para sacarificar y fermentar a la vez y

poder alcanzar buenos rendimientos de etanol (Cuervo et al., 2009).

37



Se registra la tesis de Grado de Doctor de Elia Tomas (2010), que integra las
etapas de proceso estudiando diversas conformaciones para producir etanol
utilizando paja de trigo. Utilizando diversas estrategias y diferentes cepas de
levaduras fermentadoras compard la maxima produccion, rendimiento y
productividad de etanol. Informa que obtuvo un mejor nivel de integracion al
utilizar el material pretratado completo en una sacarificacion y fermentacion
simultaneas utilizando la cepa adaptada de S. cerevisiae F12 y que, aunque se
aumento el rendimiento de etanol, no superaron los resultados que obtuvieron
de sacarificacién y fermentacion simultaneas en semicontinuo a 42°C con
Kluyveromyces marxianus CCT 10875 utilizando residuos sélidos insolubles
(RSI) lavados. Aconseja continuar con investigaciones de obtencion de cepas
recombinantes resistentes a inhibidores formados en el pretratamiento que

tengan mejor capacidad de fermentacion (Tomas, 2010).

Se registra en la Revista Bioresour Technol el articulo de investigacién de
Talebnia Farid et al., (2010), enfocado en revisar los avances mas recientes con
paja de trigo (pretratamiento, hidrolisis y fermentacion). Con base en el tipo de
método de pretratamiento aplicado, el rendimiento de azlcar obtenido fue del
74-96% del maximo tedrico después del hidrdlisis enziméatica de la paja de
trigo. Investigaron diversas bacterias, levaduras y hongos con un rendimiento
de etanol que oscila entre el 65% Yy el 99% del valor tedrico. Informan que los

mayores resultados obtenidos con respecto al rendimiento, concentracion final
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y productividad de etanol se obtuvieron con Saccharomyses cerevisiae nativa
no adaptada. Algunas bacterias recombinantes y levaduras han mostrado
resultados prometedores y estdn siendo consideradas para escalar

comercialmente. (Talebnia, et al., 2010).

Se registra el articulo de investigacion de Tejada et al., (2010) quien estudio la
produccién de etanol utilizando cascaras de naranja y pifia. Realizaron el pre
tratamiento fisico, hidrolisis alcalina y acida para obtener un jarabe azucarado
que fue fermentado por la levadura. Separaron el etanol por microdestilacion y
realizaron cromatografia de gases para determinar su contenido. De los residuos
de naranja obtuvieron 8.4 mg/g de etanol y de la pifia 1,0 mg/g de etanol

(Tejeda et al., 2010).

Se registra la tesis de grado de Doctor de Carolina Bellido Diez (2013), donde
estudio la obtencion de biocombustibles utilizando biomasa vegetal de la
fermentacion de hidrolizados de paja de trigo y reporta que la aireacién limitada
faculta aprovechar los hidratos de carbono produciendo etanol de segunda
generacion con un aumento de rendimiento del 32% y sostiene que la micro
aireacion en la fermentacion ozonizada aumenta un 29% la produccion de

etanol (Bellido, 2013).
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Se registra en la Universidad Veracruzana la Tesis de Magister en Ciencias en
procesos biologicos de Carla Arellano Perales (2015), donde evalud la
obtencion de bioetanol de residuos de la cascara de Jatropha curcas y
Pennisetum sp sometidos a hidrélisis enzimatica. Realizd pretratamientos
acidos, alcalinos y autohidrdlisis y luego una hidrélisis enzimatica para
determinar el pretratamiento ideal. Luego del hidrolisis de las cascaras, estas
fueron fermentadas por cepas de Saccharomyces y Kluyveromyces. Se
utilizaron técnicas cromatograficas para detectar el etanol. De la cascara de
Pennisetum sp, se obtuvo mayor concentracion de etanol (10.27 g/L) a partir
del pretratamiento alcalino e hidrolisis enziméatica comparado con Jatropha

curcas (1.53 g/L) de etanol. (Arellano, 2015).

Se registra la tesis de Grado de Doctor de Claudia Conesa Dominguez (2017),
donde evalu6 la obtencion de bioetanol a partir de residuos agroalimentarios de
la pifia y el caqui, cuyo objetivo fue investigar su revaloracion y evalud
estrategias diversas para incrementar la obtencion de bioetanol. Confrontd
tecnologias que mejoran el rendimiento utilizando enzimas para hidrolizar los
residuos de pifia. Determind que para sacarificar residuos de pifia la enzima
celulasa de Aspergillas niger actia mejor que la de Trichoderma reesei, sobre
todo si es combinada con hemicelulasa. Indican que el rendimiento del
hidrolisis enzimética para la sacarificacion es mejor si se combina con

microondas en un medio alcalino. (Conesa, 2017).
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2.2.

2.1.2. Antecedentes nacionales

En el Peru existe escasa informacion sobre el aprovechamiento de céascaras de
frutas para la obtencion de productos de valor agregado.

Se cuenta con informacion de Virreira F. y O. Gongora (2014), que a partir de
20g. de céscara seca de naranja y pomelo en 600 ml de solucion acida,
lograron obtener 250 ml de jarabe azucarado de 10 y 12 grados brix
respectivamente. La fermentacion alcohdlica se realiz6 durante siete dias,
utilizando Sacharomyces cerevisiae. El rendimiento en bioetanol obtenido fue
de 0,27% vy 0,40% en volumen con una conversion de 0,034 ml de
bioetanol/gramo de cascara de naranja y 0,05 ml. de bioetanol/gramo de

cascara de pomelo.

Marco conceptual

En la industria es fundamental considerar aprovechar los residuos generados y
utilizar la materia prima residual para crear productos nuevos, colaborando en
buscar el equilibrio sostenible del planeta. (Hernandez et al., 2015).

La Agenda 21, como ejes de transformacion considera para su disefio

metodologias fundadas en la planificacion estratégica y dan un rol basico a la
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participacion ciudadana como indicativo de la sostenibilidad local. (Sandoval
y Liévano, 2012).

La presente investigacion cuyo objetivo es obtener etanol por Saccharomyces
cerevisiae mediante la biotransformacion de céscaras de pifia esta relacionada
a la gestion ecoldgicamente racional de la biotecnologia y a la transferencia de

la tecnologia, cooperacion y aumento de la capacidad de la Agenda 21.

2.2.1. Pifa

a. Descripcion Botanica

En la Tabla 1 se muestra la clasificacion botanica de la Pifia.

Tabla 1. Clasificacion botanica de la Pifia Ananas comosus.

Reino Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Commelinidae

Orden: Poales

Familia: Bromeliaceas
Subfamilia: Bromelioideae

Género: Ananas

Especie: A. comosus (L) Merr.1917

Fuente: NCBI, 2017.
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Se localizan sobre todo en América tropical, (Sandoval & Torres, 2011).
Segun estudios reportan su origen entre Brasil, Argentina y Paraguay y su
cultivo se extendio al Amazonas, Venezuela y Guyanas (Paez,1998).

La planta de la pifia (Ananas comosus (L.) Merr., crece como arbustos, se
cultivan ampliamente en las zonas tropicales y subtropicales. La planta adulta
tiene forma de un trompo (Figura 1) y mide de 1- 2 m de alturay 1- 2 m de

ancho (Garciduefias, 2013).

Corona

Coronas
axilares

Bulbillo

-

Brote

Hijuelo

Figura 1. Estructuras morfologicas de la pifia (Ananas comosus)

Fuente: Garciduenas, 2013.

b. Produccion de Pifia
El productor mas importante de pifia en el 2014 a nivel mundial fue Costa

Rica (2°915.628 Tn,) y luego Brasil (2°646,243 Tn) (FAO, 2017).
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Para el cultivo de la pifia, en América los paises de mayor produccion son
Costa Rica, Brasil, México, Colombia y Venezuela. Nuestro pais ocupa el
sexto lugar. En el Perd, la produccion de pifia aumentd del 2007 al 2013 de
212,1 mil toneladas a 438,6 mil toneladas (Ministerio de Agricultura y Riego,
2016).

En el afio 2015, las tres principales regiones del Per( con mayor produccion

fueron Junin (74%), La Libertad (5%) y Puno (4%) (Figura 2).

* Madre de Dies

I Primer productor Nacional (74%)
. Segundo productor Nacional (5%)
Tercer productor Nacional (4%)

Figura 2. Principales regiones productoras de pifia en el Pera.

Fuente: Adaptado de Ministerio de Agricultura y Riego, 2016.
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d. Principales Variedades de Pifia en el Pera.

Existen muchas variedades de pifia, pero muy pocas son comercializadas de
manera importante. La Cayena Liza es la variedad que se cultiva mas a nivel
del mundo, y dentro de ésta los méas importantes son la Champaca F-153 y la
Hawaiana. (UTEPI, 2006). En la selva central, las variedades comerciales que
se cultivan son: Cayena Lisa, Golden, Hawaiana, Samba Chanchamayo y
Lagarto que se destinan al mercado regional y nacional (Julca, 2010). (Figura
3).

La pifia Golden (MD-2) es un hibrido de la variedad Cayena lisa, fue
introducida al Peru en la década del 2000. (Munive, 2015). Es una variedad
conocida como Dorada con frutos cilindricos, pulpa firme, amarillo intenso,
fibroso, aromaética con alto contenido de azUcares y sus frutos pesan hasta 3.2
kg. (Sandoval & Torres, 2011); se utiliza para el consumo directo y en la

industria y es altamente aceptada a nivel internacional. (PEPP, 2010).

Cayena Lisa Pifla Golden Hawaiana Samba Chanchamayo

DO TE B
> 2 > W // -
4 .

Figura 3. Principales variedades de pifia en el Pera.

Fuente: Adaptado de Sanchez, 2012.

45



e. Procesamiento de la pifia y sus residuos

La pifia tiene un gran consumo en fresco, a nivel industrial se procesa en jugo
concentrado, trozos y rebanadas, almibar enlatados y purés. (CNSPP, 2009;
Sénchez et al., 2015). Tiene un sabor dulce (alrededor de 12°Brix), posee un
considerable contenido de fibra, vitamina A, vitamina C y tiene propiedades
diuréticas, siendo su variedad roja trujillana la mas acida. Soporta bien el
almacenamiento, transporte y su vida de anaquel es larga (Céceres, 2008).

Los desechos del procesamiento de la pifia comprenden el 65% del fruto,
utilizandose el 35 a 44%, lo que representa una gran pérdida. Estos residuos
presentan 11% de solidos solubles (75 a 80% son azUcares y 7 a 9% es acido
citrico) (Sanchez et al., 2015).

Estos residuos por estar formados de celulosa, hemicelulosa y lignina son
lignocelul6sicos y pueden usarse en composta, textiles, enzimas, papeleria y

generar combustibles. (Khalil et al., 2006).

2.2.2. Composicion y valor nutritivo de la pifia.

La parte comestible de la pifia se compone de agua (85-90%), azlcares (8-
10%), siendo la sacarosa las dos terceras partes y el resto son glucosa y
fructuosa (Cubas et al., 2016). Casi no presentan el polisacarido almidon y

tiene bajo nivel de grasa y proteinas (Tabla 2).
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Presenta de 0.6 a 0.9% de acidos (87% es acido citrico y lo demés &cido
malico). Tiene alto contenido de la Vitamina C y buen nivel de las vitaminas
hidrosolubles Bi, B2 y Bs (Arias y Toledo, 2000). La pifia contiene un 20% de
fibra dietética en base seca (Ramulu & Udayasekhara, 2003). La pulpa se
caracteriza por presentar bajo nivel de cenizas y compuestos nitrogenados

(0.001%) (Sanchez et al., 2015).

Tabla 2. Determinaciones quimicas proximales a muestras representativas

de pifia (Ananas comosus).

Caracteristicas Pifia (%0)
Humedad 90,9
Proteina 0,58
Grasa 0,24
Carbohidratos 7,98
Fibra cruda 0,62
Ceniza 0,30
Vitamina C (mg) 65,04
°Brix 10.8
Acidez titulable 1,47
pH 3,38

Fuente: Cubas et al., 2016.
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En la pifia, los acidos predominantes son acido citrico y malico (Tabla 3). Casi
el 80% de la acidez total se atribuye al acido citrico. Presenta poco &cido
ascorbico (Morales et al., 2001). La acidez titulable muestra un leve aumento
durante la post cosecha, pero posteriormente disminuye ligeramente (Tejada,

2010).

Tabla 3. Caracteristicas fisicoguimicas de la Pifia (Ananas comosus).

Acidez Total | pH Acido Azlcares | AzUcares
Titulable (% Propidnico | Totales Reductores
Ac Citrico) (ppm) (%) (%)

0.71 3.83 2.73 6.22 3.17

Fuente: Morales et al., 2001.

La pifia tiene propiedades medicinales. Presenta la enzima proteolitica
bromelina en la céscara y otras partes, que contribuye en el metabolismo de

los alimentos, es diurético y desintoxicante (Fernandez et al., 2014).

2.2.3. Componentes de la Cascara de pifia

Basicamente la cascara de pifia contiene un 77.61% de fibra, 6.56% de
proteina cruda y 12% de carbohidratos no estructurales (Montilla & Alvarez,

2007). La composicion de polisacaridos de la cascara (Tabla 4) es de celulosa,
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hemicelulosa y lignina que las personas no digieren, pero podria convertirse

en productos de valor agregado (Rani & Nand, 2004).

Tabla 4. Componentes quimicos proximales de la cascara de pifia seca y

fresca.

Parametros Humeda Seca
Humedad (%) 71.07 27.43
Sélidos totales (%) 29.03 72.57
Sélidos volatiles (%) 96.12 95.90
pH 4.70 4.70
Cenizas (%) 3.88 410

% en base seca

Celulosa 11.20 12.00
Hemicelulosa 7.00 6.50
Pectina 6.70 7.10
Solidos en éter solubles 6.10 8.70
Proteina 3.13 3.30
Azlcares reductores 25.80 27.80
Azlcares no reductores 5.70 4.90
Lignina 11.52 11.00
Acidos grasos volatiles 800 650

(mg/L)

Fuente: Rani & Nand, 2004.

En la variedad de pifia Cayena lisa, la actividad antioxidante de la céscara, se
debe a los fenoles totales y antocianinas y en la variedad Lorenza se debe a los
fenoles totales que tiene un valor méas elevado y en pequefias cantidades a los

taninos y flavonoides. (Contreras & Tamani, 2016).
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2.2.4. Componentes de la lignocelulosa.

La biomasa lignocelulésica es un heteropolimero formado de esteres
extraibles, proteinas, carbohidratos, celulosa, hemicelulosa, lignina y
minerales. Presente en residuos agricolas, industriales, forestales, municipales,
pastos, etc. La energia almacenada en sus componentes, la hacen tener un

enorme potencial biotecnoldgico. (Medina et al., 2011).

En la pared celular vegetal, los polisacaridos celulosa, hemicelulosa y lignina
forman microfibrillas (Figura 4), dispuestas en macrofibras que dan firmeza.

(Bellido, 2013).

Y - lCelulosaI
Distribucion de la Hemicelulosa
Organizacion estructural ioni ST 5 o .
o Celulosa y Lignina en la pared celular| il \\4 -y
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Lamela 3 — =3 4
media i VR
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Figura 4. Organizacion estructural de los componentes lignocelulésicos.

Fuente: adaptado de Bellido, 2013).
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a. Polisacaridos

Mayormente los carbohidratos se encuentran en forma de polisacaridos (60 a
80%), constituidos de azucares que pueden enlazarse covalentemente a otras

moléculas de aminoacidos, péptidos, proteinas y lipidos (Pérez et al., 2002).

Celulosa

La celulosa es un biopolimero de alto peso molecular formada por moléculas
de glucosa unidos por enlaces covalentes B 1-4 glucosidicos (Laureano et al.,
2005). Presenta cadenas lineales largas de microfibrillas con uniones
intramoleculares de fuerzas de Van der waals y puentes de hidrégeno (Cuervo

et al., 2009).

Formando una estructura cristalina (Figura 5), donde las microfibrillas son
muy ordenadas y son resistentes a ser hidrolizadas y con zonas amorfas
sensibles a ser degradadas enzimaticamente (Ovando & Waliszewski, 2005).
El grado de polimerizacién de la celulosa fluctia de 1000 y 10000 y depende

de la fuente lignocelulosica y las condiciones ambientales (Dominguez, 2003).

El tipo de residuo lignocelulésico y las condiciones ambientales influyen en el

grado de polimerizacion de la celulosa (1000 a 10000) (Dominguez, 2003).
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Figura 5. Conformacion de la Celulosa

Fuente: Bellido, 2013.

En la figura 6 se muestra la interaccion de polisacaridos y proteinas de la

pared celular.
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Fuente: Modificado de Saha, 2003.

52



Hemicelulosa

Son heteropolisacaridos de las paredes celulares vegetales junto con la lignina
y la celulosa. Tienen peso molecular relativamente bajo (Martin y Manzanares
1994), formada por azucares unidos por enlaces B-1,4 y a veces por B-1,3
(Figura 7). Tiene cadenas ramificadas de azucares de 5 carbonos como la
xilosa y arabinosa y de seis carbonos como la glucosa, manosa, galactosa y
ademas contienen los acidos metilglucuroénico, galacturonico y glucurénico

(Pérez et al., 2002).
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Figura 7. Conformacion de la Hemicelulosa

Fuente: Pérez et al., 2002; Bellido, 2013.

Al aumentar la temperatura también aumenta la solubilidad de los

componentes de la hemicelulosa cuya solubilizacién en agua se inicia a 180°C

bajo condiciones neutras (Gray et al., 2003).
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El pH y la humedad influyen, las condiciones acidas o alcalinas facilitan la
extraccion del xilano, pero en el caso de glucomanano se necesita ambientes

alcalinos fuertes (Talebnia, 2010).

Lignina

Heteropolimero formado por alcoholes aromaticos, amorfo, tridimensional y
ramificado (Figura 8), dando impermeabilidad, soporte, firmeza y protege a la
celulosa y hemicelulosa, resiste altamente la degradacion biolégica y quimica
(Howard et al., 2003). Su contenido difiere entre los diferentes materiales
lignoceluldicos (Tomas, 2010). Pocos microrganismos pueden degradarlo
significativamente, los mas convenientes son los basidiomicetos (hongos)

(Martin & Manzanares 1994).
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Figura 8. Estructura de la Lignina

Fuente: Tejado et al., 2007.
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2.2.5. Etanol

El etanol resulta de la fermentacion del azucar, almidon hidrolizado o celulosa
contenida en los desechos agricolas, urbanos y forestales. Sus componentes
son carbono, hidrégeno y oxigeno (Barrientos, 2009), es un liquido sin color
qgue se inflama a 78°C (Tabla 5), su estructura quimica es CHs-CH>OH

(Garzon y Hernandez, 2009).

Tabla 5. Propiedades Fisicoquimicas del etanol

Propiedades Fisico quimicas Descripcion

Estado de agregacion Liquido

Apariencia Incoloro

Densidad 810 kg/m?; (0,810g/cm?)
Masa molecular 46,07 uma

Punto de fusion 158,9 K (-114,1°C)
Punto de ebullicion 351,6K (78,6°C)
Temperatura critica 514 K (241°C)

Presion critica 63 atm

Temperatura de inflamacion 13 eC

Fuente: Salomodn, 2001.
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El bioetanol de primera generacion se puede obtener en forma directa de las
frutas, cereales y otros vegetales. El bioetanol de segunda generacion o
lignocelul6sico se obtiene de sustancias que contienen celulosa (madera y
residuos agricolas), (Merino & Cherry, 2007). Se ha obtenido etanol

lignocelulosico de residuos de pifia ricos en polisacaridos (Nigam, 2000).

El material lignoceluldsico debe ser sometido a diferentes técnicas de
pretratamiento con el fin de producir azucares reductores asimilables (Triana,
2010). Aunque existen muchas variables y el procesamiento pueda variar de
acuerdo a la materia prima y microorganismo utilizados, implica la

preparacion del sustrato, fermentacion y destilacion (Machado, 2010).

2.2.6. Etapas de obtencion de Etanol biolignocelulésico

Para convertir la biomasa lignocelulésica a etanol deben realizarse cuatro
etapas; 1) pretratamiento, para desagregar y solubilizar la lignina total o
parcialmente, hidrolizar el polisacarido hemicelulosa y disminuir la
cristalinidad de la celulosa; 2) hidroélisis de la celulosa, para obtener glucosa;

3) fermentacion y 4) destilacion del etanol (Mateus, 2011). (Figura 9).
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Figura 9. Proceso de obtencion de etanol lignocelulésico

Fuente: Mateus, 2011.

