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RESUMEN

En ensayos a escala laboratorio se evalu6 la fermentacién alcohdlica para la produccién
de etanol a partir de cascaras de pifia Ananas comosus.

Las variables independientes a controlar durante el presente estudio fueron el Grado
Brix y Nivel de pH inicial de los mostos fermentables. Las variables dependientes fueron
Porcentaje de etanol y Grado alcohdlico. Se evalud la capacidad de produccién de etanol
por fermentacion a partir de las cascaras de pifia, se realizo una comparacion de la
accion fermentativa de Saccharomyces cerevisiae en 3 diferentes niveles iniciales de
grados Brix (20, 23 y 25) y ademas se utilizaron tres niveles iniciales de pH (3, 4y 5).
Se obtuvo etanol de la cascara de Pifia que fue cuantificado por alcoholimetria. En todos
los tratamientos el mayor descenso del Grado Brix y mayor aumento del grado alcohdlico
ocurrio al tercer dia de la fermentacién (72 horas). Los grados brix de los mostos para
la fermentacién y que presentaron diferencias significativas fue el de 20 grados Brix con
menor tiempo de fermentacién pero los de mayor porcentaje de etanol en los mostos
destilados fue el mosto de 25 Grados Brix. No existié diferencias significativas de los
grados de alcohol respecto al nivel de pH, pero si existié diferencias significativas de los
Porcentajes de etanol destilado respecto a los pH evaluados. La Prueba de Tukey,
observo que existe diferencias significativas entre los Porcentaje de Etanol Destilado
de los mostos de nivel de pH 3 con 4 y de pH 3 con pH 5. En cambio entre los mostos
de nivel de pH 4 con pH 5 no existié diferencias significativas.

Si existieron diferencias significativas de los Porcentaje de Etanol Destilado respecto al
los grados Brix. Se pudo observar en los intervalos de confianza que los Porcentaje de
Etanol Destilado en los mostos de 20 Grados Brix tienen diferencias significativas con
los Porcentaje de etanol destilado en los mostos de 25 Grados Brix. En cambio con los
Grados Brix 20 con 23 fue poca diferencias significativas. En los mostos de cascara de
pifia de 20, 23 y 25 °Brix, la variable 6ptima de pH de mayor produccion de etanol en el
proceso fermentativo fue de pH 3 y 4 (medio &cido) ya que a esta condicién se obtuvieron
mayores grados alcohodlicos mostrando ser el medio eficaz para el desarrollo del
metabolismo de Saccharomyces cerevisiae. El mosto de cascara de pifia de 20°brix y
pH 4 fue el que presento un aumento més rapido del grado Alcohdlico llegando a su
nivel més alto (7.5°A) al quinto de la fermentacion. En el tratamiento de 25°brix el
aumento de los grados alcohdlicos fue mas lento pero registro los valores mas altos de
grados alcoholicos (9.3°A'y 9.4°A) a pH 3 y pH 5 al doceavo dia de la fermentacion. El
mayor porcentaje de etanol obtenido fue 52.6% obtenido del mosto de cascara de piia
de 25°Brix y pH 4.



ABSTRACT

In laboratory-scale trials, alcoholic fermentation was evaluated for the production of
ethanol from pineapple peels Ananas comosus.

The independent variables to be controlled during the present study were the Brix Degree
and initial pH level of the fermentable musts. The dependent variables were Percentage
of ethanol and Degree of alcohol. The ethanol production capacity was evaluated by
fermentation from the pineapple peels, a comparison of the fermentative action of
Saccharomyces cerevisiae was carried out in 3 different initial levels of Brix degrees (20,
23 and 25) and three levels were used Initials of pH (3, 4 and 5). Ethanol was obtained
from the pineapple peel which was quantified by alcoholimetry. In all treatments, the
highest Brix grade decrease and the highest increase in alcohol content occurred on the
third day of fermentation (72 hours). The brix degrees of the musts for the fermentation
and that presented significant differences was the 20 degrees Brix with less time of
fermentation but the ones of greater percentage of ethanol in the distilled musts was the
must of 25 Brix Grades. There were no significant differences between the levels of
alcohol and the pH level, but there were significant differences between the percentages
of distilled ethanol and the pH values. The Tukey test, observed that there are significant
differences between the Percent of Distilled Ethanol of the musts of level of pH 3 with 4
and of pH 3 with pH 5. In contrast between the musts of level of pH 4 with pH 5 there
were no differences Significant.

f there were significant differences of the Percent of Distilled Ethanol with respect to the
degrees Brix. It was observed in the confidence intervals that the Percentage of Distilled
Ethanol in the 20 Brix Grams have significant differences with the percentage of ethanol
distilled in the 25 Brix Grams. In contrast with the Brix Grades 20 with 23 there were few
significant differences. In the 20, 23 and 25 ° Brix pineapple musts, the optimum pH
variable of higher ethanol production in the fermentation process was pH 3 and 4 (acid
medium), since this condition obtained higher alcoholic degrees Showing to be the
effective means for the development of the metabolism of Saccharomyces cerevisiae.
The pineapple wort of 20 ° brix and pH 4 was the one that presented a faster increase of
the Alcoholic degree reaching its highest level (7.5 ° A) to the fifth of the fermentation. In
the treatment of 25 ° brix the increase of the alcoholic degrees was slower but registered
the highest values of alcoholic degrees (9.3 ° Aand 9.4 ° A) to pH 3 and pH 5 to the 12th
day of the fermentation. The highest percentage of ethanol obtained was 52.6% obtained

from pine needles of 25 ° Brix and pH 4.



1. INTRODUCCION

1.1. PROBLEMA

La tendencia mundial es el notable crecimiento en la generacién de residuos, derivado
del incremento en la generacion de productos comercializables. A partir del marco de
referencia anterior, se puede entonces decir que los residuos agroindustriales son
materiales en estado sélido o liquido que se generan a partir del consumo directo de
productos primarios o de su industrializacién, y que ya no son de utilidad para el proceso
gue los generd, pero que son susceptibles de aprovechamiento o transformacién para
generar otro producto con valor econémico, de interés comercial y/o social.

El crecimiento acelerado de residuos sélidos ha hecho necesario la implementacion de
desarrollo tecnolégico e industrial de proyectos que revaloricen esta materia y asi
minimizar el impacto que genera la incorrecta disposicion final que se le da, adicional a
esto siempre se obtiene un segundo beneficio brindado por el producto generado. La
alta produccion de residuos sélidos organicos esta impulsando a los investigadores a
estudiar los productos agricolas y subproductos de las mismas después de ser
sometidas a procesos de transformacion agroindustrial, estos subproductos o residuos
en su mayoria corresponden a biomasa lignoceluldsica rica en polimeros de celulosa y
hemicelulosa entre 75-80% (Sanchez Riafo, 2010). Por ejemplo, de la hidrdlisis de
residuos lignocelulésicos como la cascara de frutas que en su gran mayoria son
consideradas biomasas desvalorizadas (Tejeda L. et al, 2010), se puede obtener jarabes
glucosados para obtener bioetanol.

El problema al que se enfrentan los residuos agroindustriales es que no existe una clara
conciencia ambiental para su manejo, ademas de que falta capacidad tecnolégica y
recursos econdmicos para darles un destino final, asi como una legislacion especifica
para promover la gestién de este tipo de residuos, que asegure un buen manejo desde
su generacion hasta su disposicion final. Aun en nuestros dias, esta problemética

prevalece a nivel mundial. (Saval S. 2012).