Pretratamientos

En la conversion de biomasa lignoceluldsica a etanol, la biomasa necesita ser
tratada para que la celulosa en la biomasa quede expuesta. Existen diversos
métodos para el tratamiento previo de materiales lignoceluldsicos antes de la
hidrolisis enzimatica. Estos métodos se clasifican en bioldgicos, fisicos,

quimicos y una combinacién de estos métodos (Myat & Hyung, 2015).

El tratamiento previo permite que el complejo celulésico se convierta en
azucares como la glucosa que se puede fermentar (Han et al., 2011). los
azucares simples son capaces de biotransformarse por fermentacién en etanol,

sujeto al tipo de microorganismo utilizado. (Mateus, 2011).
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La lignocelulosa es muy resistente al hidrolisis, porque sus componentes se
unen entre si mediante enlaces covalentes, fuerzas de van der Waals y puentes
intermoleculares (Kumar et al., 2010). Los pretratamientos generan regiones

amorfas en la celulosa susceptibles a ser hidrolizadas (Hu y Wen, 2008).

El objetivo principal de los pretratamientos es incrementar el contacto de las
celulasas y celulosa al romper la estructura cristalina, despolimerizandola y

solubilizando la lignina y la hemicelulosa (Castro et al., 2009) (Figura 10).
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Figura 10. Cambio estructural del material lignocelulésico luego de un

pretratamiento

Fuente: Juri, 2011.

La tasa de produccién de etanol aumenta por el incremento de azlcares para la

hidrolisis luego de los pretratamientos (Talebnia et al., 2010).
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El pretratamiento se puede realizar por métodos fisicos, quimicos o
bioldgicos. (Cuervo et al., 2009; Demers et al., 2009; Arellano, 2015). En la
Tabla 6 se muestran algunos tipos de pretratamientos para materiales

Lignoceluldsicos.

Luego de seleccionar el pretratamiento para el insumo que se va a evaluar, se
realiza la hidrolisis del material para generar azicares monomeéricos. (Medina

etal., 2011).

Tabla 6. Tipos de pretratamientos para materiales Lignocelulésicos.

Pretratamiento Descripcion

Fisico Reduccién de tamafio de particula para aumentar el
area de superficie de hidrolisis.

Autohidrolisis Altas temperaturas (150 - 180 °C) y presion, la
hemicelulosa v lignina comienzan a solubilizarse
dejando a la celulosa mas expuesta.

Quimicos Solubilizan la lignina vy la hemicelulosa dejando a la
celulosa expuesta para ser hidrolizada. Se emplean
acidos y/o bases.

Oxidativos Se agregan agentes oxidantes como acido acético,
peroxido de hidrogeno u ozono, donde se afecta a la
lignina v hemicelulosa.

Biologicos Utilizacién de hongos y bacterias capaces de

golubilizar la lignina v dejar expuesta la celulosa para

ser hidrolizada.

Fuente: Arellano, 2015.
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2.2.7.Hidrolisis enzimatica

Durante el pre tratamiento se aumenta la digestibilidad del sustrato
lignocelulosico al incrementarse los poros que permiten el acceso de las

enzimas celulasas a la celulosa. (Castro et al., 2009).

La efectividad enzimatica en la hidrolisis depende de: tipo de sustrato,
actividad celulolitica y condiciones para la reaccién (Mateus, 2011). La
actividad hidrolitica enzimatica es susceptible a inhibicién por el sustrato y
también por el producto final que podria influir en el rendimiento de

obtencion de bioetanol (Talebnia et al., 2010; Castro et al., 2009).

Se proponen usar celulasas y hemicelulasas producidas por mohos para la

hidrolisis enzimatica (Krogh et al., 2004; Sehnem et al., 2006).

El complejo de las celulasas incluye tres enzimas que hidrolizan en conjunto
la celulosa (Wen et al., 2005). Las enzimas involucradas actdan en sinergia y
se denominan endoglucanasas (hidrolizan sitios internos de la celulosa),
exoglucanasas (hidrolizan los extremos libres) y B-glucosidasas (convierten la

celobiosa en glucosa). (Talebnia et al., 2010).
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En la Ecuacion 1 se muestra el mecanismo de conversion de celulosa en

unidades de glucosa. (Talebnia et al., 2010).

Endoglucanasas
(CsH1205)7m Exoglucanasas 1CsHy5044 B-glucosidasas 2nCeHy 504

Celulosa " Celobiosa " Glucosa y
Ecuacion 1

Las celulasa actian a un pH y temperatura Optima de 5,3 y 50°C
respectivamente (Paredes et al., 2010). En la Tabla 7 se encuentran los
pardmetros de operacion que permiten la hidrolisis enzimatica de la celulasa

en condiciones Gptimas para obtener altos rendimientos de glucosa.

Tabla 7. Parédmetros de operacion de la Celulasa para la hidrolisis

enzimatica.
PARAMETRO RANGO OPTIMO DE OPERACION
Temperatura 45-55°C
pH 4-5
Dosis de Celulasa 10 — 30 [FPU/g material lignocelulosico]
Tiempo de accion 48 -72 horas

Fuente: Juri, 2011.
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En la Figura 11 se esquematiza la hidrdlisis de la celulosa amorfa y
microcristalina por los sistemas de celulosa no complejada (A) y complejada
(B). Los extremos reductores se indican con los cuadrados solidos y los
extremos no reductores con cuadrados abiertos. Se indican las Regiones
amorfas y cristalinas. La celulosa, las enzimas y los productos hidroliticos no

se muestran a escala. (Lynd et al., 2002).
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Figura 11. Hidrdlisis de la celulosa amorfa y microcristalina

Fuente: Lynd et al., 2002.
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2.2.8. Fermentacion

La fermentacion resulta del metabolismo de bacterias, levaduras o mohos
(Ertola et al., 2003). La fermentacion es una via metabdlica anaerobia de la
glucosa que la pude convertir en diferentes productos como etanol, lactato,
butirato y acetato de acuerdo al sustrato y microorganismo productor

(Mathews et al., 2004).

La fermentacion depende de los nutrientes, pH, temperatura, concentracion
del azlcar, uso de microorganismos tolerantes a niveles altos de alcohol,

contaminacion, anaerobiosis y destilacion. (Ertola et al., 2003).

Materias primas para la fermentacion

Se han utilizado diferentes fuentes de carbono como insumo para obtener
etanol para su transformacion en azucar fermentable. Su aplicacion dependera
del rendimiento en etanol, costo y microorganismo que se utilice. (Santamaria

et al., 1995).

Las materias primas pueden ser Sacarosas (cafia de azucar, melaza, sorgo
dulce), etc., Almidones, (cereales y tubérculos) y Celulosa (madera, residuos

agricolas y forestales), (Barrientos, 2009).
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En el Perd los cultivos de los cuales se podria obtener mayor rendimiento para
producir alcohol son cafia de azUcar, sorgo dulce, canola, higuerilla, girasol y
papa (Barreda, 2015).

En la calidad y cantidad del etanol influyen el tipo de fruta que se fermente y
los sélidos solubles que se biotransforman a etanol pues al disminuir los

grados Brix el alcohol aumenta. (Mitis, 2015).

2.2.9. Fermentacion Alcohdlica

La fermentacion alcoholica de levaduras y algunas bacterias pertenece al
metabolismo anaerobio donde la glucosa es oxidada parcialmente por la
glucdlisis hasta piruvato, el cual se descarboxila y es reducido a etanol por la
accion de la coenzima NADH». (Mathews et al., 2004; McKee & McKee,

2014) (Figura N°12).

La ecuacion general de la conversidon de piruvato en etanol se indica en la

Ecuacién 2:

NADH
H+ + H*  NADY
P|ruvato \K Alcohol {
CHs descarboxilasa deshidrogenasa ! CH;
Piruvato Acetaldehido Etanol .,
Ecuacion 2
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Figura 12. Ruta metabdlica de la fermentacion alcohdlica.

Fuente: McKee & McKee, 2014.

Limitantes de la fermentacion alcohdlica.
La levadura consume azucares reductores para obtener etanol y la eficacia de
la conversion depende de las adecuadas condiciones. (Argote et al., 2015).

Se deben tener en cuenta los siguientes factores:

a) Tolerancia de alcohol

De la composicion de la membrana y su fluidez depende la habilidad celular
para tolerar el alcohol (Tomasso, 2004). El etanol mayor al 8% puede inhibir
el crecimiento celular, la viabilidad y la fermentacién (Suarez et al., 2016).
No se recomienda terminar la fermentacion con alto grado alcohdlico

(Riegel & Kent., 2003).
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b) Acidez del sustrato.

Las levaduras se afectan por el ambiente acido o alcalino siendo el nivel
idoneo de pH de 3.5 a 5.5 (Acosta, 2012), durante la fermentacion, el pH
disminuye al producirse acidos (Rios et al., 2005). Las levaduras soportan
medios mas &cidos que otros microorganismos, lo que permite controlar

bacterias que compiten por el sustrato. (Beltran et al., 2002).

c) Aireacién.
Saccharomyces cerevisiae posee alta actividad metabdlica, en la fase aerobia
produce biomasa y en la anaerdbica produce etanol (Arimuya & Tecco,
2014). El oxigeno permite la seleccion del microorganismo y los productos

(Acosta, 2012).

d)Presion osmdtica.

El estrés osmatico disminuye el volumen celular, velocidad de fermentacion
y la viabilidad celular (Seo et al., 2005). El nivel de azucar afecta la osmosis
dentro de la membrana celular, siendo Optima de 10 a 18% pero a 22%
tienen problemas en la respiracion celular (Rios et al., 2005). En bajas
concentraciones de azlcares se afecta el grado alcohdlico final. En mostos
de grado Brix muy bajo el grado alcohdlico serd menor, pero en niveles
elevados se impide la actividad de las levaduras y no ocurre la fermentacion.

(Carrascosa et al., 2005).
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e) Temperatura.

Se debe controlar la temperatura porque afecta el crecimiento, duracion de la
fermentacion y el metabolismo de las levaduras (Torija et al., 2002). Las
levaduras son mesofilos, la temperatura optima es 30°C, a mas de 50°C se
produce su muerte. Si es mayor de 35°C se disminuye la accion y por

encima de 40°C esta se puede detener (Rios et al., 2005).

f) Nutrientes
Es necesario considerar para permitir el crecimiento del organismo
fermentador lo nutrientes que requiere. (Garzon & Hernandez, 2009; Acosta,

2012).

2.2.10. Microorganismos fermentadores

Los organismos empleados para obtener etanol deben ser tolerantes al etanol,
a temperaturas y concentraciones de azlcar altas, tener buen rendimiento

alcohdlico, fermentacion eficiente y buena productividad (Zuzuarregui, 2005).

Las levaduras son muy utilizadas para la produccién de etanol por
fermentacién (Madigan & Martinko, 2009), tienen alta productividad para

convertir azlcares a bioetanol, separandose bien luego de la fermentacion.
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(Zambrano, 2013) y soportan concentraciones altas de Etanol (hasta 150 g-L -

1), (Claassen et al., 1999).

Los microorganismos méas empleados son las levaduras Saccharomyces
cerevisiae, S. ellipsoideus, S. anamensisi, S. carlsbergensis, Kluyveromyces
marxianus, Candida seudotropicalis, Candida bytyrii, Schizosaccharomyces
pombe, Pichia stipatis y Pichia membranaefaciens (Frazier & Westhoff,

2000).

Saccharomyces cereviseae

Las levaduras Saccharomyces cereviseae son hongos (Tabla 8) que se
reproducen por gemacion, son unicelulares, eucaridticos, con metabolismo

heterétrofos y son osmotréficos (Frazier & Westhoff, 2000).

Tabla 8. Clasificacion taxondmica de Saccharomyces cerevisiae

Reino Hongo

Division Amastogomycota
Clase Ascomicetas
Subclase Hemiascomycetidae
Orden Endomycetales
Familia Sacchaomycetaceae
Subfamilia Saccharomycetaidae
Género Saccharomyces
Especie S. cerevisiae
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Fuente: Nieto, 2009.

En las fermentaciones industriales S. cerevisiae es méas utilizada porque
metaboliza sacarosa, glucosa, galactosa, fructosa, maltosa y maltotriosa
(Hernandez & Martinez, 2012), pero no hidroliza almidén ni dextrinas y
necesita una hidrolisis enzimatica para transformar los oligosacaridos y
obtener etanol (Casp & Abril, 2003). Tampoco fermentan la rafinosa,

trehalosa ni lactosa. (Gonzéles, 2014).

Tolera altos niveles de etanol, produce pocos subproductos, es osmotolerante,
puede reciclar, flocular y sedimentar (Fajardo & Sarmiento, 2008) y es facil

de manipular y recuperar (Torija, 2002).

Sus dimensiones son 4.5 a 21 micras de largo por 2.5 a 10 micras de ancho.
En el microscopio se les visualiza de forma redonda y ovoide (Gonzales,
2014), elipsoides a veces cilindricas y filamentosas (Figura 13). Su aireacion

recomendada es de 0.6-0.9 vvm (Fajardo & Sarmiento, 2008).

Figura 13. Iméagenes de levaduras en microscopio optico
Fuente: Gonzéles, 2014.
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a. Requerimientos nutricionales:

Necesita carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrogeno y fdosforo que estén
disponibles de asimilar (Fajardo & Sarmiento, 2008). En aerobiosis requiere
vitaminas como pantoténico de calcio, piridoxina, tiamina y biotina. En

anaerobiosis es menos exigente y solo requiere inositol (Gonzéles, 2014).

b) Requerimientos fisicoquimicos.

Saccharomyces es aciddfila, con un pH de 4.0 y 4.5 crece mejor (Fajardo &
Sarmiento, 2008), el pH para su crecimiento variade 4 a7, apH de 8a9
metabolizan por la fermentacion glicérica. En pH neutro forma biomasa y
baja la produccion de etanol, a pH ligeramente &cidos se favorece la via
metabdlica de la glucdlisis para la fermentacion alcohdlica. (Hernandez &

Martinez, 2012).

Saccharomyces cerevisiae desarrolla bien de 28 a 35 °C, recomendandose
30°C, muere cuando se expone a 55°C por 5 minutos (Fernandez et al.,
2014), algunas cepas pueden fermentar bien a bajas temperaturas y otras lo
hacen en altas temperaturas (Torija, 2002). En la fermentacion se recomienda
utilizar cepas de S. cerevisiae que produzcan en corto tiempo un mayor

porcentaje de alcohol (Pefia y Arango, 2009).
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2.3.

2.2.11. Destilacion

La destilacion es un procedimiento muy utilizado para desagregar y purificar
liquidos, aprovechando las volatilidades diferentes de los compuestos que

integran una mezcla y los separa (Murgas & Vasquez, 2012).

El agente separador es el calor (Escalante & Fuentes, 2013), y se obtiene un
vapor del compuesto de la mezcla que tiene mayor volatilidad. (Arimuya &

Tecco, 2014).

En la destilacion Simple por lotes o diferencial, el vapor producido va
directamente hacia un condensador. Se calienta la mezcla liquida hasta su
ebullicién y conforme transcurre el tiempo se disminuye la concentracion de

los compuestos mas volatiles del liquido (Angulo, 2010).

Aspectos de responsabilidad social y medioambiental

El aprovechamiento de residuos agroindustriales ha venido evolucionado a
través de investigaciones implementadas en paises desarrollados donde se han
convertido en materia prima de uso al dar valor agregado a los mismos, de lo
contrario presentarian un gran problema ambiental debido a su disposicién

final (Mejias et al., 2016).
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Este trabajo de investigacion es una busqueda de oportunidades de
aprovechamiento de las cascaras de pifia de la variedad Golden para obtener
etanol como producto de valor agregado y que pueda ser considerado, con un
enfoque de responsabilidad ambiental con el fin de alcanzar la sostenibilidad y
buscar el desarrollo a largo plazo, a nivel econdmico, social y ambiental de las

regiones productoras de Pifia del Peru.

2.3.1. Desarrollo sostenible

La sociedad debe tener el anhelo del desarrollo sostenible, para expresar su
esfuerzo de establecer y reforzar las capacidades y entender lo que necesita en
el presente y futuro, debe considerar las capacidades en el presente y trazarse
una ruta utilizando estrategias viables para lograr sus metas (Figura 14). Debe
suministrar condiciones fisicas para lograr este propdésito sin afectar su

sostenibilidad en el tiempo. (Bazén, 2013).

El desarrollo sostenible es una estrategia para que las comunidades busquen el

desarrollo econdmico que a la vez beneficie al ambiente y la calidad de vida.

(Diaz, 2017).
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Figura 14. Enfoque de Desarrollo Sostenible

Fuente: Chota, 2008.

2.3.2. Aprovechamiento y valoracion de la pifia

Existe interés de aprovechar los residuos para obtener productos con valor
agregado (Saval, 2012). Del bagazo de la pifia se ha obtenido celulosa y

etanol, obteniéndose 35% de etanol del bagazo y 57% de la celulosa a las 48 y

72 horas de fermentacion (Antonio et. al., 2011).

Se han utilizado fibras de rastrojo de pifia para reforzar la fortaleza de resinas
de poliéster (Quesada et al., 2005) y se han obtenido materiales carbonosos
empleando cascaras de pifia tratadas quimicamente (Garcia et al., 2013).

Un punto clave para el desarrollo sostenible es innovar utilizando nuevas

técnicas, procesos, programas de capacitacion y estandarizar procedimientos

para producir nuevas sustancias valoradas (Lazo et al., 2017).
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En nuestro pais, el modelo productivo no considera el impacto de los procesos
sobre el ambiente alejandonos de la sostenibilidad ambiental y arriesgando la
viabilidad economica y limitando las condiciones de vida de los peruanos.
(Bazéan, 2013).

La presente investigacion es aplicada porque el propoésito fue resolver un
problema de naturaleza préactica, con aplicacion, utilizaciéon y resultado de
saberes. Las cascaras de pifia son residuos sélidos que resultan al consumir
directamente la fruta o al procesarlas para la obtencion de jugo, mermeladas,
vinagre y conservas de pifia, y que ya no son Utiles para el proceso que los
gener0d, pero que pueden aprovecharse para obtener un producto como el
etanol con valor agregado economico, comercial y principalmente la
eliminacion de una fuente de contaminacion del medio ambiente.

Los conocimientos derivados de la presente investigacion contribuirdn a un
aprovechamiento adecuado de los residuos solidos de las céscaras de pifia
evitando su alteracion y contaminacion por su degradacion ya que las cascaras
de pifia son un residuo muy a menudo no utilizado que se puede alterar
facilmente y se quiere plantear una alternativa de interés dentro del marco de
desarrollo sostenible en el seguimiento continuo del desarrollo a nivel
ambiental, social y econémico de las regiones productoras de pifia del Peru
mediante el uso de residuos desechados de la pifia para permitir una
sacarificacién y fermentacion y poder obtener etanol como subproducto con

valor adicional.
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2.3.3. Situacion de la obtencion de alcohol

A nivel mundial, Estados Unidos a partir del maiz y Brasil a partir de la cafia
de azucar son principales productores de alcohol, luego se encuentran China,
India y Francia (Howard & Raymond 2003). Se han desarrollado industrias en
crecimiento en Europa, Tailandia, Filipinas, Guatemala, Colombia y
Republica Dominicana (Mercado, 2006).

En la Tabla 9 se muestran las a Aplicaciones de alcohol etilico para las

diferentes industrias a nivel mundial.

Tabla 9. Aplicaciones de alcohol etilico en la industria

Aplicaciones
Esteres Jabones
Compuestos Organicos Perfumeria
Detergentes Medicina
Pinturas Mezcla de Solventes
Cosmeéticos Alimentos
Aerosoles

Fuente: Adaptado de IICA, 2004.

Biocombustible

La biomasa lignocelulosa y los subproductos agroindustriales ya no son

productos de desecho y son materia prima potencial para diferentes procesos
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agricolas e industrial, como obtener alcohol carburante. Debido a la compleja
degradacion de la lignocelulosa existen muchos limitantes para la obtener

etanol (Sanchez et al., 2010).

Los combustibles de origen bioldgico obtenidos de materia transformada
utilizando residuos organicos que serian desaprovechados se les denomina

biocombustibles. (Barrientos, 2009).

Diversos factores influyen en el rendimiento de la produccion del alcohol tales
como las condiciones de aireacion, las propiedades esenciales de la cepa,
concentracion del inoculo, condiciones de fermentacion, composicion del

medio y nutrientes (Gilces, 2006).
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CAPITULO HI

METODO

Este trabajo de investigacion es una busqueda de oportunidades para aprovechar
las cascaras de pifia, generadas como residuos en las zonas productoras de
nuestro pais, para poder obtener etanol a partir de ellas luego de su
pretratamiento, fermentacion y destilacion.

El presente estudio a nivel experimental se ejecutd en el Departamento de
Lima, provincia constitucional del Callao en las instalaciones de los
laboratorios de Bioquimica, Fisicoquimica y Microbiologia de la Facultad de

Ingenieria Pesquera y de Alimentos de la Universidad Nacional del Callao.