En nuestro pais los mercados y las industrias agroalimentarias generan una gran
cantidad de residuos sélidos vegetales que comprometen gravemente los ecosistemas
por su alta concentracién de materia organica. Nuestras ciudades generan cada vez
mas cantidad de residuos cuya disposicién final se realiza en botaderos a cielo abierto
0 cuerpos de agua constituyendo un problema para la salud publica, ademas los

elevados volimenes suponen importantes costos de recoleccién y disposicion final.



La pifla es un producto altamente utilizado a nivel mundial, por la variedad de
subproductos, como: jugos de pifia, jaleas, vinagre, productos farmacéuticos,
produccién de cerveza y otros. Siendo el fruto de la pifia el producto mas utilizado como
tal; pero los ejes de inflorescencia y cascara que son los residuos producidos de este
producto, algunas veces quedan en el abandono y no son utilizados; es el caso de la
cascara de pifia. Las céscaras de pifia son desechadas en hoteles, restaurantes y
despulpadoras de frutas.

En la actualidad se trabaja fundamentalmente en la busqueda de materias primas
baratas, que sustituyan a las tradicionales materias azucaradas, para alcanzar mayor
eficiencia en los procesos de fermentacién, recuperacion y purificacion de alcohol
producido.

El bioetanol es producido por fermentacion alcohodlica de los azlcares presentes en
materiales renovables. Dicha fermentacién estd influenciada por factores como la
concentracion de azlcares del sustrato y el microorganismo fermentador que se emplee
(Pefa, 2008).

El etanol se perfila como un recurso energético potencialmente sostenible, de alta
viabilidad técnica, que puede ofrecer ventajas medioambientales y econémicas a largo
plazo puesto que a diferencia del petréleo, éste se obtiene a partir de fuentes vivas como
microorganismos, los cuales realizan la fermentacién de azlcares que pueden provenir
de subproductos de grandes procesos industriales; emplear éstos subproductos, como
sustratos para ser fermentados y obtener etanol, generan una oportunidad importante
en el desarrollo de nuevas formas de energia renovable y en los cuales se encuentre un
desarrollo sostenible con el medio ambiente (Garzén C. y Hernandez L. 2009).

Al buscar una oportunidad de aprovechamiento de los residuos, se hace necesaria su
caracterizacién para conocer su composicion, la calidad de sus componentes y la
cantidad que se genera, con esto se pueden definir las tecnologias mas apropiadas para
su aprovechamiento y posterior tratamiento. En la blUsqueda de oportunidades de
aprovechamiento de residuos este aspecto debera ser considerado, con un enfoque de

responsabilidad ambiental.

Por tal motivo, en esta investigacion se pretende obtener etanol de origen organico y
utilizar en este caso la cascara de pifia como materia prima esencial del proceso y darle
valor agregado a productos o subproductos a partir de la pifia, lo que permitiria
incrementar el nivel comercial de esta fruta y la optimizacion de estos productos

mediante el aprovechamiento integral de la pifia en nuestro pais.
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1.2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

* Obtener etanol por via fermentativa a partir de cascaras de Ananas comosus

(Pifa) usando Saccharomyces cerevisiae.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar los pardmetros de la biodegradacién de la cascara de pifia por
procesos fermentativos de Saccharomyces cerevisiae para la obtencion de
etanol.

» Obtener etanol por via fermentativa a partir de cascaras de Ananas comosus
(pifia) evaluando el pH y grados Brix.

» Realizar un estudio comparativo de los porcentajes de etanol obtenidos con cada

tratamiento estudiado.

1.3. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El interés social por la conservacion del medio ambiente ha resultado en el
endurecimiento de legislaciones ambientales y cambios de politica fiscal que buscan
impulsar a la industria quimica y reducir su impacto ambiental. Por tal motivo, la
utilizacion de residuos agroindustriales como materia prima de bajo costo, para la
obtencion de productos quimicos finos por biotransformacién esta ganando interés. Esta
opcion de transformar desechos en nuevas materias primas se perfila como una opcién
atractiva para reducir la dependencia del petréleo y, al mismo tiempo, obtener
compuestos que son econdémica 0 técnicamente inviables de obtener por sintesis

guimica tradicional. (Gil-Horan R. et al., 2008)

El uso racional de los recursos es un factor importante que orienta al disefio a sumar
esfuerzos para crear estrategias de consumo y reduccion de impactos generados a lo
largo del ciclo de vida de los productos; de esta forma, en los procesos de desarrollo y
fabricacién de productos debe considerarse el aprovechamiento concientizado de los
residuos que se generan, asi como la utilizacién de la materia prima residual para la
creacion de nuevos productos, ayudando ademas, a la busqueda del equilibrio

sostenible del planeta. (Herndndez Neria G. et al., 2015)
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Actualmente, la utilizacion de residuos agroindustriales, como materia prima de bajo
costo, en procesos hiotecnolégicos para la obtencién de productos quimicos finos, se
perfila como una opcién atractiva para reducir la dependencia del petréleo y, al mismo
tiempo, obtener nuevos compuestos que son econdmica o técnicamente inviables de
obtener por sintesis quimica. En el Peru se genera un gran volumen de desechos soélidos
(cascara y bagazo), producto de la obtencion de jugo y conservas de pifia, siendo
deseable su aprovechamiento para la produccién de productos de alto valor agregado y

la eliminacion de una fuente de contaminacion importante.

Actualmente, existen varios estudios encaminados al aprovechamiento de la fraccion
sélida de frutas, como substrato de biorreaccién en fase solida para la produccion a bajo
costo de &cidos orgéanicos, particularmente acido L(+) lactico. De los residuos de los

frutos, la industria de las conservas puede obtener alcoholes, azUcares y vinagres.

La pifia es la tercera fruta tropical de importancia econémica en el mundo, su produccion
a nivel mundial, entre 2006 - 2010, fue de 17,5 — 18 millones de toneladas de fruta fresca,
siendo Filipinas, Brasil, Costa Rica, Tailandia y China los principales paises productores,
los cuales representan el 55% del total de la produccién (Adegbite et al., 2014).

Es importante que el residuo esté disponible localmente y en las cantidades necesarias
para asegurar la fabricacion de un producto de interés. (Saval S. 2012). En este sentido
los desechos de la industrializacién de la pifia constituyen hasta el 65% del fruto.
Ademas de la corona (parte superior del fruto), el corazén y las cascaras, se genera el
rastrojo, el cual corresponde al material vegetal de la planta y se elimina después del
ciclo comercial. Se ha determinado que, por hectarea de pifia cultivada, se genera cerca
de 300 TM de rastrojo. (Araya S., 1998).

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.

El interés para desarrollar la presente investigacion surge a partir de la falta de
aprovechamiento de residuos sélidos vegetales y asimismo, los mercados y las
empresas agroindustriales disminuiran los costos asociados a la disposicion de residuos
sélidos vegetales y por lo tanto el impacto al ambiente sera menor. Este trabajo pretende
utilizar las cascaras de pifila como sustrato para la produccion fermentativa de

metabolitos de interés como el etanol al utilizar la biomasa microbiana de las cascaras
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de pifia y se puede obtener un valor econdmico ambiental porque va a originar un
producto que puede ser utilizado en la agroindustria, empresas de transformacién de

materia organica, industria quimica y farmacéutica.

Los residuos industriales de la pifia son una alternativa de bajo coste para la produccién
de bioetanol. Este desecho contiene azlcares simples fermentables (glucosa, fructosa
y sacarosa) y cantidades significativas de celulosa y de hemicelulosa potencialmente

hidrolizables.

También se plantea la necesidad de atender de una manera ambientalmente
responsable, la disposicion final de los residuos que ya no pueden ser reutilizados,
tomando como base el marco regulatorio vigente, para evitar que se conviertan en

contaminantes de suelos y agua subterranea.