3.1. Tipo de Investigacion

El estudio de “Biotransformacion de cascaras de Ananas comosus (Pifia) para
la obtencion de etanol en el marco de desarrollo sostenible de las regiones
productoras del Perd”, es aplicada y con nivel explicativo.

Es aplicada debido a que su prop6sito fue resolver un problema de naturaleza
practica, pues las cascaras de pifia son residuos solidos que resultan al
consumir directamente la fruta o al procesarlas para la obtencion de jugo,

mermeladas y conservas de pifia, y que ya no son Utiles para el proceso que
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los genero, pero que pueden aprovecharse para generar un producto como el
etanol con valor agregado economico, comercial y principalmente la
eliminacion de una fuente de contaminacion del medio ambiente.

Los conocimientos que se deriven de este estudio podran colaborar en lograr
un aprovechamiento adecuado para los residuos sélidos de las céscaras de
pifia y evitar su degradacion ya que las cascaras de pifia son residuos
organicos muy a menudo no utilizados que se pueden alterar facilmente y se
quiere plantear una alternativa de interés dentro del marco de desarrollo
sostenible en la busqueda del desarrollo a mediano o largo plazo a nivel
econdmico, social y ambiental de las regiones productoras de pifia del Peru
mediante la obtencidn a partir de insumos desechados diferentes subproductos
con valor adicional como el etanol.

En esta investigacion se quiere explicar cdmo se puede medir la dependencia
de la variable dependiente calidad del etanol obtenido por Saccharomyces
cerevisiae en la biotransformacion de cascaras de pifia manipulando las
variables independientes de contenido de solidos solubles (Grados Brix) y de
tiempos de fermentacion (TFer) para ver cdmo influyen en la obtencion de
etanol. Trata de esclarecer porque se produce este suceso (obtencion de
etanol) y bajo qué circunstancias ocurre (contenido de sélidos solubles y
tiempo de fermentacion) o porque se relacionan dos o mas variables. La
metodologia es cuantitativa porque se desea medir con precision las variables

del estudio independientes y dependientes.
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3.1.1. Disefio de la investigacion

En un disefio de investigacion se organizan elementos que participan en un
evento problematico para guiar al examinador a buscar su solucion. (Avila,
2006). Se necesita un método para obtener datos que se analicen
estadisticamente para aceptar o rechazar las hipétesis (Herndndez et. al.,
2014). Por este motivo a lo largo de la presente investigacion se realizaron una

serie de pruebas, andlisis y controles de los diferentes tratamientos estudiados.

El presente estudio es de tipo experimental y analitico, ya que permitié
determinar en condiciones de laboratorio la relacion de las variables Sélidos
solubles (Grados Brix) y tiempo de fermentacién (TFer) en el problema
planteado (obtencion de etanol de cascaras de pifia) conforme se vaya
realizando la investigacion. Todos los resultados observados seran llevados en
una bitacora, anotando la fecha de montaje experimental, tipos de pruebas,

observaciones, controles, fecha de analisis y los resultados obtenidos.

En el disefio experimental de este estudio se evalu6 la obtencion de etanol de
las cascaras de pifia (elemento de estudio) para optimizar los factores causales
realizando un proceso de pretratamiento fisico, térmico y enzimatico antes de
la fermentacién y su posterior destilacion. Se realizé una comparacion de la
accion fermentativa de la levadura Saccharomyces cerevisiae manipulando las

variables independientes de Solidos solubles o Grados Brix (°Bx) y de
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tiempos de fermentacion (TFer) para controlar la produccion de etanol y poder
establecer los niveles dptimos en condiciones de laboratorio en los cuales se
obtengan mayores grados alcohdlicos del mosto fermentado y Porcentaje de
etanol destilado por biotransformacion de la lignocelulosa hidrolizada de las

cascaras de pifia de la variedad Golden.

También es analitico porque busca encontrar una relacion causa-efecto de las
variaciones de los contenidos de sélidos solubles (°Brix) y tiempos de
fermentacion (TFer) sobre la obtencion del etanol por Saccharomyces

cerevisiae a partir de la biotransformacion de cascaras de pifia.

3.1.2. Disefio Experimental de Investigacion

De acuerdo a Hernandez et. al., (2014) el presente estudio corresponde a los
experimentos puros, puesto que se manipulan las variables independientes de
contenido de solidos solubles (°Brix) y tiempos de fermentacién (TFer) para
ver sus efectos sobre la variable dependiente de calidad del etanol obtenido
determinada de acuerdo al grado alcohdélico del mosto, porcentaje de etanol
destilado y porcentaje de rendimiento de etanol destilado (%REt).

El disefio es Experimental y analitico completamente al azar con metodologia
de superficie de respuesta para hallar los niveles de las variables que

optimizan una respuesta y seleccionar las condiciones operativas adecuadas.
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En la Figura 15, se observa es esquema del procedimiento metodoldgico
completo aplicado en las tres etapas experimentales desarrolladas para obtener
etanol mediante la biotransformacion de cascaras de pifia (Ananas comosus)

de la variedad Golden.

CASCARA DE PINA

9

SELECCION ~ PESADO - LAVADO

9

TROZADO - LICUADO (TM)

1!-‘

9
TRATAMIENTO TERMICO (ACL)
AUTOCLAVE 150°C- 1 atm /3 H
HIDROLISIS ENZIMATICA (HE)
INOCULACION DE CELULASAS 2% p/v

= 2

[ PREPARACION Y ACTIVACION DE LA ]

LEVADURA
2 INOCULACION DE LEVADURA Y FERMENTACION
- °Brix (14, 17, 20, 23 Brix) - TFer (48 72, 96, 120 horas)

CONTROL GRADOS BRIX Y GRADOS ALCOHOLICOS
3 DESTILACION MOSTO ALCOHOLICO
7 k-2

[ ETANOL DESTILADO ]

Figura 15. Diagrama del procedimiento metodoldgico completo aplicado
para la obtencion de Etanol por biotransformacion de cascaras de pifia de
la variedad Golden. (Etapas experimentales 1, 2y 3).

Fuente: De acuerdo al procedimiento realizado.
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3.1.3. Estrategia de Prueba de Hipdtesis

En un estudio experimental la prueba de hipdtesis debe realizarse utilizando
una técnica estadistica que permita identificar y cuantificar las causas de un
efecto (Avila, 2006).

Las variables dependientes estudiadas fueron la calidad del mosto alcohdlico
producido de cascaras de pifia expresado como grado alcohdlico (°A),
porcentaje de etanol destilado (%Et) y porcentaje de rendimiento de etanol
destilado (%REt). Se manipularon deliberadamente las variables
independientes de Grados Brix (°Bx) y tiempos de fermentacion (TFer), para
medir el efecto que tienen sobre la obtencion de mayores grados alcohdlicos
(°A), Porcentaje de etanol (%Et) y porcentaje de rendimiento de etanol
destilado (% REt), por biotransformacion de céscaras de pifia de la variedad
Golden.

Para probar la hipotesis la estrategia se baso en aplicar modelos estadisticos y
matematicos para comprobar e interpretar datos utilizando Pruebas de los
efectos inter-sujetos, Pruebas post hoc de Comparaciones mdultiples y DHS de
Tukey de las variables independientes (Sélidos solubles y tiempos de
fermentacion). También se hizo la correlacion del grado de alcohol del mosto
sin destilar con el porcentaje de alcohol destilado y las pruebas estadisticas de

superficies de respuesta y optimizacion para el grado alcohdlico del mosto
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3.2.

alcohdlico sin destilar, el porcentaje de etanol destilado y el porcentaje de
rendimiento de etanol destilado cuyo propdsito fue determinar la aceptacion o
rechazo de la hipotesis General y las especificas sustentadas en los margenes

de error permitidos.

Poblacion y muestra

Poblacion

Durante la presente investigacion, se utilizaron como material biolégico
veinte kilos de cascara de pifia obtenido de los frutos de la pifia (Ananas
comosus) variedad Golden tratado por procesos fermentativos de
Saccharomyces cerevisiae (levadura seca instantanea Fleischmann), para la

obtencién de etanol.

Muestra

Muestra poblacional (n)

Esta delimitada y puntual a las variables de contenidos de sélidos solubles
(grados Brix) y tiempos de fermentacion. Muestra de 1000 ml de solucion de
cascara de pifia variedad Golden trozada, en tres repeticiones por tratamiento
con los 04 diferentes contenidos de sélidos solubles o Grados Brix (14, 17, 20
y 23) y 04 diferentes tiempos de fermentacion (48, 72, 96 y 120 horas) para la

fermentacioén alcohdlica.
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Las cascaras de pifia se acopiaron de puestos de venta de rodajas y jugos de

pifia, localizados en los mercados de Lima y Callao.

3.3. Hipdtesis

Hipdtesis general

- La aplicacion del proceso de biotransformacion permitira obtener etanol por
Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion de cascaras de
pifia Ananas comosus evaluando los sélidos solubles y el tiempo de

fermentacion.

Hipotesis especificas

1. El contenido inicial de solidos solubles influye en la obtencion de etanol
por Saccharomyces cerevisiae por biotransformacién de cascaras de pifia
Ananas comosus.

2. EIl tiempo de fermentacion influye en la obtencion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de céascaras de pifia
Ananas comosus.

3. La calidad del etanol obtenido por biotransformacién de céscaras de pifia
sera eficiente de acuerdo al grado alcohdlico del mosto, porcentaje de
etanol destilado y porcentaje de rendimiento de obtencién de etanol

destilado.
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3.4. Operacionalizacion de las variables

3.4.1.Variables

Las variables independientes y dependientes son definidas en funcion a la
hipdtesis general planteada. Las variables independientes son los “Sélidos
solubles” (°Brix o °Bx) y los “Tiempos de fermentacion” (TFer) como las
causantes del fendmeno estudiado y la variable dependiente es la Calidad del
etanol obtenido expresada como Grado alcohdlico del mosto, Porcentaje de
etanol destilado y Porcentaje de rendimiento de etanol destilado, los cuales
varian cuando se manipulan las variables independientes (Solidos solubles y
tiempos de fermentacion).

En la presente investigacion las variables que fueron medidas y observadas
fueron las siguientes:

Variables independientes:

- Grados Brix: Concentracion en solidos solubles de una solucién,
- Tiempo de fermentacién: cantidad de horas requeridas para el proceso

fermentativo por Saccharomyces cerevisiae

Variables dependientes:

Calidad del etanol producido de la biotransformacion de céascara de pifia

fermentada expresado como:
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Grado alcohdlico del mosto: nimero de volumenes de etanol expresado en
grados.

Porcentaje de etanol destilado: concentracién porcentual de etanol en

volumen.
Porcentaje de rendimiento de etanol destilado: cantidad de producto

sintetizado a partir de la cantidad de sustrato consumido.

3.4.2. Operacionalizacion de las variables

La operacionalizacién de las variables independientes y dependientes se

indican en las Tablas 10, 11, 12, 13y 14,

Tabla 10. Operacionalizacion de la variable de Sélidos solubles (°Bx)

Denominacion Solidos solubles

Tipo Independiente

Naturaleza Cuantitativa

Medicion Numérica

Indicador Nivel de solidos solubles

Unidad de medida Grados Brix (°Bx)

Instrumento Refractometro

Dimension Quimica, Fisica.

Definicion operacional Medida objetiva de la concentracion de
azucares disueltos en un producto y nivel
de dulzura del mismo

Definicién conceptual Concn.efltracién en solidos solubles de una
solucion.

Fuente: De acuerdo a las caracteristicas de la variable
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Tabla 11. Operacionalizacién de la variable Tiempo de fermentacion (TFer)

Denominacion Tiempo de Fermentacion

Tipo Independiente

Naturaleza Cuantitativa

Medicion Numeérica

Indicador Inicio de la fermentacion

Unidad de medida Horas

Instrumento Reloj

Dimension Fisica

Definicién operacional Proporcionan una medida objetiva para
controlar adecuadamente la fermentacion
alcoholica.
Es el tiempo requerido en horas para

Definicion conceptual realizar el proceso fermentativo para la
obtencion de etanol

Fuente: De acuerdo a las caracteristicas de la variable

Tabla 12. Operacionalizacién de la variable Grado alcohoélico del mosto

°A)
Denominacion Grado Alcohélico
Tipo Dependiente
Naturaleza Cuantitativa
Medicion Numeérica
Indicador Cambio de componentes quimicos y
fisicos
Unidad de medida Grados de Gay-Lussac
Instr Tabla de “Baume -°Brix-°Alcohol.
nstrumento
Dimensién Quimica, Fisica.

Proporcionan una medida objetiva de la

Definicion operacional . .,
concentracion de etanol de una solucion.

Numero de volimenes de alcohol (etanol)
Definicion conceptual expresado en grados

Fuente: De acuerdo a las caracteristicas de la variable
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Tabla 13. Operacionalizacion de la variable Porcentaje Etanol destilado

(%Et)
Denominacion Porcentaje Etanol destilado
Tipo Dependiente
Naturaleza Cuantitativa
Medicion Numeérica
Indicador Cambio de componentes quimicos y

Unidad de medida
Instrumento
Dimension

Definicion operacional

Definicion conceptual

fisicos

Porcentaje de etanol
Destilador - Alcoholimetro
Quimica, Fisica

Proporcionan una medida objetiva del
contenido de etanol destilado.

Concentracion porcentual en
volumen de alcohol en 100 cc.

Fuente: De acuerdo a las caracteristicas de la variable

Tabla 14. Operacionalizacién de la variable Porcentaje rendimiento de

etanol destilado (%REt).

Denominacion Grado alcoholico
Tipo Dependiente
Naturaleza Cuantitativa
Medicion Numérica
Indicador Rendimiento sustrato/producto
Unidad de medida Porcentaje de rendimiento de etanol
Instrumento Material volumeétrico
Dimension Fisica
Proporcionan una medida objetiva del
Detmcion peracionn |3t dl st pun
Es la cantidad de producto sintetizado
Definicién conceptual por cantidad de sustrato consumido

Fuente: De acuerdo a las caracteristicas de la variable
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3.5. Instrumentos

3.5.1. Técnicas de Investigacion

Las técnicas que se van a emplear son el paso siguiente a realizar luego de
haber definido el tipo y disefio de la investigacion. Son recursos utilizados
para facilitar la recoleccion y el analisis de los hechos observados. (Hernandez

etal., 2014).

El presente trabajo de investigacion utilizd las siguientes técnicas para obtener

informacion:

a. Técnicas de investigacion de referencias bibliogréaficas

- Anélisis documental: se busco informacion de referencias en escritos,
libros, normas legales, revistas cientificas, videos, fotografias e internet
para analizarlas.

- Analisis de contenido: para encontrar documentos para utilizarlos en el
marco tedrico y discusion de resultados.

- Elaboracion de fichas: para registrar y almacenar datos de cada tema y

andlisis realizado.
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b. Técnica de laboratorio

- Objetiva: técnica que facilitdo obtener informacion sobre las variables y
datos a registrar en las diferentes etapas experimentales de la

investigacion.

Para realizar el disefio experimental, el estudio se dividid en tres etapas

experimentales que fueron las siguientes:

Etapa 1:

- Pretratamiento fisico y térmico de las cascaras de pifia

- Hidrdlisis enzimética de las cascaras de pifia

Etapa 2:

- Preparacion y activacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

- Proceso fermentativo de los mostos hidrolizados de las cascaras de pifia
por Saccharomyces cerevisiae.

Etapa 3:

- Separacion del etanol por destilacion a partir del mosto alcoholico

- Caracterizacion final del etanol: determinacion del grado alcohdlico del
mosto fermentado y porcentaje de etanol destilado

- Interpretacién de resultados
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3.5.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Se utilizaron tablas donde se tomaron los datos obtenidos en las tres etapas
experimentales desarrolladas: Pretratamiento de las cascaras de pifia (Etapa 1),
Fermentacion alcohdlica de la levadura Saccharomyces cerevisiae en los
mostos de cascara de pifia (Etapa 2), asi como también los valores obtenidos
al momento de realizar la destilacién del mosto alcohélico para obtener el

alcohol destilado (Etapa 3).

Instrumentos de recoleccién de informacién en laboratorio

Equipos:

- Balanza de precision, modelo DT-300A, balanza Analitica Adam,
agitador magnético Fratom, refractometro 0 - 32% Brix RHB-32/ATC,
Alcoholimetro a 20°C, Equipo de destilacion simple, Medidor portéatil de

pH Hanna, Estufa, Incubadora, Autoclave, Refrigeradora.

- Materiales de vidrio y otros:

Vasos de precipitado de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml, probetas de 100,
250, 500 y 1000 ml recipientes pyrex, buretas de 25 y 50 ml, pipetas

volumétricas de 2,5 y 10 ml, placas petri pyrex, lunas de reloj, tubos de
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ensayo de vidrio (1,5 x 16,0 cm), embudos de vidrio, termdémetro de -
10°C a 250°C, soporte universal con pinzas, recipientes de porcelana,
cuchillos de acero inoxidable, frascos de vidrio, papel filtro Whatman N°
1 y N° 4, cocina eléctrica, espatulas, varilla de vidrio, pro-pipetas,

cronometro, picetas, gradillas y otros.

Material bioldgico:

Las muestras bioldgicas fueron cascara de pifia, enzima celulasa y
levadura.

Se utilizd cascaras de pifia de la variedad Golden acopiada en puestos de
jugos de frutas del pabelldn de frutas y verduras, ubicados en el mercado
de Lima y Callao. Debido a que la cascara de pifia es un residuo organico
de facil degradacion es importante que luego de su recoleccion se
transporte al laboratorio lo méas pronto posible en envases estériles para
evitar contaminaciones. Durante el periodo del estudio se llegaron a
utilizar 20 kilos de cascara de pifia que permitieron obtener los mostos
para la fermentacién que se obtuvo durante los meses de setiembre del
2017 a agosto del 2018 en condiciones de laboratorio a una temperatura
de 30°C.

Para la hidrolisis enzimatica (HE) se utiliz6 la Enzima Gramozyme

Celulasa fungal al 2%
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Se utilizd6 la levadura Saccharomyces cerevisiae seca instantanea

Fleischmann, para la fermentacion alcohdlica.

- Reactivos:
Agua potable, agua destilada, hidroxido de sodio 0,1 y 1 N y al 5%, acido
citrico al 1% (p/v), solucién de Bicarbonato de sodio al 1% (p/v), reactivo
de Benedict, Fosfato de amonio (NH4).PO4, Sulfato de amonio
(NH4)2S04, Sulfato de zinc ZnSOs, Sulfato de manganeso MnSQg, Sulfato
de magnesio MgSQOys, fenolftaleina al 1%.
Las fotos experimentales de los reactivos, materiales y equipos utilizados

se muestran en los Anexos en la Figuras 20, 21 y 22.

3.6. Procedimiento

3.6.1. Metodologia

La metodologia seguida se baso en el conocimiento cientifico y tecnoldgico
disponible de la siguiente manera:

En la Etapa 1 se realizo el tratamiento y estandarizacion de las cascaras de
pifia de la variedad Golden que consistia en el pretratamiento mecanico (TM),
el tratamiento térmico (TT) por agua calienten en fase liquida (ALC) y la

hidrolisis enzimatica (HE) con celulasas. El pretratamiento mecéanico (TM)
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permitia disminuir el tamafio de las cascaras y ampliar la superficie de
hidrolisis y la disminucion de la polimerizacion y cristalinidad de la
lignocelulosa (segun Arellano, 2015). El tratamiento térmico (TT) por agua
caliente en fase liquida (ALC) fue realizado en la autoclave con altas
temperaturas (150-180°C) y presion permitia que los polisacaridos
hemicelulosa y lignina se empiecen a solubilizar para dejar la celulosa libre
(segn Talebnia et al., 2010). La hidrolisis enzimatica (HE) se realiz6 con
celulasas fungicas que se encargan de hidrolizar la celulosa en oligosacaridos

y luego en glucosa (segin Sehnem et al., 2006).

Una vez listo el mosto hidrolizado de las cascaras de pifia se continud con la
Etapa 2 donde se realizd la preparacion y activacion de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (recomendada por Torija, 2002 y por Fajando &
Sarmiento, 2008), se empled la levadura seca instantanea Fleischmann y el
material pretratado completo (MPC) de las céascaras de pifia obtenido en la
Etapa 1 para el proceso fermentativo (PF) por la levadura considerando cuatro
diferentes niveles de sélidos solubles o grados Brix (14, 17, 20y 23 °Bx) y se
inicid el ciclo de fermentacién con la levadura en 4 tiempos de fermentacion
(TFer) diferentes (48, 72, 96 y 120 horas).

Consecutivamente terminado este proceso fermentativo (PF), se realizd la
Etapa 3 de la caracterizacién final del mosto alcohdlico y del destilado para

ello se filtr6 el mosto alcohdlico se calcularon los grados alcohdlicos y se
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realizo la destilacion para su posterior determinacion del porcentaje de alcohol
por alcoholimetria (recomendado por Angulo, 2010; Arimuya & Tecco 2014).
Durante el presente estudio de investigacion se procedio en forma continua a
realizar las etapas experimentales para obtener suficientes datos para la

interpretacion de los resultados y para corroborar los resultados obtenidos.

3.6.2. Procedimiento metodoldgico de cada etapa de la investigacion

Etapa 1:
- Pretratamiento fisico y estandarizacion de las cascaras de pifia
Es necesario el pre-tratamiento fisico y térmico de la lignocelulosa de las
cascaras de pifia de la variedad Golden. Se realizaron 3 pre-tratamientos:
tratamiento mecéanico (TM) y tratamiento térmico (TT) y un tratamiento
térmico con presion en agua caliente en fase liquida (ACL).
El procedimiento desarrollado en la Etapa 1 para el pre-tratamiento de la
lignocelulosa en las céscaras de pifia fue el siguiente:
Las cascaras de pifia de la variedad Golden fueron seleccionadas descartando
aquellas que presentaban dafio causado por insectos o presencia de
enfermedades.
Se procedié luego al pesado de las cascaras de pifia, y posterior lavado de la

mismas con agua potable para eliminar las impurezas y tierra adherida.
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Para el Pretratamiento de la deslignificacion (eliminacion de lignina), los
residuos de cascara de pifia luego fueron sometidos a un proceso de
tratamiento mecanico (TM) por trozado fino para la reduccion a un tamafo
entre 0,3 y 0,5 cm, para disminuir la dimension de la particula y aumentar la
zona de contacto de la enzima celulasa para facilitar la hidrélisis enzimatica
que sigue el proceso.

Luego los trozos de las céascaras (30% p/v) fueron sometidos a un
tratamiento térmico (TT) en agua a 90°C durante 1 hora, para favorecer que
se desprenda la lignina y se ablanden las céscaras. Para el mantenimiento de
la temperatura del agua se utilizaron cocinas eléctricas como fuente de calor.
Este procedimiento también permitia la muerte o eliminacion de la flora
microbiana acompafiante no deseable en las cascaras de pifia y preservar de
esta manera el sustrato en buenas condiciones para su hidrolisis enzimatica y
evitar la competencia microbiana por los nutrientes del medio.

Después del tratamiento térmico (TT), se dejé enfriar y posteriormente se
licuaron las cascaras de pifa.

Se midieron los volumenes de los mostos licuados de las cascaras de pifia y
se colocaron en frascos de vidrio de borosilicato (resistentes al calor)
previamente esterilizados de 1 litro de capacidad.

Luego los frascos conteniendo los mostos de las cascaras de pifia fueron

colocadas en la autoclave a 150°C y 1 atmosfera de presion por 3 horas para

96



un tratamiento térmico en agua caliente en fase liquida (ACL) y permitir que
las altas temperaturas y presion provoquen una autohidrolisis térmica y
permitan que la hemicelulosa y lignina se disuelvan y la celulosa quede
expuesta facilitando la hidrolisis enzimatica (HE) con la celulasas.

El esquema del procedimiento metodoldgico aplicado en el Tratamiento y

Estandarizacion de las cascaras de pifia (Etapa 1) se indica en la Figura 16.

CASCARA DE FINA GOLDEN

.

SELECCION

. 4

PESADO Y LAVADO

L 4

PRE-TRATAMIENTO MECANICO

({Trozado de cascaraz a 0.5 cm)

-
TRATAMIENTO TERMICO (TT)
Trozoz en % piva90°C-1h

. 4

ENFRIAMIENTO

. 4

TRATAMIENTO MECANICO (TAD)
(Licnado de cazcaraz)
L 2
ACONDICIONAMIENTO DE MOSTOS
{en frazcosz eztériles)

4
TRATAMIENTO TERMICO (ACL)
AUTOCLAVE (150°C- 1 atm/3 H)

Figura 16. Diagrama del procedimiento metodolédgico aplicado para el
tratamiento y estandarizacion de las cascaras de pifia (Etapa 1).

Fuente: De acuerdo al procedimiento realizado.
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- Hidrolisis enzimatica de las cascaras de pifia con celulasa

Para realizar la hidrélisis enziméatica (HE), se utilizé la enzima Celulasa
(Gramozyme) de origen fungico en polvo de color crema. La Ficha Técnica de
Gramozyme Celulasa (Granotec - Perd) y el Certificado de Analisis

Gramozime Celulasa se muestran en anexos en la Tabla 32 y 33.

El procedimiento de la hidrélisis enzimética (HE), fue el siguiente:

- Se utilizo la enzima Celulasa en concentraciones de 2.0 % (p/v) para obtener
azUcares simples necesarios para la fermentacion.

- Se colocaron las soluciones de celulasa en el agitador magnético Fratom
durante 3 minutos para que se pueda homogeneizar completamente.
Posteriormente se la afiadié la solucion enzimatica a los frascos conteniendo
los mostos licuados pre-tratados mecanica (TM) y térmicamente (TM).

- Se colocaron los frascos de los mostos preparados a partir de céscaras de
pifia en incubacién a 50 °C y pH 5 (dentro del rango de temperatura y pH de
actividad de la Celulasa de acuerdo a Juri S. (2011) y Talebnia et al., 2010).

- Se anoto el tiempo de inicio de hidrolisis enzimatica registrando el cambio

de los grados Brix de los mostos de las cascaras de pifia. Se mantuvo la
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temperatura requerida para la actividad de la celulasa de 50°C en la
incubadora en diferentes tiempos de incubacion hasta alcanzar los niveles de
grados Brix (°Bx) requeridos (14, 17, 20 y 23 °BX).

Se midid el grado Brix inicial utilizando el refractometro de 0-32% Brix
RHB-32/ATC.

Para la medida del nivel de pH inicial se utilizé el medidor portéatil de pH
Hanna.

Luego de obtener los niveles de solidos solubles (°Brix) evaluados en el
estudio (14, 17, 20 y 23 °Brix), se llevé a un tratamiento térmico a 85°C en
bafio maria por 10 minutos y poder inactivar la Celulasa y bloquear que
continle su actividad.

Luego se procedié a filtrar los mostos hidrolizados. Se separd el
sobrenadante y se midieron los niveles de pH y grados Brix de los mismos.
Se determinaron los azlcares reductores con el método de Eynon-Lane
anotandose sus resultados de la prueba de hidrolisis enzimatica (método de

Eynon-Lane. INDECOPI. NTP 203.002-1979).

El diagrama del procedimiento metodolégico proceso aplicado para la

hidrolisis enzimatica (HE) por las enzimas celulasas a partir de mostos de

cascara de pifia. (Etapa 1) se presenta en la Figura 17.
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MOSTOS DE CASCARA DE PINA

4

INOCULACION DE CELULASAS 2% piv

9

HIDROLISIS ENZIMATICA (HE)
(Incubacion a S0°C — 14 a 72 Horas)

9

INACTIVACION DE CELULASAS

{Tratamiento térmico a B5°C — 10 minutos)

4

FILTRACION DE MOSTOS

L 4

MOSTOS DE PINA HIDROLIZADOS

Figura 17. Diagrama del procedimiento metodolégico del proceso

aplicado para la hidrolisis enzimatica (HE) por las enzimas celulasas a

partir de mostos de céscara de pifia. (Etapa 1).

Fuente: De acuerdo al procedimiento realizado.

Las fotos experimentales del procedimiento desarrollado para esta primera

etapa experimental del presente estudio se muestran en los Anexos en las

figuras 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 y 31.
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a. Etapa 2:

- Preparacion y activacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

En esta parte experimental para la preparacion y estandarizacion de la

levadura Saccharomyces cerevisiae, se realizd la activacion de la levadura

seca instantanea Fleischmann y la preparacion de la solucion de nutritiva para

lograr una mayor actividad metabdlica fermentativa.

El procedimiento de la preparacion y estandarizacion de la levadura

Saccharomyces cerevisiae, fue el siguiente:

Activacion de la levadura

Para activarla se coloc6 0.4 g de levadura en agua destilada con 3 g. de azucar
(como lo reportan Arimuya & Tecco 2014). Se utiliz6 levadura seca
instantanea Fleischmann.

Homogenizamos la mezcla en el agitador magnético Fratom por 5 minutos.

Se cubri6 la mezcla y se dejo en reposo por 15 a 20 minutos a temperatura de

30°C en la incubadora.
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Preparacion de la solucién de Nutritiva

- Es necesario ayudar el proceso de fermentacion afadiendo nutrientes
adicionales para que la levadura pueda metabolizarlos junto con la glucosa.

- Para preparar la solucion nutritiva, se utilizan los siguientes reactivos: 0,5 mg
de Sulfato de magnesio MgSOs, 2,5 mg de Fosfato de amonio (NH4)2POa, 0,5
mg de Sulfato de manganeso MnSOs, 5mg de Sulfato de amonio (NH4)2SOa, y
2,5 mg de Sulfato de zinc ZnSO4 y se disuelven en 20 ml de agua destilada
(como lo reportan Arimuya & Tecco, 2014).

- Se diluye a 100 ml y se guarda para su posterior uso.

Proceso fermentativo de los mostos hidrolizados de las cascaras de pifia por

Saccharomyces cerevisiae.

Se utilizé el material pretratado completo (MPC) de los mostos de las cascaras
de pifia variedad Golden obtenido en la Etapa 1 para el proceso fermentativo
(PF) por la levadura Saccharomyces cerevisiae considerando cuatro diferentes
niveles de solidos solubles o grados Brix (14, 17, 20 y 23) y se inicio el ciclo de
fermentacion con la levadura en 4 tiempos de fermentacion diferentes (48, 72,

96 y 120 horas).
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El procedimiento de la preparacion y estandarizacion de la levadura fue el

siguiente:

Inoculacion de la levadura

- Para la fermentacion se adicioné a los mostos con los grados Brix de
estudio, la levadura Saccharomyces cerevisiae en proporcion de
0.08g/100g (dato recomendado segun Alban & Carrasco, 2012).

- Como fermentadores o biorreactores de tipo estatico, se utilizaron frascos
de borosilicato de 1000 ml capacidad, que fueron esterilizados
previamente para impedir la presencia de otros microrganismos que
podrian alterar el proceso fermentativo de la levadura.

- En los frascos, se afiadio 850 ml de los mostos de cascara de pifia con los
04 diferentes niveles de grados Brix (14, 17, 20 y 23°BXx).

- El nivel de pH de los mostos fue regulado a 4.5 adicionando el reactivo
acido citrico.

- En cada uno de los frascos con mosto de cascara de pifia se inoculo de
forma individual la levadura 20 ml de la levadura activada de
Saccharomyces cerevisiae y se afiadié 5 ml de la solucién nutritiva, para
seguir a la fermentacion, homogenizamos en el Agitador magnético

Fratom y cerramos los frascos.
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Fermentacién Alcoholica

- Se procedio al inici6 de la fermentacién alcohdlica colocando los frascos de
mostos de cascara de pifia de diferentes grados Brix (14, 17, 20 y 23°BX) en
una incubadora a una temperatura controlada de fermentacion de 30°C
durante los diferentes tiempos de fermentacion (TFer) estudiados (48, 72, 96
y 120 horas) en condiciones anaerobias sin agitacion.

- La fermentacion se realiz6 a temperatura de 30°C tomando en consideracién
las recomendaciones de Fernandez et al., (2014) y Rios et al., (2005) que la
consideran la temperatura optima.

- En cada tratamiento la fermentacion fue realizada por triplicado

- Al culminar el tiempo de fermentacién del tratamiento evaluado se realizé
una primera filtracion de los residuos solidos de las cascaras de pifia.

- Se control6 la fermentacién de los mostos alcoholicos evaluando los
cambios de grados Brix en cada tratamiento evaluado para establecer los
efectos de la combinacion de ambas variables (°Bx y TFer) en los grados
alcohdlicos y etanol producido por la levadura. Se hicieron las medidas
triplicadas con un Refractdometro 0 - 32% Brix RHB-32/ATC a temperatura
ambiente.

- Se midio el pH final de la fermentacion alcoholica en cada tratamiento.
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Las fotos experimentales del procedimiento de

la segunda etapa

experimental se muestran en los Anexos en las Figuras 32, 33 y 34.

En la Figura 18 se muestra el esquema del procedimiento metodoldgico

aplicado en la segunda etapa experimental.

PREPARACION Y ESTANDARIZACION DE
Saccharomyces cerevisiae

¥

ACTIVACION DE LALEVADURA |

.

PREPARACION DE LA SOLUCION
NUTRITIVA PARA LA LEVADURA

. 4

‘ CASCAFA DE PINA

INOCULACION DE LA LEVADURA AL MATERIAL
PEETFATADO COMFLETO (AMPC) DE LOS MOSTOS DE

¥

TRATAMIENTOS

FERMENTACION DEL MOSTO A 30°C EN LOS

“Brix (14, 17, 20, 23*Brix) - TFer (45 71, 86, 120 horas)

. 4

CONTEOL DE GRADOS BRIX Y pH

.

MOSTO ALCOHOLICO I

Figura 18. Diagrama del procedimiento metodologico aplicado en la

Etapa experimental 2.

Fuente: De acuerdo al procedimiento realizado.
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c. Etapa 3:

- Separacion del etanol por destilacion a partir del mosto alcohélico.

En los mostos alcohdlicos obtenidos en la etapa 2, se hizo la conversién de los
datos de Grados Brix (°Brix) a Grado Alcohdlico (GA) utilizando la Tabla de
Conversion de Gravedad Especifica a °Baume (°Be) - °Brix (°Bx) - °Alcohol

(GA) donde (°Be x 1,8 = °Brix). (de acuerdo a Amerine & Ough, 2001).

Se realizo de la siguiente manera:

En los mostos alcohdlicos (fermentados) antes de ser destilados se realizé un
segundo filtrado para reducir dificultades en el equipo de destilacion.

Los mostos alcohdlicos filtrados se destilaron aproximadamente por a una
temperatura de 80 a 90°C para aislar el etanol de las distintas sustancias en el
mosto.

El alcohol obtenido de la destilacion fue incoloro y libre de impurezas

Al final, el volumen destilado fue medido volumétricamente y se guard6 en
botellas de vidrio para su analisis con el alcoholimetro, con la finalidad

cuantificar la cantidad de etanol.
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Caracterizacion final del etanol:

Se realizé de la siguiente manera:

- Se realizd la determinacion del grado alcohdlico del mosto alcohdlico sin
destilar.

- Se cuantifico el etanol destilado por alcoholimetria.

- Se determind el contenido del alcohol destilado en porcentaje de etanol (%
Et) en cada tratamiento utilizando el Alcoholimetro a 20°C.

- También se determiné la acidez titulable de etanol destilado

Interpretacion de resultados

Los resultados de los anélisis realizados se registraron para su interpretacion
estadistica.

Las fotos experimentales del procedimiento desarrollado para la tercera etapa
experimental del presente estudio se muestran en los Anexos en las figuras 35,

36, 37, 38, 39,40y 41.

El diagrama del procedimiento metodoldgico aplicado para la Separacion del

etanol por destilacion a partir del mosto alcoholico y la caracterizacion final

del etanol (Etapa 3) se presenta en la Figura 19.
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MOSTO ALCOHOLICO

¥

CONTROL DE GRADOS ALCOHOLICOS
DEL MOSTO

(En cada tratamiento)

¥

FILTRADO DE LOS MOSTO0S ALCOHOLICOS
(En cada tratamiento)

T

DESTILACION MOSTO ALCOHOLICO
(En cada tratamiento)

¥

CUANTIFICACTON DE ETANOL POR
ALCOLIMETEIA

(% Etanol en cada tratamiento)

¥

ENVASADO DE ETANOL DESTILADO
(En cada tratamiento)

Figura 19. Diagrama del procedimiento metodolédgico aplicado para la
Separacion del etanol por destilacion a partir del mosto alcohodlico y la

caracterizacion final del etanol (Etapa 3).

Fuente: De acuerdo al procedimiento realizado.

108



3.7. Analisis de datos

Considerando que el presente estudio, es una investigacion aplicada de
cardcter experimental, para recolectar datos se realizaron andlisis de las
muestras de los diferentes tratamientos del estudio en base a las normas

técnicas ya establecidas tales como:

1. Determinacion de grado alcohdlico. Tabla de Conversion de Gravedad
Especifica a °Baumé - °Brix - °Alcohol (Amerine & Ough, 2001).

2. Determinacién del porcentaje de etanol por alcoholimetria. (Norma
Peruana ITINTEC 210.011. Bebidas alcohdlicas).

3. Determinacién de la acidez (INDECOPI, NTP 203.070. 1977. Revisada el

2012; INDECOPI, NTP 211.040. 2012).

Para observar el nivel de significacion de como afectaban las variables
independientes (grados Brix y tiempos de fermentacion) a la variable
dependiente de la calidad del etanol destilado se realizaron diferentes analisis

estadisticos que fueron los siguientes:

- Analisis multifactorial de varianza (ANOVA), para comprobar la

existencia de diferencias estadisticas entre tratamientos.

109



Analisis de contraste mdltiple de rangos (Método Tukey para
comparaciones multiples), para comprobar diferencias estadisticas entre
las medias.

Analisis estadistico de superficie de respuesta y optimizacion de las
variables de estudio para determinar que niveles de las variables optimizan
una respuesta y poder elegir qué condiciones operativas se requieren para
cumplir con las especificaciones de un proceso (obtencion de etanol).
Permite entender como los cambios en las variables (solidos solubles y
tiempos de fermentacidn) afectan una respuesta de interés (calidad del
etanol obtenido).

Analisis de regresion mdaltiple porque se estudia la posible relacion entre
variables independientes que son predictorias o explicativas (solidos
solubles y tiempos de fermentacién) y otra variable dependiente
(respuesta) que es la calidad del etanol obtenido expresado en grados
alcohdlicos del mosto, porcentaje de etanol destilado y porcentaje de

rendimiento de obtencion de etanol destilado.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Contrastacion de HipoOtesis

Considerando que la hipdtesis comprende juicios problematicos donde ain no
se ha demostrado si son verdaderos o falsos e involucran dos o méas de
variables que estan sujetas a comprobarse empiricamente (Pajaro, 2002), se

procedera a contrarrestar las hipétesis del estudio que fueron las siguientes:

Hipotesis general:

- La aplicacion del proceso de biotransformacion permitird obtener etanol
por Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion de céscaras
de pifia Ananas comosus evaluando los solidos solubles y el tiempo de

fermentacion.

Hipotesis especificas:
1. El contenido inicial de sélidos solubles influye en la obtencion de etanol
por Saccharomyces cerevisiae por biotransformacién de cascaras de pifia

Ananas comosus.
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4.2.

2. El tiempo de fermentacion influye en la obtencién de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia

Ananas comosus.

3. La calidad del etanol obtenido por biotransformacion de cascaras de pifia
sera eficiente de acuerdo al grado alcohdlico del mosto, porcentaje de
etanol destilado y porcentaje de rendimiento de obtencion de etanol

destilado.

Para rechazar o aceptar las hipotesis planteadas en el presente estudio, se
sometieron en base a analisis estadisticos los datos recolectados obtenidos en
las pruebas experimentales realizadas en las tres etapas experimentales a nivel
de laboratorio cuyos procedimientos se detallaron en el Capitulo Ill, a la
observacién y explicacion de resultados segln el requerimiento e informacion
que se planted en el plan tesis y a la informacion cientifica pertinente y

confiable referida en el Capitulo I1.

Analisis e interpretacion

Después de realizar la recoleccion de datos al realizar los analisis en base a

normas técnicas ya establecidas que se indicaron en el Capitulo Il (Tabla de
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°Baume-°Brix-°Alcohol; Norma Peruana ITINTEC 210.011; Norma
INDECOPI, NTP 203.070. 1977. Revisada el 2012 y Norma INDECOPI,
NTP 211.040. 2012), los datos resultantes fueron sometidos a los analisis
estadisticos para apreciar el comportamiento para su respectiva interpretacion

de las variables involucradas (independientes y dependientes).

4.2.1.Comparacion de los Grados alcohdlicos (°A) del mosto sin destilar
obtenidos respecto a solidos solubles (°Bx) y los tiempos de

fermentacion

Los resultados obtenidos que permiten ver la relacion entre las variables
independientes de los sélidos solubles (Grados Brix) y tiempos de
fermentacién de los mostos de la cascara de pifia con la variable dependiente
de grados alcohdlicos obtenidos en cada tratamiento se indican en Anexos,

Tabla 34.