Por lo tanto, para la realizacion de este trabajo de investigacion se evaluo la capacidad
de produccién de etanol por fermentacién a partir de las cascaras de pifia, se realizo una
comparacion de la accion fermentativa de Saccharomyces cerevisiae en 3 diferentes
niveles de grados Brix, distantes uno del otro para verificar las diferencias (20, 23 y 25)
y ademas se utilizaron tres niveles de pH (3, 4 y 5). Por medio del mejor resultado de
producciéon de etanol y grado alcohdlico, se establecié los niveles Optimos en
condiciones de laboratorio de pH y grados Brix en los cuales se obtengan mayores

rendimientos de etanol.

Este trabajo de investigacion es un aporte de beneficio para empresas de transformacién
de materia orgénica, industria quimica, industria farmacéutica, empresas
agroindustriales, mercados y de consulta para profesores, profesionales, alumnos vy
empresarios afines al quehacer alimentario, y en consecuencia participar fortaleciendo

a la institucion.

La presente investigacion fue viable en cuanto a recursos humanos, materiales y tiempo
y permitié sustentar conceptual y metodolégicamente la importancia de aprovechar los
residuos organicos agroindustriales generados del procesamiento de la pifia para
obtener productos intermedios de alto valor agregado y su impacto en la calidad de los
productos derivados para consumo humano.

En cuanto a la delimitacion del proyecto, la extraccién del almidén, la hidrélisis acida y

enzimatica, preparacion del jarabe de glucosa y el estudio de la calidad del jarabe se
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realizé en las instalaciones de los laboratorios de la Universidad Le Cordon Bleu y de la
Universidad Nacional del Callao.
2. MARCO TEORICO

2.1. Pifia

La pifia (Ananas comosus L.) es originaria de América del Sur, del centro y Sureste de
Brasil, y Noreste de Argentina y Paraguay. Ha sido seleccionada desarrollada y
domesticada desde tiempo prehistoricos. En la actualidad los frutos de pifia y sus
derivados tienen gran importancia econdémica en las regiones tropicales y subtropicales

del mundo (Jiménez, 2014).

En los dltimos afos ha adquirido una relevancia significativa debido a la importancia que
tiene en la region y por ser una fuente de empleo importante en los procesos de
produccion y comercializacion del fruto fresco, asimismo en el proceso de
industrializacion (CEFP, 2002).

La pifia (Ananas comosus (L.) Merr) es el fruto de las plantas, tales como arbustos se
cultiva ampliamente en las zonas tropicales y subtropicales (Jaelani A., 2013), la
produccion de pifia en el Perd aument6 del 2007 al 2013 de 212,1 mil toneladas a 438,6
mil toneladas (Ministerio de Agricultura y Riego, 2014), la pifia tiene un sabor dulce
conteniendo solidos solubles alrededor de 12°Brix y la variedad roja trujillana es la mas
acida, soporta bien el almacenamiento, transporte y la duracion de la pifia en anaquel
es bastante larga (Carhuancho P., 2011).

Es una planta, herbacea, perenne de reproduccion principalmente asexual, a través de
hijos (Carvajal, 2009). El jugo de frutas se considera como un producto alimenticio
saludable y actualmente consumen con frecuencia un gran porcentaje de la poblacion

mundial (Luckow y Delahunty, 2004).

Como sabemos el cultivo de la pifia se concentra principalmente en la selva central del
Pera, donde se plantan las dos variedades tradicionales “Samba’ y ‘Hawaiana’ y las
introducidas ‘Cayena Lisa’ y MD-2, actualmente conocido como Golden. Pero, la pifia,
es cultivada en toda la selva peruana donde se plantan un sin nimero de tipos; de las
que sobresalen los ecotipos “Pucalpina o Negra”; “Motilona”, “Blanca”, “Azucar”, “Real”
0 “Hawaiana”; “Casha pina”, “Guacamayo”, “Roja Trujillana” entre otros. (Caceres

Palomino E., 2008). (Figura N°1).
14



Figura N° 1. Caracteristicas morfolégicas de una planta y fruto de Pifia (Ananas

comosus).

Fuente: Caceres Palomino Efrain (2008).

La pifia es la que mayor industrializacion puede desarrollar por ser transformada en jugo
concentrado, trozos y rebanadas (CNSPP, 2009). Para su consumo en fresco es
considerada como una buena alternativa, por ofrecer un sabor exético y poseer un alto
contenido en vitamina A y C, ademas de fibra y propiedades diuréticas. La pifia es una
planta natural de los tropicos americanos y pertenece a la familia de las bromelias.
Aunque la planta tiene un gran valor ornamental, su fruta es considerada una de las més

exquisitas y exaticas que se producen en el mundo (COVECA, 2010).
Taxonomia de la Pifia.

Cuadro N° 1. Clasificacion botanica de la Pifia planta Ananas comosus.

Reino Plantae

Divisién: Monocotiledéneas
Clase: Liliopsida

Orden: Bromeliales
Familia: Bromeliaceae
Género: Ananas

Especie: A. comosus (L) Merr

Fuente: (Sandoval, 2011)

Composicion y valor nutritivo.

Nutrimentalmente, la parte comestible de la pifia esta constituida principalmente por un

85-90 por ciento de agua y de 8 a 10% de azucares de los cuales dos terceras partes
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se encuentran en forma de sacarosa y el resto como glucosa y fructosa (Olivares P.,
2003). Practicamente no contiene almidén y su contenido de proteinas y grasa es muy
baja. Contiene 0.6 a 0.9 % de &cidos de los cuales el 87 % es 4cido citrico y el resto
acido malico. Es rica en Vitamina C y buena fuente de Vitaminas B1, B2 y B6” (Arias C.
y J. Toledo, 2000). Cuadro N°2.

Este rol nutritivo de la pifia también es debido a que es una buena fuente de fibra
dietética; al respecto Ramulu P. y Udayasekhara R. (2003) sefialaron que esta fruta
presenta un 20% de fibra dietética, correspondiendo 16,43% a fibra insoluble y 3,57% a

fibra soluble, en base seca.

Cuadro N°2. Determinaciones quimicas proximales a muestras representativas de

pifia (Ananas Comosus).

Caracteristicas | Pifia (%)
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 Juarez L. M. et al. 2016.

Los acidos de mayor importancia en la pifia, basado en su concentracion son el citrico y
el mélico. De estos, el primero aporta alrededor del 80% de la acidez total. También
existe en la fruta pequefa cantidad de acido ascérbico, pero este contribuye en muy
baja proporcién a su acidez (Morales, M., et al. 2001). (Cuadro N°3).

Durante la post cosecha la acidez titulable exhibe un leve aumento, pero posteriormente
tiende a bajar hasta llegar ligeramente arriba de su punto inicial.

(Tejeda L., 2010).

Cuadro N°3. Caracteristicas fisicoquimicas de la Pifia (Ananas Comosus).

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

16



0.71 3.83 2.73 6.22 3.17

Fuente: Morales, M., et al. 2001.
Componentes de la Cascara de pifia

Composicion de la lignocelulosa.
La biomasa lignocelulésica estad compuesta por los polisacaridos, lignina y otras

sustancias.

a. Polisacaridos.

Comprende del 60-80% del material lignocelulésico. Este componente hace referencia
a la celulosa y hemicelulosa que son hidrocarbonos de alto peso molecular (Mathews,
C.K,, K.E. Van Holde Y K.G. Ahern. 2004).

La celulosa es un polimero de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos $-1,4 que se
estructuran en largas cadenas lineales (microfibrillas) unidas por puentes de hidrégeno
y fuerzas de van der Waals intramoleculares, formando una estructura cristalina
resistente a la hidrolisis y regiones amorfas susceptibles a la degradacion enziméatica
(Ovando & Waliszewski, 2005).