Los resultados se procesaron utilizando analisis estadisticos para observar el
nivel de significacién de las variaciones en el contenido de sélidos solubles y
los tiempos de fermentacidn sobre el grado alcohdlico del mosto sin destilar,

el porcentaje de etanol destilado y el porcentaje de rendimiento de etanol.
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4.2.1.1. Contrastacion de la Hipotesis general para el grado alcoholico del
mosto

Hipotesis General:

- Hipétesis nula (Ho)
La aplicacion del proceso de biotransformacion no permitira obtener etanol
por Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion de cascaras de
pifia Ananas comosus evaluando los sélidos solubles y el tiempo de

fermentacion.

- Hipétesis alterna (Ha)
La aplicacion del proceso de biotransformacion permitira obtener etanol por
Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion de céscaras de pifia

Ananas comosus evaluando los solidos solubles y el tiempo de fermentacion.

Los analisis estadisticos de analisis de variancia (ANOVA) de la variable
dependiente de calidad del etanol expresada como Grado alcohélico del mosto
(sin destilar) demostraron que existieron diferencias significativas entre los
solidos solubles (°Brix) y los tiempos de fermentacion (TFer) versus la calidad
del etanol expresado en Grados alcoholicos (°A) del mosto sin destilar. (Tabla

15).
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Tabla 15. Andlisis de variancia del Grado alcohdlico del Mosto versus los

solidos solubles (Grados Brix) y los tiempos de fermentacion (TFer).

Pruebas de los efectos inter-sujetos (Inter-grupos)
Variable dependiente: Calidad del etanol en Grado alcoholico

Fuente
de Suma de cuadrados Media
variacion Tipo IIT GI Cuadratica F Significacién
“Brix 14.330 3 4777 20.583 .000
TFer 26.329 3 8.776 37.817 .000

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

En base a los analisis estadisticos realizados, se ACEPTA la Hipo6tesis General

alterna debido a que se encontro:

- Respecto a los sélidos solubles (°Brix) se observa a una significacion de
0.000<0.05 de maximo valor aceptable de error, existe diferencias entre al

menos uno de los niveles de solidos solubles (grados Brix) evaluados.

- Respecto a los tiempos de fermentacion se observa a una significacion de
0.000<0.05 de maximo valor aceptable de error, existe diferencias entre al

menos uno de los Tiempos de Fermentacion (TFer) evaluados.
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4.2.1.2. Contrastacion de la Hipdtesis especifica 1 para el grado

alcoholico del mosto

Hipotesis Especifica 1:

- Hipdtesis nula (Ho)
El contenido inicial de solidos solubles no nfluye en la obtencion de etanol
por Saccharomyces cerevisiae por biotransformacién de céscaras de pifia

Ananas comosus.

- Hipétesis alterna (Ha)
El contenido inicial de solidos solubles influye en la obtencion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifa

Ananas comosus

Con los datos obtenidos se realizd el método Tukey para comparaciones
multiples para el analisis de contraste multiple de rangos y poder determinar

gue medias son significativamente diferentes unas de otras.

Los analisis estadisticos demostraron que existieron diferencias significativas
entre los sélidos solubles (°Brix) versus los grados alcohdlicos del mosto sin

destilar. (Tabla 16)
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Tabla 16. Analisis estadistico de comparaciones multiples de Tukey del
efecto de los solidos solubles (°Brix) para la variable dependiente: Grado

alcohdlico (°A).

Pruebas post hoc

Grados Brix (Mostos sin destilar)
Comparaciones multiples

DHS de Tukey
Intervalo de confianza al
@ 95%

Grados Limite Limite
Brix (T) Grados Brix | Significacién | superior inferior
17 765 -.7183 3349

14 20 001 -1.3724 -.3192
23 2000 -1.9058 -.8526

14 765 -.3349 7183

17 20 010 -1.1808 -.1276
23 000 -1.7141 -.6609

14 001 3102 1.3724

20 17 010 1276 1.1808
23 046 -1.0599 -.0067

14 000 8526 1.9058

23 17 000 6609 1.7141
20 046 0067 1.0599

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

De acuerdo a los andlisis estadisticos realizados, se ACEPTA la Hipotesis

Especifica 1 alterna debido a que se encontro:
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Respecto a los solidos solubles (°Brix) a una significacion del 0.05 (maximo
valor aceptable de error) se observa que solo entre los grados Brix de 14 y 17
no existieron diferencias significativas (0.765>0.05) en el grado alcohdlico

obtenido, en los demas niveles si se observaron diferencias significativas.

4.2.1.3. Contrastacion de la Hipotesis especifica 2 para el grado alcohdlico

del mosto

Hipotesis Especifica 2:

- Hipétesis nula (Ho)
El tiempo de fermentacién no influye en la obtencion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia Ananas

Ccomaosus.

- Hipétesis alterna (Ha)
El tiempo de fermentacion influye en la obtencion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia Ananas

Ccomosus.
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Los analisis estadisticos demostraron diferencias significativas entre el tiempo
de fermentacion (TFer) versus los grados alcohdlicos del mosto sin destilar.

(Tabla 17).

Tabla 17. Analisis estadistico de comparaciones multiples de Tukey del
efecto del tiempo de fermentacion (TFer) para la variable dependiente:

Grado alcohdlico (°A).

Tiempo de Fermentacién

DHS de Tukey
Intervalo de confianza al 95%
(I) Tiempo de | (J) Tiempo de Limite
Fermentacion | Fermentacion |  Significacion superior Limite inferior
72 .002 -1.2891 -.2359
48 96 .000 -2.0391 -.0859
120 .000 -2.4683 -1.4151
48 .002 2359 1.2891
72 96 .002 -1.2766 -.2234
120 .000 -1.7058 -.6526
48 .000 9859 2.0391
96 72 .002 2234 1.2766
120 145 -.9558 .0974
48 .000 1.4151 2.4683
120 72 .000 6526 1.7058
96 145 -.0974 9558

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

Considerando los anélisis estadisticos realizados, se ACEPTA la Hipotesis

Especifica 2 alterna debido a que se encontro:
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Respecto a los tiempos de fermentacion a una significacion del 0.05
(méximo valor aceptable de error) se observa que sélo entre los tiempos de
fermentacion de 96 y 120 horas no existieron diferencias significativas
(0.145>0.05) en el grado de alcohol obtenido, en los demés si se

observaron diferencias significativas.

4.2.1.4. Contrastacion de la Hipdtesis especifica 3 para el grado alcohdlico

del mosto

Hipotesis Especifica 3:

Hipdtesis nula (Ho)
La calidad del etanol obtenido por biotransformacion de cascaras de pifia
no sera eficiente de acuerdo con el grado alcohdlico del mosto, porcentaje

de etanol y rendimiento de la obtencion de etanol.

Hipotesis alterna (Ha)
La calidad del etanol obtenido por biotransformacion de céscaras de pifia
sera eficiente de acuerdo con el grado alcohdlico del mosto, porcentaje de

etanol y rendimiento de la obtencion de etanol
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Se realizaron los andlisis estadisticos aplicando la regresion multiple para la
variable dependiente de la calidad del etanol expresado como grado alcohdlico
del mosto sin destilar. El analisis estadistico se realizo utilizando unidades
codificadas y los Coeficientes de regresion estimados de Grado Alcoholico

mosto (Tabla 18).

Tabla 18. Superficies de respuesta y optimizacion del Grado alcoholico del

mosto sin destilar segun el grado Brix y el tiempo de fermentacion (TFer).

SUPERFICIES DE RESPUESTA Y OPTIMIZACION

Coef Coef. error t P
Término standard
Constante 4.8542 0.05381 90.207 0.000
Grado Brix inicial 0.7188 0.07220 9.956 0.000
Tiempo Fermentacién (H) 0.9863 0.07220 13.661 0.000

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

Los analisis demostraron que a una significacion del 0.05 (maximo valor de
aceptacién de error), se comprueba que la constante, la variable de grados Brix
y la variable de tiempo de fermentacion son estables (son confiables los valores
para el modelo matematico) para la variable dependiente de calidad del etanol

expresado como grado alcoh6lico del mosto sin destilar (Tabla 19).
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Tabla 19. Coeficientes de regresion multiple estimados de Grado Alcohdlico

del mosto
Término Coef
Constante 4.79244
Grado Brix inicial -0.121056
Tiempo Fermentacion (H) 0.0344421

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

Modelo de regresion multiple:

°Alcohol Mosto sindestilar = 4.79244 — 0.121056(GB) + 0.0344421(TFer)

Donde TFer: Tiempo de fermentacion.
GB: Grados Brix
En el Gréafico 1, se puede observar la Grafica de superficie de respuesta del

grado alcoholico del mosto sin destilar versus tiempo de fermentacién y grado

Brix.

Grafica de superficie de ° Alcoholico vs. Tiempo Ferme; Grado Brix i

© Alcoholico mosto

PR - NN]

75 Tiempo Fermentacion (H)

17.5 500 50

Grado Brix inicial

Graéfico 1. Gréfica de superficie de respuesta del grado alcohdlico (°A) del
mosto sin destilar versus el tiempo de fermentacién y grado Brix.

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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El andlisis estadistico de superficie de respuesta y optimizacion de las
variables de estudio para determinar que niveles de las variables optimizan
una respuesta y permitio entender como los cambios en las variables de
solidos solubles (Grados Brix) y tiempos de fermentacion afectan la calidad
del etanol obtenido expresado como grado alcohdlico del mosto sin destilar.

En el Gréfico 2, se observa que el grafico de superficie del grado alcohdlico
versus el tiempo de fermentacion y los sélidos solubles (°Brix) es un plano lo
que cumple el modelo de regresién mdaltiple de la variable dependiente de

calidad del etanol expresado como grado alcohdlico del mosto sin destilar.

Apoti Grado Br Tiempo F
NG 25 285,

C . .
0.94268 gajo 14.0 48.0
Compuesto

Deseabilidad
0.94268

° Alcoho

Maximo
y = 7.1007
d = 0.94268

Graéfico 2. Superficies de respuesta y optimizacion del grado alcohdlico
(°A) del mosto sin destilar segun el grado Brix y el tiempo de
fermentacion.

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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Interpretacion:

- Segun la grafica de superficie de respuesta y optimizacion se aprecia para
una aceptacion de 0.94268 de valor deseado que se puede obtener 7.1007
como valor maximo de grado de alcohol del mosto sin destilar cuando se

somete a 23 Grados Brix y a un tiempo de fermentacion de 120 horas.

- Se ACEPTA la hipotesis especifica 3 alterna de la calidad del etanol

expresada para el grado alcohdlico.

4.2.2. Comparacion del porcentaje de etanol destilado (%0Et) obtenido

respecto a solidos solubles (°Bx) y los tiempos de fermentacion (TFer)

Los resultados obtenidos que permiten ver la relacion entre las variables
independientes de solidos solubles (°Brix) y tiempos de fermentacion (TFer)
de los mostos de cascara de pifia con la variable dependiente de porcentaje de
etanol destilado obtenidos en cada tratamiento que fueron determinados por
alcolimetria como se expuso en el capitulo Il se muestra en la Tabla 35 de

anexos.
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4.2.2.1. Contrastacion de la Hipodtesis general para el porcentaje de etanol

destilado

Hipotesis general:

- Hipétesis nula (Ho)
La aplicacion del proceso de biotransformacion no permitird obtener etanol
por Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion de cascaras de
pifia Ananas comosus evaluando los sélidos solubles y el tiempo de

fermentacion.

- Hipétesis alterna (Ha)
La aplicacion del proceso de biotransformacion permitira obtener etanol por
Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion de céscaras de pifia

Ananas comosus evaluando los solidos solubles y el tiempo de fermentacion.

Los andlisis estadisticos de analisis de variancia (ANOVA) demostraron que
existieron diferencias significativas entre los solidos solubles (°Brix) y los
tiempos de fermentacion para la variable dependiente de la calidad del etanol

expresado como porcentaje de alcohol destilado. (Tabla 20).
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Tabla 20. Analisis de variancia de pruebas post hoc del tiempo de
fermentacion (TFer) para la variable dependiente: Porcentaje de Alcohol

Destilado (% Et).

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Porcentaje de Alcohol destilado

Suma de cuadrados .
Media
Fuente Tipo III GI Cuadritica F Significacion
°Brix 7847.167 3 2615.722 258.941 .000
Tiempo 3608.333 3 1202.778 119.068 000

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

En base a los analisis estadisticos realizados, se ACEPTA la Hipotesis General

alterna debido a:

- Respecto a los solidos solubles (°Brix) se observa a una significacion de
0.000<0.05 (maximo valor aceptable de error), existe diferencias entre al
menos uno de los grados Brix evaluados para obtener alcohol destilado.

- Respecto a los tiempos de fermentacion se observa a una significacion de
0.000<0.05 (maximo valor aceptable de error), existe diferencias entre al
menos uno de los Tiempos de Fermentacion evaluados para obtener alcohol

destilado.
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4.2.2.2. Contrastacion de la Hipotesis especifica 1 para el porcentaje de

etanol destilado

Hipotesis Especifica 1:

- Hipétesis nula (Ho)

El contenido inicial de solidos solubles no influye en la obtencién de etanol
por Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia

Ananas comosus.

- Hipotesis alterna (Ha)

El contenido inicial de solidos solubles influye en la obtencion de etanol por

Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia Ananas

COmosus

Los analisis estadisticos demostraron que existieron diferencias significativas

entre los solidos solubles (°Brix) versus la variable dependiente de la calidad del

etanol expresado como porcentaje de alcohol destilado (% Et). (Tabla 21).
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Tabla 21. Analisis estadistico de comparaciones multiples de Tukey del efecto

de los sélidos solubles (°Bx) para el porcentaje de etanol (% Et).

Grados Brix
DHS de Tukey
Intervalo de confianza al
95%

(I) Grados (1) Grados Limite Limite
Brix Brix Significacion | superior inferior
14 17 .000 -20.06 -13.11

20 1000 -30.06 -23.11
23 .000 -37.64 -30.69
17 14 .000 13.11 20.06
20 .000 -13.47 -6.53
23 .000 -21.06 -14.11
20 14 .000 23.11 30.06
17 .000 6.53 13.47
23 000 -11.06 -4.11
23 14 .000 30.69 37.64
17 .000 14.11 21.06
20 .000 4.11 11.06

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

De acuerdo a los analisis realizados se encontro:

- Respecto a los sélidos solubles (°Brix) a una significacién del 0.05 (maximo
valor aceptable de error) se observa que entre todos los tratamientos de
Grados Brix evaluados existieron diferencias significativas (0.00<0.05) en el
porcentaje de alcohol destilado obtenido. Se ACEPTA la hipotesis especifica
1 alterna para la variable dependiente de la calidad del etanol expresado como

porcentaje de alcohol destilado.
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4.2.2.3. Contrastacion de la Hipotesis especifica 2 para el porcentaje de

etanol destilado

Hipotesis especifica 2

- Hipétesis nula (Ho)
El tiempo de fermentacion no influye en la obtencién de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de céscaras de pifia Ananas

comaosus.

- Hipotesis alterna (Ha)
El tiempo de fermentacion influye en la obtencion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia Ananas

CoOmosus.

Los andlisis estadisticos del método Tukey para comparaciones multiples,
demostraron que existieron diferencias significativas entre los tiempos de
fermentacion (TFer) versus la variable dependiente de la calidad del etanol

expresado como porcentaje de alcohol destilado (% Et). (Tabla 22).
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Tiempo de Fermentacién

Tabla 22. Analisis estadistico de comparaciones multiples de Tukey del efecto

del tiempo de fermentacidon (Tfer) para el Porcentaje de etanol (% Et).

DHS de Tukey
Intervalo de confianza al
Tiempo de Tiempo de .. ., 95%.
Fermentacion | Fermentacion Significacion Limite Limite
superior inferior
48 72 .000 -14.14 -7.19
96 .000 -22.97 -16.03
120 .000 -25.64 -18.69
72 48 .000 7.19 14.14
96 .000 -12.31 -5.36
120 .000 -14.97 -8.03
96 48 .000 16.03 22.97
72 .000 5.36 12.31
120 185 -6.14 .81
120 48 .000 18.69 25.64
72 .000 8.03 14.97
96 185 -.81 6.14

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

De acuerdo a los analisis realizados se encontro:

Respecto a los tiempos de fermentacion a una significacion del 0.05 (maximo
valor aceptable de error) se observa que sélo entre los tiempos de fermentacion
de 96 y 120 horas no existieron diferencias significativas (0.185>0.05) en el
porcentaje de etanol alcohol destilado obtenido, en la demas si se observaron
diferencias significativas. Por lo tanto, se ACEPTA la Hipdtesis Especifica 2

alterna.
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4.2.2.4. Contrastacion de la Hipdtesis especifica 3 para la calidad del
etanol obtenido

Hipotesis Especifica 3:

- Hipotesis nula (Ho)
La calidad del etanol obtenido por biotransformacion de cascaras de pifia
no ser& eficiente de acuerdo con el grado alcohdlico del mosto, porcentaje
de etanol y rendimiento de la obtencion de etanol.

- Hipotesis alterna (Ha)
La calidad del etanol obtenido por biotransformacion de cascaras de pifia
sera eficiente de acuerdo con el grado alcohélico del mosto, porcentaje de

etanol y rendimiento de la obtencion de etanol

. Correlacion grado de alcohol del mosto sin destilar con el porcentaje de

etanol destilado

El coeficiente de correlacion de Pearson (r) es una medida lineal entre dos
variables aleatorias cuantitativas. Es independiente de la escala de medida de
las variables. se mide en una escala de 0 a 1, tanto en direccion positiva
como negativa. Un valor de “0” indica que no hay relacion lineal entre las
variables. Un valor de “1” o “~1” indica, respectivamente, una correlacion

positiva perfecta o negativa perfecta entre dos variables.
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De acuerdo a los analisis estadisticos realizados se encontrd que existio una
correlacion fuerte positiva entre el grado de alcohol del mosto sin destilar con
el porcentaje de alcohol destilado y es de 0.80085 vy la influencia del alcohol
sin destilar respecto al alcohol destilado es de un 65.36%. (Gréfico 3).

Por lo que se ACEPTA la Hipotesis Especifica 3 alterna.

Grado alcoholico del Mosto vs Porcentaje Etanol Destilado

80,00
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o
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20,00

10,00
Y

0,00
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00

Grado Alcohdlico (°A)

Gréfico 3. Coeficiente de correlacion de Pearson del grado alcohdlico (°A)

del mosto sin destilar con el porcentaje de etanol destilado (%6Et)

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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b. Analisis estadistico de la superficie de respuesta y optimizacién del

porcentaje de etanol destilado

Se realizaron los andlisis estadisticos aplicando el modelo matematico de
regresion multiple para la variable dependiente de la calidad del etanol
expresado como porcentaje de etanol destilado. El analisis estadistico se realizé
utilizando unidades codificadas y los Coeficientes de regresion estimados del
porcentaje de etanol destilado. La superficie de respuesta y optimizacion del

porcentaje de etanol destilado (%Et) se indica en la Tabla 23.

Tabla 23. Superficie de respuesta y optimizacion del porcentaje de etanol

destilado (% Et) segun el grado Brix y el tiempo de fermentacion (TFer).

SUPERFICIES DE RESPUESTA Y OPTIMIZACION.
ETANOL DESTILADO

Coef Coef. error t p
Término standard
Constante 41.0833 0.6381 64.381 0.000
Grado Brix inicial 16.8750 0.8561 19.711 0.000
Tiempo Fermentacion (H) | 11.3000 0.8561 13.199 0.000

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

133



Los analisis demostraron que a una significacion del 0.05 (méaximo valor de
aceptacion de error), se comprueba que la constante, la variable de grados Brix
y la variable de tiempo de fermentacion son estables es decir son confiables los
valores para el modelo matematico (Tabla 24). Por tal motivo se acepta el
modelo de regresion multiple de la variable dependiente calidad del etanol
expresado como porcentaje de etanol destilado es decir se ACEPTA la hipotesis

especifica 3 alterna.

Tabla 24. Coeficientes de regresiébn multiple estimados del Porcentaje de

etanol destilado (% Et).

Teérmino Coef

Constante -46.4567
Grado Brix inicial 3.30667
Tiempo Fermentacion (H) 0.216250

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

Modelo:

% Etanol destilado = —46.4567 + 3.30667(GB) + 0.216250(TFer)

Donde TFer: Tiempo de fermentacion.

GB: Grados Brix

El analisis estadistico de superficie de respuesta y optimizacion de las variables

de estudio para hallar los niveles de las variables que optimizan una respuesta y
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permitio entender como los cambios en las variables de solidos solubles
(Grados Brix) y tiempos de fermentacion afectan la calidad del etanol obtenido

expresado como porcentaje de etanol destilado.