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacéaridos formado por pentosas
(D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) que forman
cadenas ramificadas y los acidos 4- O-metilglucurénico, D-galacturénico y
D-glucurédnico, los azucares estan unidos por enlaces B-1,4 y ocasionalmente por
enlaces 3-1,3 (Pérez, et al., 2002).

Figura N°2. Estructura de la Celulosa y hemicelulosa.

Celulosa Hemicelulosa
CHOH H  OH CHOH H o OH
HAH 01 10 OH H Hi H H_0 jO OH H HS HO HO
-0 OHHH[HH OIO OHHHIHH OIO— o 0 0
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i OH
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Fuente: Mathews, C.K., K.E. Van Holde Y K.G. Ahern. 2004.
b. Lalignina

Es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado formado por alcoholes
aromaticos que da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad y proteccién a los
polisacéaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es altamente resistente a la

degradacién quimica y biologica (Pérez, et al., 2002). Figura N°3.

Figura N°3. Estructura de la lignina.

OH
0
0 OH
HC? OH
HO
7 0
0.
CH, OH
H,C 0
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HO ol
OH

Fuente: Mathews, C.K., K.E. Van Holde Y K.G. Ahern. 2004.

c. Otras sustancias.
Son aquellas que no hacen parte de la estructura de la pared celular, ejemplo de estas
son: grasas, ceras, alcaloides, proteinas, fenoles simples y complejos, azlcares
simples, pectinas, mucilagos, gomas, resinas, terpenos, etc. Estas pueden ser

intermediarios metabdlicos o que simplemente aportan propiedades fisicas.

La cascara de pifia estd compuesta principalmente por fibra (77.61), proteina cruda
(6.56%) y carbohidratos no estructurales (12%). (Montilla, M., & Alvarez, C., 2007).

La céscara y la corona estan constituidas principalmente por celulosa, hemicelulosa y

lignina, las cuales la hacen no comestibles para los humanos, pero potencialmente
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aprovechables para obtener otros productos de valor agregado. (Swaroopa Rani &
Krishna, 2004). (Cuadro N°4).

Cuadro N° 4. Composicion quimica proximal de la de la cascara de pifia secay

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 4.10

% en base seca

Celulosa 11.20 12.00
Hemicelulosa 7.00 6.50
Pectina 6.70 7.10
Sdlidos en éter solubles 6.10 6.70
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

(mglL)

Fuente: (Swaroopa Rani & Krishna, 2004).

Aprovechamiento y valoracion de la pifia

El deficiente manejo y disposicion que se hace de los desechos agroindustriales esta
conduciendo a preocupantes problemas ambientales que va en aumento debido a la
produccion de desechos, los cuales directa o indirectamente llegan a las corrientes
superficiales y por otra parte deteriora los suelos y pastizales agricolas. Debido a la
problematica ambiental por residuos generados al afio se ha despertado cierto interés
para el aprovechamiento de los desechos considerados como residuo para la obtencién

de nuevos productos de valor agregado (Saval S., 2012).

De acuerdo a la bibliografia consultada se han realizado estudios como la obtencién de

celulosa y bioetanol a partir del bagazo de pifia, en la cual se presentan producciones
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de etanol del 35% con bagazo y del 57% con celulosa, por tiempos de fermentacién de
48y 72 h (Antonio et al., 2010). Por otra parte, Quesada-Solis et al.,

(2005) menciona el aprovechamiento de fibras del rastrojo de pifia para reforzar resinas
de poliéster, observando mejoras en la resistencia a la ruptura por tensién. Asimismo
Garcia-Rosales et al., (2013) presenta la preparacion de carbones acondicionados con
nano particulas utilizando céscaras de pifia tratadas con sales de hierro, obteniendo
materiales carbonosos con area superficial esférica de 167 m?/ g y nano particulas de

hierro con un diametro entre 10 y 30 nm.

En el material lignocelulésico se dispone de una gran cantidad de azucares
fermentables, sin embargo, su utilizacion se puede ver impedida por la recalcitrancia
intrinseca del material, una solucién a este problema han sido los diversos métodos
fisicoquimicos y bioldgicos que se han desarrollado para liberar los azucares
fermentables y obtener bioetanol. Algunas estrategias utilizando microorganismos como
las levaduras se han enfocado en la obtencién de etanol a partir de lignocelulosa
mediante la expresion de enzimas celuloliticas y aprovechando la capacidad
fermentadora de la levadura. En este proceso de sacarificacion y fermentacion
simultdnea se han obtenido cantidades y rendimientos significativos de etanol lo cual
representa un punto de partida que conducira al desarrollo de tecnologias encauzadas
a satisfacer las necesidades energéticas en el futuro. (Cuervo L., J. Folch, R. Quiroz.,
20009).

Entre las propiedades medicinales de la pifia, las mas notable es la de la enzima
proteolitica llamada bromelina, que ayuda a metabolizar los alimentos. Es también
diuretico, ligeramente antiséptico, desintoxicante. Se ha estudiado su uso como auxiliar
en el tratamiento de la artritis reumatoide, la ciatica y el control de la obesidad. La alta
concentracion de bromelina en la cascara y otras partes ha llevado a su uso para aliviar
infecciones laringeas y faringeas, asi como en uso tépico para la cistitis y otras

infecciones. (Fernandez A. y Gémez S. 2011)

Etanol

El etanol o alcohol etilico es el producto quimico organico sintético mas antiguo usado
por el hombre, se presenta como un liquido incoloro e inflamable con un punto de
ebullicién de 78 °C, su formula quimica es CHs-CH>OH, siendo el componente activo
esencial de las bebidas alcohdlicas, ademas es una de las materias primas importantes

para las sintesis. Puede obtenerse a través de dos procesos de elaboracion: la
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fermentacion o descomposicion de los azlcares contenidas en distintas frutas, y la
destilacion, la cual consiste en la depuracion de las bebidas fermentadas (Garzén,
2009). Cuadro N°5.

Cuadro N°5. Propiedades Fisicoquimicas.del etanol

Propiedades fisicoquimicas Descripcion
Estado de agregacion Liquido
Apariencia Incoloro
Densidad 810 kg/m’; (0,810 g/em’)
Masa molecular 46,07 uma
Punto de fusion 158,9K (-114,1 °C)
Punto de ebullicion 351,6 K (78,6 °C)
Temperatura critica 514 K (241 °C)
Presion critica 63 atm.
Temperatura de inflamacion: 13°C

Fuente: Salomén, R. 2001.

La produccién del alcohol es un fendmeno complejo cuyo rendimiento depende de
diversos factores; por ejemplo las caracteristicas intrinsecas de la cepa, las condiciones
de aireacion, la concentracion del in6culo, la composicion del medio, las condiciones de
fermentacion, los nutrientes que influyen en el crecimiento de la fermentacion, entre
otros (Gilces, 2006).

Fermentacion

Es un proceso que transforma las moléculas de azucar a diferentes productos que
dependeran del sustrato y del tipo de microorganismo que se utilice, las principales
sustancias que se obtienen de la fermentacion son: alcohol etilico, acido lactico, acido
butirico, acido acético, entre otros y de acuerdo a estos se denomina el tipo de
fermentacion, ademas algunas fermentaciones como la alcohdlica producen diéxido de
carbono. (Mathews, C.K., K.E. Van Holde Y K.G. Ahern. 2004).