En el Gréfico 4, se puede observar que el grafico de superficie de respuesta y
optimizacion del porcentaje de etanol versus el tiempo de fermentacion y los
solidos solubles (°Brix) es un plano lo que cumple el modelo de regresion
multiple para la variable dependiente de calidad del etanol expresado como

porcentaje de etanol destilado.

Grafica de superficie de % alcohol (d vs. Tiempo Ferme; Grado Brix i

% alcohol (destilado)
40

125
20 P 100

73 Tiempo Fermentadon (H)

20.0

Grado Brix inicial

Gréfico 4. Superficie de respuesta y optimizacion del Porcentaje de Etanol
destilado (%Et) versus los sélidos solubles (grados Brix) y el tiempo de
fermentacion.

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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De acuerdo a la gréafica del analisis estadistico de las superficies de respuesta y
optimizacion del porcentaje de etanol destilado en la grafica de superficie se
observa que a una aceptacion de 1.0000 de valor deseado se puede obtener
como maximo de porcentaje de etanol destilado 70.1133, cuando se somete a

23 Grados Brix y a un tiempo de fermentacién de 120 horas. (Grafico 5).

Sy Grado Br Tiempo F

o bl
C . .

1.0000 Bajo 14.0 48.0

Compuesto
Deseabilidad
1.0000

% alcoho

Maximo
y =70.1133
d = 1.0000

Graéfico 5. Superficie de respuesta y optimizacion del Porcentaje de Etanol
destilado (%Et) versus los sélidos solubles (grados Brix) y el tiempo de
fermentacion (TFer).

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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4.2.3.Comparacion del porcentaje de rendimiento del etanol (%Ret)
obtenido respecto a solidos solubles (°Bx) y los tiempos de
fermentacion (TFer)
Con los datos de los volimenes de etanol destilado obtenidos a partir de los
voliumenes de mostos alcohdlicos de las cascaras de pifia se calculd el
porcentaje de rendimiento del etanol destilado en cada tratamiento evaluado los
resultados obtenidos que permiten ver la relacion entre las variables
independientes de solidos solubles (°Brix) y tiempos de fermentacion (TFer) en
mostos de cascara de pifia con el porcentaje de rendimiento del etanol destilado

obtenidos en cada tratamiento los que se muestran en la tabla 36 de anexos.

4.2.3.1. Contrastacion de la Hipotesis general para el porcentaje de

rendimiento del etanol destilado.

Hipotesis General:

- Hipétesis nula (Ho)
La aplicacion del proceso de biotransformacion no permitira obtener etanol
por Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion de cascaras de
pifia Ananas comosus evaluando los sélidos solubles y el tiempo de

fermentacion.

137



- Hipétesis alterna (Ha)
La aplicacion del proceso de biotransformacion permitira obtener etanol por
Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion de céscaras de pifia

Ananas comosus evaluando los solidos solubles y el tiempo de fermentacion.

El andlisis de variancia (ANOVA), demostré que existi6 diferencias
estadisticas significativas para los solidos solubles (°Brix) y los tiempos de
fermentacion versus el porcentaje de rendimiento del etanol destilado. (Tabla
25).
Tabla 25. Andlisis estadistico de variancia de pruebas post hoc del tiempo de
fermentacion (TFer) para la variable dependiente: Porcentaje de Etanol

destilado (% Et).

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: % de Rendimiento Etanol destilado

Suma de cuadrados .
Media
Fuente Tipo III GI Cuadritica F Significacion
°Brix 707.896 3 235.965 117.953 .000
Tiempo 551.563 3 183.854 91.904 .000

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

En base a los andlisis estadisticos realizados, se ACEPTA la Hipotesis General

alterna debido a que se encontro:
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Para la variable independiente de grados Brix se observa a una significacion de
0.000<0.05 (maximo valor aceptable de error), existe diferencias entre al menos
uno de los grados Brix evaluados para obtener porcentaje de rendimiento de
etanol destilado.

Para la variable independiente de Tiempos de Fermentacion, se observa a una
significacion de 0.000<0.05 de maximo valor aceptable de error, existe
diferencias entre al menos uno de los Tiempos de Fermentacion evaluados para

obtener porcentaje de rendimiento de etanol destilado.

4.2.3.2. Contrastacion de la Hipotesis especifica 1 para el porcentaje de
rendimiento del etanol destilado.

Hipotesis Especifica 1:

- Hipotesis nula (Ho)
El contenido inicial de solidos solubles no influye en la obtencién de etanol
por Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia

Ananas comosus

- Hipotesis alterna (Ha)
El contenido inicial de solidos solubles influye en la obtencién de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia Ananas

CcoOmosus
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Los analisis estadisticos demostraron que existieron diferencias significativas
entre los solidos solubles (°Brix) versus el porcentaje de rendimiento del etanol
destilado.

A una significacion del 0.05 (maximo valor aceptable de error) se observa que
entre todos los niveles de sélidos solubles (°Brix) evaluados existieron
diferencias significativas (0.00<0.05) en el porcentaje de rendimiento del etanol

destilado. (Tabla 26).

Tabla 26. Analisis estadistico de DHS de Tukey de los solidos solubles
(Grados Brix) para la variable dependiente: Calidad del etanol obtenido

expresada por el Porcentaje de rendimiento de etanol destilado (% REt).

Grados Brix
DHS de Tukey
Intervalo de confianza al
95%

(I) Grados (J) Grados Limite Limite
Brix Brix Significacion superior inferior
14 17 015 -3.38 -.29

20 .000 -11.05 -7.95
23 .000 -8.63 -5.54
17 14 015 .29 3.38
20 .000 -9.21 -6.12
23 .000 -6.80 -3.70
20 14 .000 7.95 11.05
17 .000 6.12 9.21
23 .001 .87 3.96
23 14 .000 5.54 8.63
17 .000 3.70 6.80
20 .001 -3.96 -.87

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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En base a los andlisis estadisticos realizados, se ACEPTA la Hipotesis

Especifica 1 alterna.

4.2.3.3. Contrastacion de la Hipotesis especifica 2 para el porcentaje de

rendimiento del etanol destilado.

Hipotesis Especifica 2:

Hipétesis nula (Ho)

El tiempo de fermentacion no influye en la obtencién de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de céscaras de pifia Ananas
COMOosus.

Hipotesis alterna (Ha)

El tiempo de fermentacion influye en la obtencion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae por biotransformacion de cascaras de pifia Ananas

CoOmosus.

El anélisis estadistico de comparaciones multiples de Tukey del tiempo de
fermentacién (Tfer) para la variable dependiente: Calidad del etanol obtenido
expresada por el Porcentaje de rendimiento de etanol destilado (% REt), se

encuentra en la Tabla 27.
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Tabla 27. Andlisis estadistico de comparaciones multiples de Tukey del
tiempo de fermentacion (Tfer) para la variable dependiente: Calidad del
etanol obtenido expresada por el Porcentaje de rendimiento de etanol
destilado (% REY).

Tiempo de Fermentacion

DHS de Tukey
Intervalo de confianza al
95%
(I) Grados (I) Grados Limite Limite
Brix Brix Significacion | superior inferior
72 000 -4.55 -1.45
48 96 000 -8.05 -4.95
120 000 -10.46 -7.37
48 000 145 455
72 a6 000 -3.05 -195
120 000 -7.46 -4.37
48 000 495 8.05
96 72 000 195 5.05
120 001 -3.96 -.87
48 000 737 1046
120 72 000 437 7.46
96 001 87 3.96

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

De acuerdo a los anélisis realizados se encontro:

- A una significacion del 0.05 (méaximo valor aceptable de error) se observa que
entre todos los tiempos de fermentacion evaluados existieron diferencias
significativas (0.185>0.05) en el rendimiento de etanol obtenido. Por lo cual

se ACEPTA la hipétesis especifica 2 alterna.
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4.2.3.4. Contrastacion de la Hipotesis especifica 3 para el porcentaje de

rendimiento del etanol destilado.

Hipotesis Especifica 3:

- Hipotesis nula (Ho)
La calidad del etanol obtenido por biotransformacién de céscaras de pifia no
sera eficiente de acuerdo con el grado alcohdlico del mosto, porcentaje de

etanol y rendimiento de la obtencidon de etanol.

- Hipdtesis alterna (Ha)
La calidad del etanol obtenido por biotransformacion de cascaras de pifia
sera eficiente de acuerdo con el grado alcohdlico del mosto, porcentaje de

etanol y rendimiento de la obtencion de etanol.

Se realizaron los andlisis estadisticos de la superficie de respuesta y
optimizacion aplicando el modelo matematico de regresién multiple de la
variable dependiente calidad del etanol expresado como porcentaje de
rendimiento de obtencion de etanol destilado. El andlisis estadistico se realizo
utilizando unidades no codificadas y los Coeficientes de regresion estimados

del porcentaje de rendimiento de obtencidn de etanol destilado (Tabla 28 y 29).
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Tabla 28. Superficie de respuesta y optimizacion del

porcentaje de

rendimiento de obtencion de etanol (% REt) segun el grado Brix y el tiempo

de fermentacion (TFer).

SUPERFICIES DE RESPUESTA Y OPTIMIZACION.
PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE OBTENCION DE ETANOL

Coef Coef. error t p
Término standard
Constante 23271 0.3456 67.340 0.000
Grado Brix inicial 4.338 0.4636 9.355 0.000
Tiempo Fermentacion (H) 4.538 0.4636 9.787 0.000

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

Los analisis demostraron que a una significacion del 0.05 (méaximo valor de

aceptacion de error), se comprueba que la constante, la variable de grados Brix

y la variable de tiempo de fermentacion son estables (son confiables los valores

para el modelo matematico).

Por tal motivo se acepta el modelo de regresién mdltiple para la variable

dependiente de calidad del etanol expresado como porcentaje de rendimiento de

obtencion de etanol destilado es decir se ACEPTA la hipdtesis especifica 3

alterna.
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Tabla 29. Coeficientes de regresidn mdaltiple estimados del Porcentaje de

rendimiento de obtencidn de etanol (% REt).

Término Coef

Constante -20.6167
Grado Brix inicial 1.80000
Tiempo Fermentacion (H) 0.310185

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

Modelo:

% de Rendimiento = —20.6167 + 1.80000(GB) + 0.310185(TFer)

Donde TFer: Tiempo de fermentacion.

GB: Grados Brix

El anélisis estadistico de superficie de respuesta y optimizacion de las variables
de estudio permitié entender como los cambios en las variables de sélidos
solubles y tiempos de fermentacion afectan calidad del etanol expresado como
porcentaje de rendimiento de obtencidn de etanol destilado.

En el Grafico 6, se puede observar que el grafico de superficie de respuesta y
optimizacion del porcentaje de rendimiento de obtencion de etanol destilado
versus el tiempo de fermentacion y los solidos solubles (°Brix) es un plano lo
que cumple el modelo de regresion mdaltiple para la variable dependiente de
calidad del etanol expresado como porcentaje de rendimiento de obtencion de

etanol destilado.
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Gréfico 6. Grafica de superficie de respuesta y optimizacion del porcentaje
de rendimiento de obtencidn de etanol destilado (%0REt) versus el tiempo
de fermentacidn y los sélidos solubles (°Brix).

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

De acuerdo a la gréafica del analisis estadistico de las superficies de respuesta y
optimizacion del porcentaje de rendimiento de obtencion de etanol destilado en
la gréafica de superficie se observa que a una aceptacion de 0.87667 de valor
deseado se puede obtener como maximo de grado de porcentaje de rendimiento
de 30.5333 cuando se somete a 23 Grados Brix y a un tiempo de fermentacion

de 120 horas. (Gréafico 7).
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Gréafico 7. Superficies de respuesta y optimizacion del porcentaje de
rendimiento de obtencion de etanol (% REt) versus el tiempo de

fermentacion y los sélidos solubles (°Brix).

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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CAPITULO V

5.1. DISCUSION

5.1.1. Primera Etapa Experimental: Pretratamientos

Para obtener etanol por biotransformacion de cascara de pifia Golden, se
requiere seleccionar inicialmente las cascaras de pifia descartando aquellas que
presentaban dafio causado por insectos, hongos o presencia de enfermedades
para obtener resultados confiables al realizar las pruebas de pretratamientos y

fermentacion alcohdlica utilizando los componentes lignocelulésicos de las

cascaras de la pifia.

En la tabla 30 se indican los balances de materia para obtener etanol utilizando

20 kilogramos de céscaras de pifia variedad Golden.

Tabla 30. Balances de materia para la obtencion de etanol de céscaras de

Pifa

Cascara de Pina Valor
Caracteristica evaluada
Peso de la cascara (Kg.) 20.00
Humedad (%) 71.84.
Acidez Titulable (%) 1.5
pH 4.7

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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Para obtener etanol por biotransformacion de cascaras de pifia es muy
importante un tratamiento mecanico y térmico previo de las cascaras lo que
concuerda con algunos investigadores que manifiestan que para procesar bien
los materiales lignoceluldsicos se deben realizar pretratamientos para promover
la actividad de celulasas en la hidrolisis de celulosa y obtener azlcares que se
fermentables (Medina et al., 2011) ya que la lignocelulosa es muy resistente a
ser hidrolizada debido a la union de enlaces covalentes, fuerzas de van der
Waals y puentes intermoleculares entre sus componentes (Kumar et al., 2010),
por lo que el tratamiento mecanico, aumenta la superficie para ser hidrolizada y
disminuye la polimerizacién (Palmowski y Mueller 1999). Los pretratamientos
del sustrato lignocelulésico generan regiones amorfas en la celulosa
susceptibles a hidrolisis (Hu y Wen, 2008) y aumenta la digestibilidad
incrementando la porosidad lo que permite el acceso a la celulosa en la etapa de
hidrolisis (Casp & Abril, 2003) y permite su paso a azucares como la glucosa
que se pueden fermentar (Han et al., 2011) lo que aumenta la tasa de
produccién de etanol (Talebnia et al., 2010).

Se realizaron también tratamientos térmicos en fase liquida (ALC) a 150°C y 1
atm de presion en la autoclave por 3 horas lo que permitié que la alta
temperatura permita que los polisacaridos de la lignocelulosa de las céascaras de
pifia se solubilicen y permitan la posterior hidrdlisis enzimatica de la celulosa

por las enzimas Celulasa.

149



Para el presente estudio posterior al tratamiento mecanico (TM) y el tratamiento
térmico (ACL) en la primera etapa experimental (Etapa 1) se utiliz6 la enzima
Gramozyme Celulasa fungal que provocé la hidrolisis del polisacarido celulosa
a oligosacaridos de cadena corta que se evidencio por el aumento de contenido
de azulcares reductores y la obtencion de mostos glucosados que fueron
utilizados en la segunda etapa experimental del proceso fermentativo de los
mostos hidrolizados de las cascaras de pifia por Saccharomyces cerevisiae. Se
debe realizar la hidrolisis enzimatica del polisacarido celulosa por la
incapacidad de la levadura al no tener celulasas para hidrolizarla. Al respecto,
Casp & Abril (2003), sefialan que Saccharomyces serevisiae no hidroliza
polisacaridos como almidon o dextrinas y se debe realizar una hidrolisis
enzimatica para la biotransformacion de los oligosacaridos en etanol. Por su
parte, Rodriguez (2008), indica que el método con mayor potencial de hidroélisis
de azUcares de la lignocelulosa demanda de enzimas industriales y espera que a
largo plazo mejoren las eficiencias de conversion enzimatica y de fermentacion.
Diversos autores proponen usar enzimas celulasas y hemicelulasas de mohos
para hidrolizar residuos lignocelulésicos que convierten la celulosa cristalina y
la hemicelulosa a azucares simples (Krogh et al., (2004; Sehnem et al., (2006).
Por su parte, Medina (2011), sefiala que se debe ajustar el nivel de pH y la
temperatura para favorecer la hidrolisis enzimatica. A su vez, Corredor (2008)

indica que es importante identificar los parametros éptimos de pretratamiento y
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las condiciones de hidrdlisis enzimatica para convertir las cascaras en azlcares

fermentables.

5.1.2. Segunda Etapa Experimental: Proceso fermentativo de los mostos

hidrolizados de las cascaras de pifia por Saccharomyces cerevisiae.

Variaciones de solidos solubles en el proceso fermentativo

Al utilizar el material pretratado completo (MPC) de los mostos de las cascaras
de pifia variedad Golden obtenido en la Etapa 1 luego del tratamiento mecanico
(TM), tratamiento térmico (ACL) y el tratamiento de hidrélisis enzimatica (HE)
para iniciar el proceso fermentativo (PF) por la levadura Saccharomyces
cerevisiae considerando cuatro diferentes niveles de sélidos solubles (14, 17, 20
y 23 °BX) y cuatro diferentes tiempos de fermentacion (48, 72, 96 y 120 horas)
en el ciclo de fermentacion con la levadura se observé que conforme aumentaba
el tiempo de fermentacion durante el proceso fermentativo de los mostos de las
cascaras de pifia, iba disminuyendo en forma creciente los grados Brix y
consumiéndose los azlcares reductores en diferentes niveles de acuerdo al
Grado Brix inicial (14, 17, 20 y 23°Brix) y tiempos de incubacién (48, 72, 96 y
120 horas) en cada tratamiento. Esta disminucion ocurri6 por el alto porcentaje
de sdlidos solubles iniciales que metabolizaron las levaduras en la fermentacion

y con el transcurso del tiempo disminuian los solidos solubles. (Grafico 8).
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Al respecto Machado & Abreu, (2007) sefialan que en la fermentacion los
azUcares son transformados por microorganismos en alcohol y gas carbonico.
Esto concuerda con Mitis (2015), quien sefiala que el contenido de solidos
solubles del mosto influye debido a que son azlcares que se fermentan y
producen alcohol y que cuando estos descienden, la cantidad de alcohol
aumenta. Argote et al., (2015), informan que la levadura consume azUlcares para
obtener etanol y la eficacia de la conversién depende de las adecuadas

condiciones.

Variaciones de Grados Brix durante el tiempo de Fermentacion
(Promedio)

23
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20

Grado Brix
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Gréfico 8. Variaciones promedio de los solidos solubles (°Bx) durante el
tiempo de fermentacion (TFer).

Fuente: De acuerdo a los datos observados.

En todos los tratamientos el mayor descenso de los solidos solubles (°BXx)

ocurrié al quinto dia de la fermentacion (120 horas), siendo el mosto de 23
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°Brix el que presentd un descenso mas rapido de los sélidos solubles (°Bx) con
un consumo de 14.07 unidades de solidos solubles (°Bx) a las 120 horas de la
fermentacion, mientras que en los tratamiento de 14°Bx y 17°Bx el consumo
fue maés lento el proceso fermentativo llegando a un consumo de 9.13 y 10.73
unidades de solidos solubles (°Bx) a las 120 horas de la fermentacion (Tabla
31).

La mayor disminucion del grado Brix y aumento del grado alcohdlico se
observo a las 120 horas del inicio de la fermentacion, lo que no coincide con
Herndndez y Martinez (2012) que reportaron que el mayor tiempo de

fermentacion ronda las 72 horas.

Tabla 31. Variaciones promedio de los s6lidos solubles (°Br) de los mostos de
cascara de pifia en los diferentes tratamientos durante el tiempo de

fermentacion.

Solidos solubles (°Bx)
°Bx °Bx | °Bx | °Bx | °Bx |Consumo
°Bx
Tratamiento 0Oh 48 h 72 h 9 h | 120 h total
14 14 6.13 5.80 520 | 4.87 9.13
17 17 10.13 | 9.00 7.07 | 6.27 10.73
20 20 12.33 | 10.23 | 8.67 | 8.00 12.00
23 23 15.00 | 12.47 | 10.57 | 8.93 14.07

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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Variaciones de los grados alcohdlicos durante el proceso fermentativo

En los tratamientos de sélidos solubles (°Bx), el mayor aumento de grados
alcoholicos (°A) ocurrio a las 96 y 120 horas de la fermentacion siendo el
mosto de 23 °Brix donde ocurrié el mayor nivel de grados alcohodlicos (7.23°A)
a las 120 horas de fermentacion, mientras que los tratamientos de 14°Bx y
17°Bx registraron los valores de grados alcohdlicos (°A) mas bajos llegando a
niveles promedio méaximos de 4.57 y 5.37 °A respectivamente a las 120 horas

de la fermentacion. (Gréfico 9).

Grado Alcohdlico del Mosto (Promedio)
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Gréfico 9. Relacion entre los solidos solubles (°Brix) y Tiempos de
fermentacion (TFer) con el grado alcohdlico (°A) de los mostos obtenidos
de cascara de pifia en cada tratamiento.

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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Se observé que conforme aumentaba el tiempo de fermentacion en el proceso
fermentativo de los mostos de las céscaras de pifia, mientras disminuian los
grados Brix en diferentes niveles de acuerdo al Grado Brix inicial (14, 17,20 y
23°Brix) y tiempos de fermentacion (48, 72, 96 y 120 horas) en cada

tratamiento aumentaba el nivel de grado alcohdlico.