Con la fermentacion se realiza la conversion de los carbohidratos en alcohol. La
determinacion de los grados alcohdlicos (GA) probables, expresados también en
grados Gay Lussac (°GL) se puede hallar en funcion de los grados Brix, grados
baumé y de la densidad, (Amerine M. A. & Cornelius S. Ough, 2001).
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Produccidn de etanol via fermentativa

La fermentacién es un proceso biolégico resultante del metabolismo de bacterias,
levaduras o mohos. Todos los organismos tienen un proceso conocido como la glucolisis
gue ocurre en el citoplasma de sus células. La glucdlisis convierte una molécula de
azucar grande (glucosa, fructosa) en dos pequefias moléculas de &cido piravico
liberando energia en el proceso. En ausencia de oxigeno (condiciones anaerdbicas) el
organismo puede acido piravico ruta a una via de la fermentacion alcohélica (Jensen,
2004). La produccion de etanol por la accion de levadura sobre malta o extractos de
fruta ha sido llevada a cabo a gran escala por muchos afios y fue el primer proceso
industrial para la produccion de un metabolito microbiano. Es por la via fermentativa que
se obtiene la mayor cantidad de etanol a nivel mundial. El 95% del etanol en el mundo
se obtiene por fermentacion a partir de materias primas que contengan carbohidratos la
gran aplicabilidad del etanol en procesos tradicionales como por ejemplo solvente,
alimento, bebidas y biocombustible. (Ertola R., O.

Yantorno y C. Mignone 2003).

El éxito de una buena fermentacion depende de la eficacia del tratamiento preliminar:
concentracion del azlucar, pH y temperatura 6ptimos; la adicién de sustancias nutritivas
al mosto, contaminacién por otros microorganismos, empleo de un organismo resistente
a altas concentraciones de alcohol, mantenimiento de condiciones anaerobias y la
inmediata destilacion del producto fermentado. (Ertola R., O. Yantorno y C. Mignone
2003).

Materias primas y su importancia en el proceso fermentativo.

Para la produccion de etanol han sido utilizadas diferentes fuentes de carbono como
materia prima; estas deben ser transformadas con facilidad en azucar fermentable. Su
uso practico estara determinado por el rendimiento en etanol, por su costo y el tipo de
microorganismo que se utilice. (Santamaria P., et al., 1995).

Varios autores, coinciden en definir 3 tipos de materias primas para la produccién de
etanol: (Crueger, W. y A. Crueger. 1993)

- Materiales portadores de azlcares simples que contienen carbohidratos como

fuente de azucares. (Tales como jugo de cafia de azlcar, melazas, sorgo dulce, etc.). -

22



Materiales amilaceos los cuales contienen almidén como fuente de azlcares. (Tales
como la yuca, maiz, papa, etc.).

- Materiales celuldsicos, que contienen celulosa, hemicelulosa, Tales como el
bagazo, la madera, residuos agricolas, etc.

El etanol se produce por fermentacién de estas materias primas con levaduras u otros
microorganismos. Las de la primera clase fermentan directamente. El segundo tipo
consta de hidratos de carbono complejos, como el almidén, que primero se deben
convertir en azucares fermentables mediante la accion de enzimas. Las sustancias
celuldsicas de la tercera clase se convierten en azucares fermentables por hidrélisis con

acidos inorganicos, principalmente residuos Lignocelulésicos. (Martinez T. J., 2002).

El empleo de alimentos como fuente de obtencién de bioetanol (bioetanol de primera
generacion) compite con el mercado mundial de alimentos con la consiguiente subida
de los precios de los mismos. Este motivo ha suscitado que en las Ultimas dos décadas
las investigaciones se hayan centrado en la busqueda de nuevas fuentes de obtencién
de bioetanol mas rentables, eficaces y menos perjudiciales para el medioambiente y la
sociedad. Una alternativa es el uso de los residuos lignocelulésicos resultado de

procesos agricolas, forestales o industriales (Wright J., 1998; Duff S. y W. Murray, 1996).

Dentro de este grupo, se encuentran los residuos de industrializacion de la pifia, muy
dificiles de degradar por sus altas demandas bioquimicas y quimicas de oxigeno (DBO
y DQO) y que pueden suponer hasta un 80% de la materia prima procesada (Tewari H.
et al., 1987). En los ultimos afios, se ha conseguido obtener bioetanol y biometanol a
partir de los residuos de la pifia por ser éstos ricos en azucares, almidon y hemicelulosa
(Nigam J., 2000).

La produccién de etanol combustible a partir de materiales lignoceluldsicos parte del
hecho de que sus tres principales componentes son celulosa (36-61%), hemilelulosa
(13-39%) vy lignina (6-29%). Igualmente, el bagazo de cebada esta constituido por
celulosa (31-45%), hemicelulosa (27-38%) y lignina (14-19%). El bioetanol es entonces
un sustituto prometedor para los combustibles tradicionales derivados del petroleo. Para
liberar monémeros de azucar fermentable el material lignocelulésico es hidrolizado
guimicamente (&cidos, bases), enziméticamente o por la combinacion de ambos. La
conversion de la lignocelulosa en etanol, comprende dos etapas generales: (i)
pretratamiento e hidrolisis, donde se obtienen los azlcares simples fermentables

(glucosa, xilosa) y (ii) fermentacién, donde estos azlcares son convertidos a etanol.
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(Arimuya M. y E. Tecco Pisco 2014). Figura N° 4.

Figura N°4. Proceso de obtencion de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica

BIOMASA LIGNOCELULOSICA

PRETRATAMIENTO

HIDROLISIS
ACIDA o6 ENZIMATICA

Fermentacion Fermentacion Lignina
de xilosa de glucosa

Recuperacion de producto

Etanol

Fuente: Arimuya M. y E. Tecco Pisco 2014.
3.7. Fermentacion Alcohdlica

La fermentacién es un término general, que indica la degradacion aerébica o anaerdbica
de un substrato organico a diversos productos, por la accion de levaduras y algunas
bacterias que producen enzimas para realizar dicha funcién y obtener energia en forma
de ATP. La degradacion anaerdbica es quiza la mas antigua, puesto que los organismos
vivos aparecieron en una tierra primitiva, la cual era carente de oxigeno (Mathews C.,
Holde K.E. y Ahern K. G. 2004).

Existen muchas clases de fermentaciones, dependiendo de: el tipo de organismo que
las produce, del substrato, o incluso de las condiciones impuestas, tales como el pH 6
el abastecimiento de oxigeno. Una de las mas importantes y mejor conocidas es la
fermentacion alcohdlica, la cual es una biorreaccion que permite degradar azucares en
alcohol y di6xido de carbono mediante la siguiente reaccion quimica conocida, como la

ecuacion de Gay-Lussac:

CeH1205 — 2CH3;CH,0OH + 2C0O, + 2 ATP + 25.4 kcal
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La fermentacion alcohdlica es un proceso anaerdbico realizado por levaduras o
bacterias. Donde el sustrato celular; monosacérido y disacarido en su mayoria, son
transformados principalmente en alcohol etilico y diéxido de carbono, con la generacion
de equivalentes de reduccién de los compuestos NADH/NAD* y NADHP/NADP™* y
enlaces de alta energia de fosfato, ATP. Para que se pueda desarrollar la glucolisis y el
metabolismo del piruvato, es necesaria que la molécula de glucosa o fructosa sean
transformadas a glucosa-6-fosfato o la fructosa-6-fosfato respectivamente. Sera a partir
del piruvato que se desarrollaran las reacciones por las que se obtiene el alcohol, como
las reacciones son anaerdébicas para el caso de fermentacion alcohdlica la reduccion del
piruvato a etanol es posible por la accion de la forma reducida de la coenzima NAD,
encargada de realizar la oxidacion (Acosta Romero, C. 2012).

La fermentacion alcoholica va a acompafiada de la liberacion de moléculas energéticas
(ATP) — energia materialmente comprometida — puestas a disposicion de las levaduras”
(Vincent et al., 2006).

La fermentacion alcohdlica es un proceso anaerobio en el que las levaduras y algunas
bacterias, descarboxilan el piruvato obtenido de la ruta Embden-Meyerhof-Parnas
(glicolisis) dando acetaldehido, y éste se reduce a etanol por la accion del NADH», como

se ilustra en la Figura N°5.

Los microorganismos de fermentacién alcohdlica siguen un proceso de Glucdlisis,
también llamado via de Embden Meyerhof Parnas (EMP) para degradar glucosa: La
glucosa se divide en dos unidades de tres carbonos (piruvato). Se oxidan numerosos
atomos de carbono. La pequefia cantidad de energia generada de las reacciones se
almacena de forma temporal en dos moléculas de ATP (trifosfato de adenosina) y una
de NADH (deshidrogenasa del dinucleétido de nicotinamida y adenina) por cada triosa.
El destino metabdlico subsiguiente del piruvato depende del organismo que se considere
y de sus circunstancias metabdlicas. En los organismos anaerobios, el piruvato puede
convertirse en productos de desecho como etanol, acido lactico, acido acético y
moléculas semejantes; en los organismos aerobios, como los animales y los vegetales,

oxidan el piruvato para formar CO2 y H.O (McKee T. & McKee J., 2014).

La glucdlisis que consta de 10 reacciones, sucede en dos fases:

1) La glucosa se fosforila dos veces y se fracciona para formar dos moléculas de

gliceraldehido-3-fosfato (G-3-P). Las dos moléculas de ATP que se consumen durante
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esta fase son como una inversion, debido a que ésta estapa crea los sustratos reales

de la oxidacion en una forma que esta atrapada dentro de la célula.

2) El Gliceraldehido-3-fosfato se convierte en piruvato. Se producen cuatro
moléculas de ATP y dos de NADH. Debido a que se han consumido dos ATP en la
primera fase, la produccion neta de moléculas de TAP por molécula de glucosa es dos
(McKee T. & McKee J., 2014).

Figura N° 5. Ruta Embden-Meyerhof-Parnas (glicolisis)
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Fuente: (Gomez G.J. y C. Nieto., 2002).
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En condiciones anaerobias se impide la oxidacion posterior del piruvato. Un gran nUmero
de células y de organismos lo compensan convirtiendo esta molécula en un compuesto
organico mas reducido y regenerando el NAD+ que se requiere para que continte la
glucolisis (Figura N°6). Este proceso de regeneracion del NAD+ se denomina
fermentacion (McKee T. & McKee J., 2014).

Figura N° 6. Ruta de la fermentacion alcohdlica.
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Fuente: (McKee & McKee, 2014).

De manera general, la produccion de etanol a partir de piruvato esta definida por la

siguiente ecuacion:

Piruvato alcohol
descarhoxilasa deshidrogenasa

Piruvato + NADH sy 3 €12 lehitl) ey - 21101 + NAD*

3.8. Parametros a controlar en el proceso de fermentacidn alcohdlica.

La fermentacion alcohdlica es una de las etapas principales que transforman el mosto o
zumo azucarado, en un liquido con un determinado contenido de alcohol etilico. Dura,
aproximadamente una semana, a una temperatura de 20 °C, y se traduce por una

disminucion del mosto” (Vincent et al., 2006).
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Esto implica que una vez que la materia prima tiene contacto con un sustrato rico en
nutrientes, azlcares u otro componente que sea iniciador de proceso de fermentacion;
se producira un liguido conteniendo alcohol. (Reyes K., 2014).

El éxito de una buena fermentacion depende de la eficacia del tratamiento preliminar:
concentracion del azlcar, pH y temperatura 6ptimos; la adicién de sustancias nutritivas
al mosto, contaminacién por otros microorganismos, empleo de un organismo resistente
a altas concentraciones de alcohol, mantenimiento de condiciones anaerobias y la
inmediata destilacién del producto fermentado (Prescott S., C. Gordon.

1992).

a) Temperatura.

Es uno de los factores mas importantes al momento de realizar cualquier reaccion,
especialmente si estas vienen dadas por microorganismos, ya que estos tienen un rango
especifico de temperatura para que sea posible su crecimiento. (Acosta Romero, C.
2012).

La temperatura durante la fermentacién debe controlarse ya que durante la misma se
produce un relativo aumento de esta, pues la descomposicién de los azucares produce
una reacciéon exotérmica es decir con desprendimiento de calor. La temperatura dptima
para la fermentacién oscila entre 24 y 32°C siendo 27°C la mas adecuada. Si la
temperatura es muy baja la fermentacién es lenta, si la temperatura excede de los 35°C
disminuye la accién de los microorganismos y si esta aumenta por encima de los 40°C

esta se puede detener. (Guzméan R. 2013).

b) pH.

El pH tiene una gran influencia en los productos finales del metabolismo anaerobio, por
lo tanto es importante tener un control sobre esta variable durante el desarrollo del
proceso de fermentacion puesto que los microorganismos poseen un pH 6ptimo en el
cual tienen mayor velocidad de crecimiento y rendimiento. (Arimuya Manamu S. M. y E.
R. Tecco Pisco, 2014).

¢) Nutrientes.

Un medio de cultivo debe de tener todos los elementos necesarios para el crecimiento
microbiano, para esto se debe tener en cuenta los requerimientos nutricionales del

microorganismo con el cual se va a trabajar. (Garzon C. S., y C. Hernandez Londofio.
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2009).

d) Aireacion.

La ausencia o presencia de oxigeno permite una selecciéon tanto del microorganismo
como de los productos del mismo. Cuando el cultivo se realiza en presencia de oxigeno
la fermentacion se denomina aerdbica y cuando este carece de oxigeno se denomina
anaerobica. Si la fermentacién es anaerdbica, la mayor parte del carbono se emplea
como energia y solo el 2 % se asimila como material celular. (Ramirez N.y J.
Pedroza, J. 2001).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura que posee alta actividad metabdlica, por lo
gue en un proceso fermentativo en fase aerobia se caracteriza por la produccién de
biomasa y en fase anaerébica generalmente por la produccién de etanol. (Arimuya M. y
E. Tecco Pisco 2014).

e) Productividad.

La productividad se define como la produccion de biomasa por unidad de volumen, por
unidad de tiempo de cultivo, dado en concentracion de biomasa (g/L) en funcion de

tiempo (hr.).

3.9. Limitantes de la fermentacion alcohélica.

a) Concentracion de alcohol.

Las levaduras, presentan cierta resistencia a las concentraciones de alcohol que se
producen durante la fermentacion, debido a que el etanol, inhibe el transporte de Dxilosa,
amonio, glicina y algunos aminoacidos, asi como afecta la funcion y estabilidad de
algunas enzimas citoplasmaticas como la hexoquinasa, debido a que a concentraciones
criticas de etanol, se presenta la formacion de un complejo hexoquinasa-etanol el cual
puede detener la reaccién glucosa a glucosa-6 fosfato. En conclusion la tolerancia al
alcohol depende de la habilidad de la célula para exportar el etanol del interior al medio
externo, un proceso que depende de la composicion de la membrana y de la fluidez de
la misma La célula modifica la composiciéon en acidos grasos de la membrana para
minimizar los efectos de la fluidez que produce el etanol, de la misma manera la

adaptacion de las levaduras al etanol también obedece a una modificacion de la
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composicion lipidica de las membranas debido basicamente a un enriquecimiento de las
mismas en esteroles y acido grasos de cadena larga, de esta manera para las levaduras
poder adaptarse a altas concentraciones de alcohol debe existir un aumento del
contenido de acidos grasos insaturados con respecto a los saturados y un aumento en

la longitud de las cadenas carbonadas de los 4cidos grasos (Tomasso M. 2004).

b) Acidez del sustrato.