Este aumento de los grados alcoholicos es debido al consumo de solidos
solubles iniciales y su conversién por la actividad metabdlica fermentativa de la
levadura en etanol. Esto concuerda con Argote et al., (2015) quienes mencionan
que la obtencidn de etanol esté relacionada fundamentalmente al consumo de
azUcares reductores y no al crecimiento celular de la misma, por esta razén se
consigue en funcion de las condiciones iddneas para la fermentacién del

microorganismo.

Se observaron para los tratamientos de mostos de cascaras de pifia con solidos
solubles de 14 y 17 °Brix poca formacion de grados alcoholicos. Al respecto
Carrascosa et al., (2005), indican que las bajas concentraciones de azucares,
afecta el grado alcohdlico final pero no limita el crecimiento de la levadura. En
un mosto si se tienen niveles bajos de sélidos solubles (°Brix) el grado
alcohdlico resultante sera escaso, pero si es alto no ocurre la fermentacion, por
la alta presion osmotica sobre las levaduras no permite su actividad

fermentativa.
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5.1.3. Tercera Etapa Experimental: destilacion y caracterizacion del etanol

Variaciones del porcentaje de etanol en los tratamientos

En todos los tratamientos de sélidos solubles (°Bx), el mayor porcentaje de
etanol destilado ocurrié a las 96 y 120 horas de la fermentacion siendo el mosto
de 23°Brix el que presentd un mayor porcentaje de etanol llegando a su nivel
mas alto de 67% a las 96 horas y 64% a las 120 horas de fermentacién sin
presentar diferencias estadisticas entre ellos, mientras que los tratamientos de
14, 17 y 20°Bx registraron menores valores de porcentaje etanol (%Et) llegando
a niveles promedio maximos de 30 y 48.33 y 58.33 %Et, respectivamente a las
120 horas de la fermentacion y presentando diferencias estadisticas entre ellos.

(Grafico 10).
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Gréafico 10. Relacion entre los solidos solubles (°Bx) y Tiempos de
fermentacion (TFer) con el Porcentaje de etanol destilado (%Et) obtenido
de la cascara de pifia en cada tratamiento.

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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Por otro lado, los resultados mas altos de porcentaje de etanol destilado fue el
de 23 grados brix inicial por lo que se comprobd que el mejor tratamiento para
la producciédn de etanol es cuando se inicia con un mosto a 23 grados Brix. Es
en ese nivel donde el porcentaje de azucar trabaja mejor con la levadura
formado mayor cantidad de etanol. Al respecto, Pefia y Arango (2009), indican
que en la fermentacion se recomienda utilizar cepas de S. cerevisiae que

produzcan altos porcentaje de alcohol en menor tiempo de fermentacion.

Por su parte, Ertola et al., (2003), indican que es importante considerar para la
correcta fermentacion el nivel de azlcar, nivel de pH y temperatura idoneas,
agregar nutrientes, evitar contaminacion de otros microorganismos, usar
microrganismos que resistan elevados niveles de alcohol, mantener

anaerobiosis y una pronta destilacion.

Variaciones del porcentaje de rendimiento de obtencion de Etanol

Referente al porcentaje de rendimiento de obtencion de etanol (%REt) en los
diferentes tratamientos al analizar estadisticamente los resultados obtuvieron

diferencias significativas entre ellos.

En los tratamientos de solidos solubles (°Bx), el mayor porcentaje de

rendimiento de etanol destilado obtenido ocurri6 entre las 96 y 120 horas de la
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fermentacion siendo el mosto de 20°Brix inicial el que presenté un mayor
porcentaje de rendimiento de etanol (%REt) llegando a su nivel més alto de
32.52% a las 120 horas, mientras que los tratamientos de 14 y 17 °Brix
registraron menores valores de porcentaje de rendimiento de obtencion de
etanol (%REt) llegando a porcentajes promedio maximos de 23.95 y 27 (%REt)
respectivamente a las 120 horas de la fermentacion. Para el tratamiento de 23
°Brix inicial se obtuvo un 27.57% (%REt) a las 96 horas de la fermentacion.

(Grafico 11).
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Gréfico 11. Relacion entre los sélidos solubles (°Brix) y Tiempos de
fermentacion (TFer) con el Porcentaje de rendimiento del etanol destilado

(%Et) obtenidos de cascara de pifia en cada tratamiento.

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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En los tratamientos con nivel de solidos solubles iniciales de 23°Brix a pesar
que obtuvo el mayor grado alcohdlico promedio (7.03 GA a las 120 horas), los
porcentajes de rendimiento de etanol obtenido fueron menores (27.57 % REt)
comparados con el tratamiento de solidos solubles iniciales de 20 grados Brix
que, aunque tuvo menor grado alcoholico (6.0 °A) a las 120 horas tuvo mayor
rendimiento de etanol (32.52 %REt) en el mismo tiempo de fermentacion. Esto
pudo deberse a la tolerancia al alcohol de Saccharomyces cerevisiae (levadura)
que se emple6 como microorganismo fermentador de los azlcares reductores

fermentables de los mostos de las cascaras de pifia.

Al respecto, Tomasso (2004), indica que de la composicién de la membrana y
su fluidez depende la habilidad celular para tolerar el alcohol. Por su parte,
Suarez et al., (2016) indica que el etanol mayor al 8% puede inhibir el
crecimiento celular, la viabilidad y la fermentacion. A su vez, Riegel et al.,
(2003), sefiala que no se recomienda terminar la fermentacion con alto grado

alcohdlico.

Pero también debe tomarse en cuenta que si bien fueron menores los
rendimientos de etanol obtenidos a 23 °Brix tuvieron los mayores porcentajes
de etanol destilado (64%) a las 120 horas comparados con el tratamiento de
20°Brix con valores maximos de porcentaje de etanol de 58.33%, en el mismo
tiempo de fermentacion. Gilces, (2006), indica que el rendimiento de la

produccién del alcohol esta relacionado a las caracteristicas propias de la cepa,
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aireacion, nivel de inoculo, componentes del medio, condiciones de
fermentacion y nutrientes.

Aunque la cascara de pifia presenta buen potencial de azucares fermentables,
los porcentajes de etanol destilado no fueron tan altos como se esperaba
posiblemente porque las condiciones de trabajo fueron poco favorecedoras para
su conversion en etanol, por lo que se plantea investigar otras condiciones de
tratamiento para la cascara de pifia. Al respecto, Bellido (2013), reporta que
limitar la aireacion durante la fermentacion permite utilizar casi todos los
carbohidratos produciendo etanol de segunda generacion con un aumento de

rendimiento del 32% con respecto al proceso sin aireacion limitada.

5.1.4. Discusion General

La obtencion de etanol por biotransformacion de la céscara de pifia por
fermentacion es bastante reproducible, siempre y cuando se mantengan
constantes los parametros de pH y temperatura y se realice el pretratamiento,

fermentacion y destilacion.

Se pudo aprovechar un recurso organico nacional que ha sido subutilizado
como la cascara de pifia (Ananas comosus) de la variedad Golden. Se obtuvo
etanol a partir de los diferentes niveles iniciales de sélidos solubles (Grados

Brix) y tiempos de fermentacion evaluados luego del pretratamiento completo
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de la céascara de pifia de la variedad Golden, fermentacion por la levadura
Saccharomyces serevisiae y posterior destilacion del mosto alcohdlico, al
respecto, Rani & Nand (2004), informan que la céscara estd compuesta por
polisacaridos, que las personas no digieren, pero podria convertirse en

productos de valor agregado.

Medina et al., (2011), indican que luego de seleccionar el pretratamiento para el
insumo que se va a evaluar, se realiza la hidrolisis del mismo para producir
azlcares monoméricos. Mateus (2011), sefiala que los azUcares simples son
capaces de biotransformarse por fermentacién en etanol, sujeto al tipo de
microorganismo utilizado. Esto concuerda con Monsalve et al., (2006), que
mencionan que todos los desechos de frutas que contienen azucares en sus
diferentes formas, son susceptibles de fermentacién, produciendo alcohol que

pueden ser usados en otros procesos, inclusive como biocombustibles.

La variacién en el pH no fue considerable ya que en todas las pruebas
realizadas no varid mucho estando en un rango de pH de 4.5 a 5,5 apropiados
para que la levadura pudiera fermentar los mostos de cascara de pifia luego del

proceso de pretratamiento completo de deslignificacion.

Los resultados obtenidos, pueden ser de utilidad para posteriores estudios. La

buena disponibilidad a nivel regional de la pifia hace que el uso de sus céascaras
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sea una alternativa viable y atractiva para proponerse como materia prima que
sea una fuente de azlcares fermentables para obtener etanol.

Por lo tanto, es factible obtener etanol por biotransformacion utilizando
cascaras de pifia, pero se necesita estudiar a fondo las condiciones idoneas de
cada etapa para posteriormente llevar a cabo esta técnica a escala de planta
piloto y nivel industrial con los residuos que resultan del proceso de

elaboracion de jugos, néctares, mermeladas y conservas de pifia.

Al respecto, Conesa (2017), evalud estrategias diversas para incrementar la
obtencion de bioetanol y confrontd tecnologias para mejorar el rendimiento
utilizando enzimas para hidrolizar los residuos de pifia. Determiné que para
sacarificar residuos de pifia la enzima celulasa de Aspergillas niger actia mejor
que la de Trichoderma reesei, sobre todo si es combinada con hemicelulasa.
Indican que el rendimiento del hidrélisis enzimatica para la sacarificacion es

mejor si se combina con microondas en un medio alcalino.

Las fases del proceso deben controlarse para que los resultados sean mas
eficientes en cuanto al nivel de grados Brix y tiempos de fermentacién. Se
realizaban los controles de la fermentacion alcohélica cada 24 horas, pero es
recomendable un control mas exhaustivo para poder tener informacion mas
precisa en los tratamientos a estudiar y poder establecer el tiempo que se

necesita para el proceso fermentativo lo que concuerda con Montilla & Alvarez
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(2007) que indican que se necesita especificar el tiempo de fermentacion del
mosto para que no se acidifique y se convierta en vinagre.

Para nuevos estudios se aconseja experimentar a nivel de laboratorio
modificando la proporcién de diferentes subproductos o residuos de un proceso
industrial que se utilicen como sustratos y poder determinar que residuos ricos

en azUcares pueden aumentar o disminuir la obtencion de etanol.

Deben realizarse investigaciones comparando la produccion de etanol por
Saccharomyces cerevisiae y de otros microoganismos con capacidad
metabolica fermentadora como Torulopsis, Kloeckera, Candida, Zimomonas,
Mucor, Aspergillus, etc., para determinar los mas eficientes y profundizar los
conocimientos del metabolismo alcohdlico y realizar la curva de desarrollo
levaduras o cepas utilizadas, para determinar exactamente su fase de
crecimiento, y asi establecer cuando inocular el microorganismo antes de la

fermentacion asi como el tiempo global del proceso.

Esto concuerda con Tomas (2010), quien aconseja continuar con
investigaciones de obtencion de cepas recombinantes resistentes a inhibidores
formados en el pretratamiento que tengan mejor capacidad de fermentacion. A
su vez, Talebnia, et al., (2010), sefialan que algunas bacterias recombinantes y
levaduras han mostrado resultados prometedores y estan siendo consideradas

para escalar comercialmente. Zuzuarregui (2005), sefiala que los
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microorganismos empleados para obtener etanol deben ser tolerantes al etanol,
a temperaturas y concentraciones de azUcar altas, tener buen rendimiento
alcohdlico, fermentacion eficiente y buena productividad.

También se debe investigar sobre microorganismos que puedan hidrolizar los
componentes lignocelulésicos de las cascaras de pifia y a la vez que tengan
capacidad fermentativa para obtener etanol por hidrolisis y fermentacion
simultaneas que permitan mayores rendimientos y productividades en la
obtencion de etanol. Tanto la pifia como otros productos agricolas, generan
grandes cantidades de desecho por lo que es recomendable el desarrollo de
nuevas alternativas ecoldgicas para reutilizar material que al momento solo
contamina y que genera una problematica ambiental. Al respecto Cuervo et al.,
(2009), indican que para obtener etanol a partir de lignocelulosa existen
estrategias utilizando enzimas celuloliticas y levaduras fermentadoras para
lograr un proceso para sacarificar y fermentar a la vez y poder alcanzar buenos
rendimientos de etanol.

Las cascaras de pifia tienen potencial para la obtencion de etanol y los
resultados sirven de punto de partida hacia estudios mas detallados que
determinen la factibilidad de utilizar el material lignoceluldsico de las cascaras
de pifia como materia prima y alternativa ecoldgica atractiva al valorizar los
residuos organicos de pifia para reducir su impacto ambiental en el marco de

desarrollo sostenible de las regiones productoras de pifia del Peru.
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5.2. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos segun las hipdtesis planteadas se tienen las siguientes

conclusiones:

1. Se obtuvo etanol por Saccharomyces cerevisiae mediante la biotransformacion de
cascaras de pifia Ananas comosus mediante el pretratamiento, fermentacion y
destilacion.

2. Existieron diferencias significativas para los sélidos solubles (°Brix) y los
tiempos de fermentacion versus la Calidad del etanol obtenido.

3. Para el grado alcohdlico obtenido, respecto a los sélidos solubles (°Brix) a una
significacion del 0.05 se observé que sélo los grados Brix de 14 y 17 no
existieron diferencias significativas (0.765>0.05), en los demas si se observaron
diferencias significativas.

4. Para el grado alcohdlico obtenido, respecto a los tiempos de fermentacion a una
significacion del 0.05 se observo que sélo en los tiempos de fermentacion de 96 y
120 horas no existieron diferencias significativas (0.145>0.05), en los demas si se
observaron diferencias significativas.

5. EIl nivel de solidos solubles inicial de 23°Brix fue en el que se produjo un
aumento mayor de grado alcoholico alcanzando su mayor nivel (7.23 °A) a las
120 horas de fermentacion, mientras que los tratamientos de 14, 17 y 20 °Brix
registraron valores menores llegando a niveles promedio de 4.57, 5.37 y 6.0°A

respectivamente a las 120 horas de la fermentacion.
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10.

11.

Para el porcentaje de etanol destilado, los analisis demostraron que existieron
diferencias estadisticas significativas para los solidos solubles (°Brix) y los
tiempos de fermentacion.

Para el porcentaje de etanol destilado respecto a los solidos solubles (°Brix) a una
significacion del 0.05 en todos los tratamientos de sélidos solubles iniciales
existieron diferencias significativas (0.00<0.05) en el porcentaje de etanol
destilado obtenido.

Para el porcentaje de etanol destilado obtenido, respecto a los tiempos de
fermentacion a una significacion del 0.05 se observd que sélo en los tiempos de
96 y 120 horas no existieron diferencias significativas (0.185>0.05), en los demas
si se observaron diferencias significativas.

Se presentd una correlacion de Pearson fuerte positiva de 0.80085 entre el grado
de alcohdlico del mosto sin destilar con el porcentaje de etanol destilado.

Para el porcentaje de etanol destilado en la grafica de superficie de respuesta y
optimizacion en una aceptacion de 1.0000 de valor deseado se puede obtener
como maximo de porcentaje de etanol destilado de 70.1133, cuando se somete a
23 Grados Brix y a un tiempo de fermentacién de 120 horas.

El mosto de céascara de pifia de 23°Bx fue con el que se obtuvo un mayor
porcentaje de etanol destilado alcanzando su nivel mayor (67%) en las 96 horas
mientras que los tratamientos de 14°Bx, 17°Bx y 20°Bx registraron valores de
porcentaje de etanol menores llegando a niveles promedio de 30% 48.35% Yy

58.33 % respectivamente a las 120 horas de la fermentacion.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

Para el porcentaje de rendimiento de etanol destilado, los analisis demostraron
que existieron diferencias estadisticas significativas para los sélidos solubles
(°Brix) y los tiempos de fermentacién en todos los tratamientos.

El mayor valor de porcentaje de rendimiento de etanol destilado ocurri6 entre las
96 y 120 horas de la fermentacion. El nivel inicial de 20°Brix presento6 un el valor
mas alto de 32.52% a las 120 horas, mientras que los tratamientos de 14 y 17
°Brix registraron menores valores llegando a porcentajes promedio maximos de
23.95 y 27 (%REt) respectivamente a las 120 horas. Para el tratamiento de 23
°Brix inicial se obtuvo un 27.57% (%REt) a las 96 horas de la fermentacion.

En la grafica de superficie de respuesta y optimizacion a una aceptacion de
0.87667 de valor deseado se puede obtener como maximo de grado de porcentaje
de rendimiento de etanol de 30.5333 cuando se somete a 23 Grados Brix y a un
tiempo de fermentacién de 120 horas.

El anélisis de superficie de respuesta y optimizacion determind que los niveles de
las variables que optimizan la obtencion y calidad del etanol fueron los so6lidos
solubles de 23 °Brix y los tiempos de fermentacion de 120 horas.

El alcohol obtenido de la destilacién fue incoloro y libre de impurezas.

Los resultados sirven de punto de partida hacia estudios mas detallados que
determinen la factibilidad de utilizar el material lignoceluldsicos de las cascaras
de pifia como materia prima y una alternativa ecoldgica y atractiva en la
reduccion de residuos organicos para reducir su impacto ambiental en el marco de

desarrollo sostenible para las zonas productoras de pifia del Perd.
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5.3. RECOMENDACIONES

De los resultados obtenidos para las siguientes investigaciones es recomendable:

. Es necesario profundizar en el estudio de los elementos que intervienen en la
fermentacion que no fueron considerados en este estudio, tales como la
concentracion de la levadura, la agitacion y el nivel de oxigeno disuelto con el
objetivo de aumentar los grados alcohdlicos, el porcentaje de etanol destilado y
el rendimiento de porcentaje de etanol destilado en un menor tiempo de
fermentacion.

. Se deben estudiar mas las caracteristicas de los subproductos del procesamiento
de residuos de cascaras de pifia y determinar si se puede dar algun uso a los
mismos.

. Hacer pruebas experimentales variando la proporcion de diferentes residuos y
que se utilicen como sustratos para determinar que residuos ricos en azlcares
pueden aumentar la produccién de bioetanol.

. Realizar estudios futuros sobre la determinacion de la mejor relacion del
contenido de solidos solubles y tiempos de fermentacion utilizando diversos
residuos organicos como materias primas para compararlos.

. Realizar una doble destilacion de los mostos fermentados para la obtencion de

mayor contenido de alcohol.
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6. Para tener datos mas precisos de la cantidad de etanol y de otros posibles
compuestos que podrian estar en el alcohol destilado se recomendaria hacer
analisis de cromatografia de gases.

7. Comparar la obtencion de etanol por Saccharomyces cerevisiae y de otros
microoganismos con capacidad metabolica fermentadora como Torulopsis,
Kloeckera, Candida, Zimomonas, Mucor, Aspergillus, etc., para determinar los
mas eficientes.

8. Investigar sobre los microorganismos que puedan hidrolizar la lignocelulosa de
las cascaras de pifia y simultineamente fermentarla y que permitan un mayor
rendimiento y productividad en la obtencion de etanol.

9. La investigacion y desarrollo de tecnologia para la obtencion de etanol debe de
encaminarse hacia los materiales lignocelulésicos que presentan mayores

beneficios asociados a su manejo de disposicion final y de sustentabilidad.
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VII. ANEXOS

7.1. Definicion de términos

Aerdbico: Organismo que se desarrolla y necesita oxigeno para su metabolismo
y crecimiento.

Anaerobico: Organismo que se no desarrolla y necesita oxigeno para su
metabolismo y crecimiento. Habitualmente sintetiza metabolitos secundarios.
Azucar reductor: Azlcar que efectla la accion de agente reductor por poseer un
grupo carbonilo.

Biotecnologia: Utilizacion de un ser vivo para realizar transformaciones
quimicas de aprovechamiento industrial en provecho del ser humano.
Biotransformacién: Transformacién realizada por un ser vivo modificando un
compuesto que lo convierte en otro.

Celulasa: Enzima que hidroliza la celulosa liberando muchas moléculas de
glucosa.

Etanol: Alcohol liquido, incoloro, volatil, inflamable y soluble en agua
Fermentacion: Oxidacion bioldgica incompleta que se realiza en anaerobiosis.

Fermentador: Tanque para realizar una fermentacion industrial.
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Glucosa: Azucar simple de seis carbonos que presenta un grupo carbonilo en el
carbono uno.

Grados Brix: Concentracion de sélidos solubles de una solucion que indica el
nivel de dulzura de un producto.

Hidrolisis: Proceso que transforma en medio acuoso polimeros al romper sus
enlaces y forma moléculas degradables

Levaduras: Hongos heterotroficos unicelulares que necesitan para su desarrollo
carbono organico y minerales.