El pH es un factor limitante en el proceso de la fermentacién debido a que las levaduras
se ven afectadas por el ambiente en el cual se desarrollan es decir alcalino o acido. Las
levaduras tienen rango optimo de pH que va desde 3.5 hasta 5.5. En el proceso de
fermentacion, el pH tiende a disminuir debido a la produccién de &cidos, formados al
tomar los nitrégenos de los aminoacidos perdiendo su caracter anfétero. En los procesos
industriales, se hace uso de soluciones tampd6n para mantener niveles 6ptimos de acidez
(Rios, et al 2005).

c) Concentracion de Azucares.

Las concentraciones altas de azUcares afectan los procesos de osmosis dentro de la
membrana celular, el rango éptimo de concentracion de azucar es de 10 a 18%, puesto
que a concentraciones de 22% las levaduras empiezan a tener problemas en su proceso

de respiracion celular (Rios, et al 2005).

d) Temperatura.

La temperatura a la que se lleva a cabo la fermentacion alcohdlica afecta: (i) al
crecimiento de las levaduras y por tanto a la duracién de la fermentacién, (i) a la
contribucién que las diferentes especies de levaduras tienen en la fermentacion vy (iii) al
metabolismo de las levaduras, que es el que determina la composicion quimica y

organoléptica del vino (Torija M. et al., 2002).

Las levaduras son microorganismo mesofilos, por lo tanto su temperatura no puede
sobrepasar a 50°C, puesto que a esta temperatura o temperaturas superiores se
produce su muerte. Por lo tanto debido a que la fermentacién es un proceso exotérmico,
se debe mantener en el mismo un control de temperatura para mantener la temperatura

en su valor optimo que es de 30 °C.
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e) Ritmo de crecimiento de las cepas.

Durante la fermentacién las cepas crecen en numero debido a las condiciones
favorables que se presentan en el medio, esto hace que se incremente la concentracion

de levaduras.

Microorganismos

En aras de la obtencién de etanol, se pretende impulsar las vias biotecnoldgicas
empleando levaduras y hongos que ademas pueden ser microorganismos hativos o
genéticamente modificados (tabla 21, anexo 1), cuyas rutas metabdlicas convierten
diferentes sustratos orgénicos en etanol (Triana Caranton, 2010).

Por otra parte, los microorganismos pueden clasificarse segn su necesidad de oxigeno:
existen los aerobios estrictos (que llevan a cabo su metabolismo Unicamente en
presencia de oxigeno atmosférico), también estan los anaerobios estrictos (que
Unicamente pueden crecer en ausencia de oxigeno) y los organismos facultativos (que
pueden crecer en situaciones de aerobiosis y de anaerobiosis (Madigan, M.T, Martinko,
J.M.. Brock. 2009), en estos ultimos se clasifican las levaduras industriales y por
supuesto las levaduras alcoholeras (Ward O., 1991).

Estos microorganismos pueden ser cepas naturales que metabolicen azlcares de seis
carbonos, cepas naturales que consuman tanto azlUcares de seis como de cinco
carbonos, microorganismos modificados genéticamente con la finalidad de aprovechar
todo el sustrato presente en el medio 0 un cultivo mixto para realizar una co_fermentacion
(Bellido C., 2013).

Los cultivos microbianos utilizados en la fermentacion deben tener las siguientes
caracteristicas: tolerancia al etanol, a las altas temperaturas, a altas concentraciones de
azucar, rendimiento alcohdlico, eficiencia en la fermentacion y productividad.
(Zuzuarregui Miré A. 2005).

Microorganismos utilizados en la fermentacién alcohélica

La levadura es la fuente principal para empezar la incubacién, multiplicacion de las
células encargadas de transformar todo el azGcar contenido en la melaza en alcohol

dentro del proceso de fermentacion (Gilces, 2006).
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Las levaduras son los microorganismos mas utilizados para la produccion de etanol por
la via fermentativa, debido a su alta productividad en la conversion de azlcares a
bioetanol y a que se separan mejor después de la fermentacion. (Zambrano B., 2013).
Ademas, la produccién de toxinas es muy inferior a la de otros microorganismos. Entre
las especies mas utilizadas estan: Saccharomyces cerevisiae, S. ellipsoideus, S.
anamensisi, Candida seudotropicalis, S. carlsbergensis, Kluyveromyces marxianus,
Candida  bytyrii, Pichia stipatis, Schizosaccharomyces pombe y Pichia
membranaefaciens. (Frazier, W. C. y Westhoff D. C. 2000).

Las principales responsables de esta degradacion son las levaduras. Saccharomyces
cerevisiae, es la especie de levadura usada con mayor frecuencia, pero existen diversos
estudios que comprueban la produccién de alcohol por otros tipos de levaduras y
algunas bacterias como Zymomona mobilis, pero su explotacion a nivel industrial es
minima (Vazquez y Dacosta, 2007).

S. cerevisiae es la levadura mas ampliamente utilizada en las fermentaciones
industriales, metaboliza los azlcares: sacarosa, glucosa, fructosa, maltosa y
maltotriosa en distinto orden. La sacarosa debe ser primero hidrolizada por la
invertasa localizada en el espacio periplasmico extracelular. Desgraciadamente, S.
cerevisiae es incapaz de hidrolizar el almidén e incluso las dextrinas, es necesario
efectuar un pretratamiento de hidrolisis con enzimas bacterianas para que S.
cerevisiae pueda transformar los oligosacaridos obtenidos en etanol, (Casp A.

& J. Abril, 2003).

Las cepas Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 , ATCC 9080 y Candida utilis ATCC
9950 presentaron un porcentaje de alcohol del 8 % (V/V), mientras que la 18
Saccharomyces cerevisiae silvestre mostro un porcentaje del 6,5 % (V/V) a la
concentracion de 250 g/L; el etanol obtenido fue cuantificado por alcoholimetria y

cualificado por cromatografia de gases. (Garzon C. y Hernandez L. 2009). Figura N°7.

Figura N°7. Comparacion % etanol obtenido para cada una de las levaduras

estudiadas.
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Saccharomyces Saccharomyces Saccharomyces Candida utilis
cerevisiae cerevisiae ATCC cerevisiae ATCC ATCC 9950
silvestre 9763 9080
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Levadura Estudiada

Fuente: (Garzén C. y Hernandez L. 2009).
Saccharomyces cereviseae

La levaduras Saccharomyces cerevisiae son hongos unicelulares eucarioticos,
heterétrofos, osmotréficos (no ingieren sus alimentos lo absorben por digestién externa
del sustrato empleando exoenzimas) se reproducen por gemacion. (Frazier, W. C.y
Westhoff D. C. 2000).

CUADRO Nr¢ 6. Clasificacion taxonémica de Saccharomyces cerevisiae.

Reino Hongo

Division Amastogomycota
Clase Ascomycetes
Subclase Hemiascomycetidae
Orden Endomycetales
Familia Sacchaomycetaceae
Subfamilia Saccharomycetaidae
Género Saccharomyces
Especie cerevisiae

Fuente: (Nieto H., 2009).

Saccharomyces cerevisiae es la especie de levaduras utilizada por excelencia para la
obtencion de etanol a nivel industrial puesto que es un microorganismo de facil
manipulacién y recuperacion, no es exigente en cuanto a su cultivo, no presenta alto
costo (Martinez T. 2002). Tolera altas concentraciones de etanol, en la fermentacion

produce bajos niveles de subproductos, es osmotolerante, capaz de utilizar altas
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concentraciones de azlcares, presenta alta viabilidad celular para el reciclado y
caracteristicas de floculacién y sedimentacion para el procesamiento posterior (Fajardo
y Sarmiento, 2008). Una célula de una levadura de cerveza tipica tiene, cuando se halla
completamente desarrollada entre 8 y 14um de didmetro y una masa de materia seca

de aproximadamente 40pg.