Material lignoceluldsico: Componentes de la pared celular vegetal que forman
un armazon de microfibrillas de celulosa cubiertas de hemicelulosa y rodeadas de
lignina.

Polisacaridos: Polimeros de azucares monosacaridos con diferentes funciones
principalmente energéticas y estructurales

pH: Grado de acidez o alcalinidad de una solucion

Residuos Orgéanicos: Aquellos que pueden degradarse facilmente y que se

generan a nivel doméstico o industrial.
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7.2. Fichas de la enzima

Tabla 32. Ficha Técnica enzima Gramozyme celulasa.

Natrksn y Butsonshogia pare b Sl WMGRANOTEC
FICHA TECNICA

Granozyme Celulasa

DESCRIPCION: Compuesto por enzina Cebdasa y harina de trigo como carmier.

ESPECIFICACIONES: Fisico Quimicas
Agariench Polvo

Color Crema 2 amartio cremoso(™)

Humedad Max. 10%

Floma (Pb) Max. 2 ppm (*Y)

Mestales pesados {camo Pb) Max. 10 ppm

Microbiotbgicas (***)

Coliformes Totales Max. 30 wicly

Escherichia coll Ausenca en 25¢

Salmonedla Ausencia en 25 ¢

(*) El color puede viviar de Datch a basch

(**) Especificaciones de acuerdo a General Specificasions and Considesations for Engyme
Prepansions used In Food Processing.

(***) Especificaciones de acuerdo 3 Genenal Speafications and Considerations for Enzyme
Prepantions used in Food Frocessing.

Enzma para of tratamientn de harieas integrales, con ako contenido de fidea
Otorga excelente volumen

Muy buena tolerancia en fermentacion

Se cbtiene masas secas, NO pegajoms

Excelente sinergia con xEanasas

Agiicado en procesos rges o cortos

DOSIFICACION: La dogificacion depende de & calicad de & harina, formulcidn y especiaimente def
Proceso, y cede determinarse mediante ensayos de panificacdn. Se recomiendan los
SQUieNtes rangos:

5 = S0 ppm

Codge: MG.O2FG.01 Versida: 01

L Garonan Peru garariie @ Gakdad de 25 productn en o esjiTiento Je W apadfitaodres ndds o 43 e toun.

. Cusguer piamacn gl corteuds, o propacioneds por Grencted Perd, Sn sGererces reskoads o bise & prutes te
Whoeetore ¢ & U experend de Grareter Perl. Bn Argdn Gise et Womadones resrrplican s ocesdid del cherts de realiar
s progas Srusts pare eveluir seRdlaton ¢ haoer kil dsted que garenticen ki ceacter s deseales e su products el ks
Ot gty B acdn corerd ndatnid

58 Oete & ¢ rneparmabie 30 deed0 S ETeED, murspudaodn, Sonfceadn, wo, ERcecdn, proceso producive, e 3 ks
producs adgandan, por 0 S0 Garcter P fo pued s rescoratic o Srpimients 3F S S0eiticone @) U praducts
frud detl Serte.

.t oroducto he Sl falricado e urs SAEs gue grocess ghuten (hartrs de T0), lache v susl Gerwadon, 108 v roduciod & buoe de
wea

[
UR 0518
wate M LA . v e e . Gernrie

Compromiss

Fuente: GRANOTEC. 2018.
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Tabla 33. Certificado de Analisis. Gramozyme Celulasa.

Muiriciin v Biodecnolopla para la Salked 'ERAN DTEC

CERTIFICADO DE ANALISIS

Granozyme Celulasa

Fecha actual - 30M0a/18
MN* Certficado - 1185
Lote N - 183057805
Fecha de produccitn : 20405/18
Fecha de vencmients : Z000E 20
Presentacion : Bolsas

ANALISIS LMD ESPECIFICACIONES RESLLTADOS
Fisico CaEamicas
Apariencia — Polvo Curmple
Ciolor —_ Crema — amarillo cremoso Curmple
Hurmedad % Max 10 800
Plomo pEm Max 2.0 <2
MEcrobiologicas
Coliformes Totales ufiz'g M. 30 <10
Escherichia coli 25 Ausencia Aasenca
Salmonella 25g Aarsencia Aarsenca
Si necesita mayor nfommacion, por favor contactarse al comeo laborakonio nctec.

e e B A
B B i

T CiC.r ST i v O msredia

Fuente: GRANOTEC. 2018.
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7.3. Tablas de Resultados

Tabla 34. Relacion entre los Grados Brix y tiempos de fermentacion de los
mostos de cascara de pifia con los grados alcohdlicos obtenidos (°A) en cada

tratamiento.

°Brix Tiempo °Brix *Brix Final | ° Alcoholico |~ A\lcoholico
inicial Fermentacion Final Prom. (mosto) Prom.
(H) (mosto)
14 48 6 6.13 4.00 3.93
14 48 6.2 3.90
14 48 6.2 3.90
14 72 5.8 5.80 4.10 4.10
14 72 5.8 4.10
14 72 5.8 4.10
14 96 5.2 5.20 4.40 4.40
14 96 5.4 4.30
14 96 5 4.50
14 120 5 4.87 4.50 4.57
14 120 51 4.45
14 120 4.5 4.75
17 48 10.2 10.13 3.40 3.43
17 48 11 3.00
17 48 9.2 3.90
17 72 9 9.00 4.00 4.00
17 72 10 3.50
17 72 8 4.50
17 96 6.9 7.07 5.05 4.97
17 96 7.1 4.95
17 96 7.2 4.90
17 120 6 6.27 5.50 5.37
17 120 6 5.50
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17 120 6.8 5.10
20 48 12 12.33 4.00 3.83
20 48 13 3.50
20 48 12 4.00
20 72 9.7 10.23 5.15 4.88
20 72 11 4.50
20 72 10 5.00
20 96 9 8.67 5.50 5.67
20 96 9 5.50
20 96 8 6.00
20 120 9 8.00 5.50 6.00
20 120 8 6.00
20 120 7 6.50
23 48 16 15.00 3.50 4.00
23 48 15 4.00
23 48 14 4.50
23 72 13.8 12.47 4.60 5.27
23 72 13.1 4.95
23 72 105 6.25
23 96 105 10.57 6.25 6.22
23 96 11 6.00
23 96 10.2 6.40
23 120 9.1 8.93 6.95 7.03
23 120 9.4 6.80
23 120 8.3 7.35

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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Tabla 35. Relacion entre los Grados Brix y tiempos de fermentacion de los

mostos de cascara de pifia con el porcentaje de etanol destilado (%Et) en cada

tratamiento.

GradoBrix | poitfes, | %alcohal | FEE
inicial (H) (destilado) (destilado)
14 48 7.00 8.00
14 48 9.00
14 48 8.00
14 72 23.00 23.00
14 72 22.00
14 72 24.00
14 96 26.00 26.00
14 96 25.00
14 96 27.00
14 120 30.00 30.00
14 120 29.00
14 120 31.00
17 48 27.00 27.00
17 48 29.00
17 48 25.00
17 72 31.00 31.00
17 72 32.00
17 72 30.00
17 96 46.00 47.00
17 96 48.00
17 96 47.00
17 120 48.00 18.33
17 120 48.00
17 120 49.00
20 48 35.00 37.00
20 48 40.00
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20 48 36.00
20 72 48.00 48.00
20 72 47.00
20 72 49.00
20 96 49.00 50.00
20 96 52.00
20 96 49.00
20 120 62.00 58.33
20 120 56.00
20 120 57.00
23 48 39.00 40.00
23 48 40.00
23 48 41.00
23 72 52.00 52.67
23 72 53.00
23 72 53.00
23 96 67.00 67.00
23 96 66.00
23 96 68.00
23 120 65.00 64.00
23 120 63.00
23 120 64.00

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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Tabla 36. Relacion entre los Grados Brix y tiempos de fermentacion con el

Porcentaje de rendimiento del etanol destilado(%REt) en cada tratamiento.

B e |ty | vy | e | R | ™

| (M) | alcohélico | destilado | 9€5t1390 | yestilado (oe) | deStilado (%)
prom prom

14 | 48 700 9800 | 97.33 14.00% 13.90%

2 | 48 700 90.00 12.86%

14 | 48 700 104.00 12.86%

| 72 700 11200 | 10967 | 16.00% 15.67%

| 72 700 107.00 15.29%

| 72 700 110.00 15.71%

4 | 9% 700 15000 | 14700 | 2143% 21.00%

2 | 9% 700 146.00 20.86%

4 | 9% 700 145,00 20.71%

1 | 120 | 700 16800 | 16767 | 24.00% 23.95%

14 | 120 | 700 170.00 24.29%

@ | 120 | 700 165.00 23.57%

7 | 48 700 10000 | 10433 | 14.43% 12.90%

7 | 48 700 107.00 15.29%

7 | 48 700 105.00 15.00%

7| 72 700 12300 | 12533 | 1757% 17.90%

7| 72 700 128.00 18.29%

7| 72 700 125.00 17.86%

7 | 9 700 16400 | 16033 | 23.43% 22.90%

7 | 9% 700 160.00 22.86%

7 | 9% 700 157.00 22.43%

7 | 120 | 700 19000 | 189.00 |  27.14% 27.00%

7 | 120 | 700 185.00 26.43%
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17 120 700 192.00 27.43%
20 48 700 163.00 163.00 23.29% 23.29%
20 48 700 160.00 22.86%
20 48 700 166.00 23.71%
20 72 700 198.00 191.67 28.29% 27.38%
20 72 700 187.00 26.71%
20 72 700 190.00 27.14%
20 96 700 203.00 205.67 29.00% 29.38%
20 96 700 208.00 29.71%
20 96 700 206.00 29.43%
20 120 700 231.00 227.67 33.00% 32.52%
20 120 700 224.00 32.00%
20 120 700 228.00 32.57%
23 48 700 160.00 157.67 22.86% 22.52%
23 48 700 155.00 22.14%
23 48 700 158.00 22.57%
23 72 700 182.00 180.00 26.00% 25.71%
23 72 700 178.00 25.43%
23 72 700 180.00 25.71%
23 96 700 190.00 193.00 27.14% 27.57%
23 96 700 193.00 27.57%
23 96 700 196.00 28.00%
23 120 700 190.00 190.00 27.14% 27.14%
23 120 700 192.00 27.43%
23 120 700 188.00 26.86%

Fuente: De acuerdo a los datos observados.
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7.4. Evidencias Fotograficas

Balanzas

Licuadora

Figura 20. Equipos utilizados

Fuente: Fotografias experimentales
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Soporte Universal Probetas y vasos Matrazde  Alcoholimetro
con Bureta precipitados Erlenmeyer

Gradillascon ~ Jarrapyrex Frascos de vidrio Cacerolas  Cuchillos y
Tubos de ensayo de Borosilicato Tabla de p}c_ar

Placapetri PipetayPropipeta ~ Termometro  Bagueta y Espatula

@0 Tade | i

Figura 21. Materiales utilizados

Fuente: Fotografias experimentales
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Hidréxido Fehling A FehlingB  Reactivo  Fenolftaleina
de sodio de Benedict

Sulfatode  Sulfato de Sulfatode  Fosfatode  Sulfato de
de Amonio ~ Magnesio Zinc Amonio  Manganeso

Figura 22. Reactivos utilizados

Fuente: Fotografias experimentales
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Seleccion y lavado de la cdscara de pifia

Pesado de la cdscara de pifia

Figura 23. Seleccion, lavado, pesado y trozado de las cascaras de pifia (Etapa 1).

Fuente: Fotografias experimentales

207



Tratamiento térmico a 100°C de la céscara de pina

Enfriamiento

Licuado de las cascaras de pina

Figura 24. Tratamiento térmico, enfriamiento, licuado de las cascaras de
pifia (Etapa 1).

Fuente: Fotografias experimentales
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Preparacién de mostos de ciscara de pifia en frascos estériles

Figura 25. Acondicionamiento de mostos en frascos esterilizados para su
tratamiento térmico en autoclave (Etapa 1).

Fuente: Fotografias experimentales
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Adicion de Celulasa a mostos de cascara de pifia

Figura 26. Hidrolisis enzimatica de las cascaras de pifia con Celulasa al 2%.

(Etapa 1)

Fuente: Fotografias experimentales
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Control de Grados Brix

Figura 27. Control de grados Brix y pH de los hidrolizados enzimaticos
(Etapa 1).

Fuente: Fotografias experimentales
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Figura 28. Tratamiento térmico de mostos hidrolizados a 85°C por 10
minutos para inactivar la enzima Celulasa. (Etapa 1)

Fuente: Fotografias experimentales

Figura 29. Filtracion de los mostos hidrolizados (Etapa 1).

Fuente: Fotografias experimentales
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Clarificacion de los Mostos hidrolizados

.

Filtracion de los mostos clarificados

Figura 30. Preparacion de las muestras para analizar azUcares reductores

Método Eynon-Lane). (Etapa 1).

Fuente: Fotografias experimentales
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Preparacion de la solucion de Fehling A y de Fehling B.

Solucion de muestra clarificada de aztcares solubles en la bureta

Figura 31. Prueba cuantitativa de determinacion de azlcares reductores

método volumétrico de Eynon-Lane (Etapa 1).

Fuente: Fotografias experimentales
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Activacion de la Levadura seca instantanea Fleischmann

Figura 32. Preparacion y activacion de la levadura Saccharomyces
cerevisiae. (Etapa 2).

Fuente: Fotografias experimentales

215



Inoculacion de la levadura y homogenizado de los mostos cascara de piiia.

Figura 33. Proceso fermentativo de las cascaras de pifia por Saccharomyces

cerevisiae. Inoculacion de la levadura (Etapa 2).

Fuente: Fotografias experimentales
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Incubacion a 30°C durante la Fermentacion alcohélica del mosto a 30°C en los

tratamientos °Bx (14, 17, 20 y 23°Bx) - TFer (48, 72, 96 y 120 horas)

Figura 34. Proceso fermentativo de las cascaras de pifia por Saccharomyces

cerevisiae. Fermentacion alcoholica (Etapa 2).

Fuente: Fotografias experimentales
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Destilacion de los mostos alcohélicos

Figura 35. Proceso de destilacion para la obtencion de etanol destilado

(Etapa 3).

Fuente: Fotografias experimentales
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48 Horas 72 Horas 96 Horas 120 Horas

Figura 36. Destilados del tratamiento de 14 grados Brix en 48, 72, 96 y 120

horas de fermentacion (Etapa 3).

Fuente: Fotografias experimentales
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48 Horas 72 Horas 96 Horas 120 Horas

Figura 37. Destilados del tratamiento de 17 grados Brix en 48, 72,96 y 120
horas de fermentacion (Etapa 3).

Fuente: Fotografias experimentales
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48 Horas 72 Horas

96 Horas 120 Horas

Figura 38. Destilados del tratamiento de 20 grados Brix en 48, 72,96 y 120
horas de fermentacion (Etapa 3).

Fuente: Fotografias experimentales
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48 Horas 72 Horas

120 Horas

Figura 39. Destilados del tratamiento de 23 grados Brix en 48, 72,96 y 120
horas de fermentacion (Etapa 3).

Fuente: Fotografias experimentales
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Figura 40. Prueba de acidez titulable del etanol destilado de cada

tratamiento.

Fuente: Fotografias experimentales
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Figura 41. Determinacion por alcolimetria del porcentaje de etanol destilado
obtenido en cada tratamiento

Fuente: Fotografias experimentales
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7.5. Matriz de Consistencia

PROBLEMA GENERAL | OBJETIVO GENERAL Y | HIPOTESIS MARCO TEORICO VARIABLES E METODOLOGIA
Y ESPECIFICOS ESPECIFICOS INDICADORES
1. Problema General 1. Objetivo General 1. Hipétesis General Antecedentes VARIABLE Tipo: Aplicada

¢ Cémo obtener etanol por
Saccharomyces cerevisiae
mediante la
biotransformacién de
cascaras de pifia Ananas
comosus evaluando los
solidos solubles y el
tiempo de fermentacion?
2. Problemas secundarios
¢Como es posible
establecer a nivel de
laboratorio los sélidos
solubles para obtener
etanol por Saccharomyces
cerevisiae por
biotransformacion de
céscaras de pifia Ananas
comosus?

¢Como es posible
establecer a nivel de
laboratorio los tiempos de
fermentacion para obtener
etanol por Saccharomyces
cerevisiae por
biotransformacién de
céscaras de pifia Ananas
comosus?

¢Como es posible obtener a
nivel de laboratorio etanol
de calidad por
biotransformacion de
cascaras de pifia de manera
eficiente?

Obtener etanol
Saccharomyces
cerevisiae mediante la
biotransformacion de
cascaras de  pifa
Ananas €omosus
evaluando los sélidos
solubles y el tiempo de
fermentacion.

por

2.0bjetivo especifico

1.

Establecer a nivel de
laboratorio los sélidos
solubles para obtener
etanol por
Saccharomyces
cerevisiae por
biotransformacién de
cascaras de pifia
Ananas comosus.

Establecer a nivel de
laboratorio los tiempos
de fermentacion para
obtener etanol por
Saccharomyces
cerevisiae por
biotransformacion de
céscaras de pifia
Ananas comosus.

Obtener a nivel de
laboratorio etanol de
calidad por
biotransformacion de
cascaras de pifia de
manera eficiente.

- La aplicacion del proceso
de biotransformacion
permitird obtener etanol
por Saccharomyces
cerevisiae mediante la
biotransformacién de
cascaras de pifia Ananas
comosus evaluando los
s6lidos  solubles 'y el
tiempo de fermentacion.

2, Hipdtesis especificas

1. El contenido inicial de
solidos solubles influye en
la obtencién de etanol por
Saccharomyces cerevisiae
por biotransformacion de
cascaras de pifia Ananas
COmOosus.

2.El tiempo de fermentacion
influye en la obtencion de
etanol por Saccharomyces
cerevisiae por
biotransformacion de
céascaras de pifia Ananas
€Omosus.

3.La calidad del etanol
obtenido por
biotransformacion de
cascaras de pifia sera
eficiente de acuerdo al
grado alcohdlico del
mosto, porcentaje de etanol
destilado y porcentaje de
rendimiento de obtencién
de etanol destilado.

Corredor, 2008, Cuervo et al.,
2009, Tomas, 2010, Bellido,
2013, Arellano, 2015, Conesa,
2017.

Bases tedricas

Pifia, Aprovechamiento y
valoracion de la pifia, Proceso
de obtencién de etanol
lignoceluldsico

Definicion de Términos

Aerdbico
Anaerébico

AzUcar reductor
Biotecnologia
Biotransformacion
Celulasa

Etanol
Fermentacion
Fermentador
Glucosa

Grados Brix
Hidrdlisis
Levaduras

Material lignocelulésico
Polisacaridos

pH

Residuos Orgénicos

INDEDEPENDIENTE

Sélidos solubles
Tiempo de
fermentacion

VARIABLE
DEPENDIENTE

Calidad del etanol
producido de la
biotransformacion de

cascaras de pifia fermentada
expresado como:
- Grado alcohélico del

mosto:  nlimero  de
volimenes de etanol
expresado en grados.
Porcentaje de etanol
destilado: concentracion
porcentual de etanol en
volumen.

Porcentaje de
rendimiento de etanol
destilado: cantidad de

producto sintetizado a
partir de la cantidad de
sustrato consumido.

INDICADORES:

Sélidos solubles
(°Grados Brix)

Tiempo de fermentacion
(horas)

Grado alcohdlico (°GL)
Contenido de etanol (%)
Porcentaje rendimiento
de etanol

Nivel: Explicativo

Disefio: Experimental y Analitico

Completamente al azar y metodologia de superficie
de respuesta

Universo poblacional (N)

Se utilizard como material biolégico veinte kilos de
céscara de pifia obtenido de los frutos de la pifia
(Ananas comosus) tratado por procesos
fermentativos de Saccharomyces cerevisiae para la
obtencién de etanol.

Muestra poblacional (n)

Muestra de 1000 ml de solucién de céscara de pifia,
en tres repeticiones por tratamiento con los 04
diferentes contenidos de sélidos solubles o Grados
Brix (14, 17, 20 y 23) y 04 diferentes tiempos de
fermentacion (48, 72, 96 y 120 horas) para la
fermentacion alcohdlica.

Métodos de Anélisis

Determinacion de la acidez (INDECOPI, NTP
203.070. 1977. Revisada el 2012; INDECOPI, NTP
211.040. 2012).

Determinaciéon de grado alcohdlico. Tabla de
Conversion de Gravedad Especifica a °Baumé -
°Brix - °Alcohol. (Amerine M.A. & Ough C.S.,
2001).

Determinacién del porcentaje de etanol por
alcoholimetria. (Norma Peruana ITINTEC 210.011.
Bebidas alcohdlicas).
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