La levadura Saccharomyces cerevisiae, es la especie de mayor uso en la industria de
vinos y cerveza. Se describe normalmente como un anaerobio facultativo, de modo que
crece tanto en condiciones anaerobias como aerobicas, es capaz de emplear un amplio
rango de sustratos entre mono-, di- y oligo-sacéridos, asi como etanol, acetato, glicerol
y hasta lactatos; siendo la glucosa su fuente de carbon preferida (Drapcho, C. et al.
2008).

Sus dimensiones son: 2.5-10 micras de ancho y 4.5-21 micras de largo.
MicroscOpicamente se observan redondas y ovoides, elipsoides a veces cilindricas y

filamentosas. La aireacion optima es de 0.6-0.9vvm (Fajardo y Sarmiento, 2008).

Figura N°8. Imagenes de una misma preparacion de levaduras tras unatinciéon de
Gram (630 X aumentos). Vistas en el microscopio 6ptico con campo claro
(AXIOSKOP 2 plus, Hal 100, Zeiss)

Fuente: Gonzales Lazaro M. 2014
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Como se puede observar en la Figura N° , las levaduras tienen una forma ovalada,
siendo en algunos casos redondeadas, se las ve en algunos casos en proceso de

gemacion. (Gonzales Lazaro M. 2014).

Las levaduras del género Saccharomyces (principalmente S. cerevisiae) son los
microorganismos responsables de la produccién de las bebidas alcohdlicas, ya que
fermentan y asimilan la glucosa y, normalmente, la sacarosa, la maltosa y la galactosa.
(Cuadro N° 7). (Hernandez, S. & Martinez, C., 2012). No fermenta rafinosa, trehalosa ni

lactosa. (Gonzales Lazaro M., 2014).

Cuadro N°7. Carbohidratos fermentables por Saccharomyces cerevisiae

Fermentacion
Glucosa +
Galactosa +
Sacarosa +
Maltosa +
Lactosa -
Rafinosa 1/3

Fuente: Hernandez, S. & Martinez, C. (2012).

a. Requerimientos nutricionales:

Saccharomyces cerevisiae requiere ciertos nutrientes y condiciones ambientales para
su apropiado crecimiento y reproduccién. Algunos elementos son basicamente
necesarios como por ejemplo carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno y fésforo. El
carbono sirve como fuente de energia y como material constitutivo de la masa celular.
El nitrégeno se encuentra en la célula formando parte esencial de las proteinas,
aminoacidos y acidos nucleicos; el fosforo se encuentra en los acidos nucleicos en la
lecitina y en diversos compuestos fosforilados que participan activamente en los
procesos de degradacion oxidativa y de intercambio energético (ATP, ADP, AMP,
NADP). Para que las fuentes de nitrégeno, fésforo y carbono presentes en el sustrato
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sean aprovechados por la levadura se requiere que se encuentren en forma asimilable
(Fajardo y Sarmiento, 2008).

En condiciones aerbbicas la levadura necesita para su crecimiento las siguientes
vitaminas: pantotenato de calcio, piridoxina, tiamina y biotina. En condiciones
anaerdbicas con presencia de inositol tiene un crecimiento 6ptimo. (Gonzales Lazaro M.
2014).

¢) Requerimientos fisicoquimicos.

El crecimiento de Saccharomyces cerevisiae se ve favorecido por un pH aproximado de
4.0 a 5.0 y no se desarrollan bien en medio alcalinos a menos que se hayan adaptado
al mismo. A pesar de la tolerancia bastante amplia de esta para las variaciones de pH a
partir de los sustratos habitualmente usados en los medios de cultivo forman productos
en especial acidos que influyen en el crecimiento celular, produccion enziméatica y
utilizacion de glucosa. Asi por ejemplo, algunas investigaciones han observado que con
un pH inicial del medio a valores entre 4.0 y 4.5 se obtiene mejor crecimiento (Fajardo y
Sarmiento 2008).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura catalogada como acidofila, el pH de
crecimiento ronda de entre 4-7, aunque a valores de 8-9 puede fermentar metabolitos
considerados por la via metabdlica glicérica. A pH de 7 aumenta la formacion de
biomasa y disminuye el proceso fermentativo de produccion de etanol por via de EMP.
A pH ligeramente &cidos se ve favorecida la ruta metabdlica EMP para fermentacion
alcohdlica. (Hernandez, S. & Martinez, C. 2012).

DESTILACION

La destilacion es una operaciéon unitaria, es uno de los métodos mas utilizados para
separar y purificar liquidos. El objetivo principal de este proceso es aprovechar las
diferentes volatilidades de los componentes presentes en una mezcla y separar los
volatiles de los no volatiles. La efectividad de esta operacion unitaria depende de la
cantidad de la muestra, el equipo de destilacion que se utilice, la formacion de
azeobtropos, entre otros (Angulo Valencia, A., 2010).

El objetivo consiste basicamente en separar el etanol del agua. El etanol es una
sustancia mas volatil que el agua, pues su presiéon de vapor es menor, por tanto
cualquier par de sustancias que no tengan tensiones de vapor idénticas en todo el

intervalo de temperaturas pueden separarse por destilacion. A presién atmosférica las
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temperaturas de ebullicion son 78,2 °C y 100 °C para el etanol y el agua
respectivamente, se considera que para realizar una destilacién sencilla la diferencia
entre puntos de ebullicion debe ser de unos 70 a 80 °C, por tanto la destilacion de la
mezcla etanol agua se realiza por destilaciones sencillas repetidas. Este proceso va
obteniendo un vapor que es cada vez mas rico en el componente mas volatil; el etanol,
este se vuelve a destilar y asi sucesivamente el liquido se va enriqueciendo en etanol.
(Arimuya M. y E. Tecco Pisco 2014).

Entre los principales tipos de destilacién se consideran:

a. Destilacion Flash o de Equilibrio: esta destilacion ocurre en una sola etapa,
se caracteriza porque la mezcla liquida se vaporiza parcialmente, luego se
establece un equilibrio entre la fase liquida y la de vapor, para luego separarse.
Este tipo de destilacion no es muy recomendable para separacion de
componentes de volatilidades parecidas. (Gallinar Tercero; A. G., 2015).

b. Destilacion Simple por lotes o diferencial: esta destilacion es la que se realiza
generalmente en laboratorios cuando no se tiene un sistema de reflujo, el vapor
gue se produce va directamente hacia un condensador. La destilacién simple se
realiza calentando la mezcla liquida inicial hasta su punto de ebullicién; en el
liquido a medida que pasa el tiempo va disminuyendo la concentracion de los
componentes mas volatiles (Angulo Valencia, A., 2010).

c. Destilacion simple con arrastre de vapor: cuando los liquidos tienen un punto
de ebullicion muy alto no se puede destilar a presion atmosférica, puesto que la
temperatura necesaria para esta separacion no se alcanza con un montaje de
destilacion simple. La mayoria de sustancias de alto punto de ebullicibn son
insolubles en agua, el arrastre de vapor permite que se alcance la separacion a

temperaturas bajas. (Gallinar Tercero; A. G., 2015).

Solidos Solubles (°BRIX).

En esta prueba se mide la cantidad de elementos solubles presentes en la muestra,
mediante la refractometria, la cual esta dada por la desviacion de angulo luminoso, los
azucares, acidos organicos y alcoholes hacen parte de estos elementos solubles. La
concentracion en sélidos solubles de una solucibn se expresa en grados Brix.
Originariamente, los grados Brix son una medida de densidad. Un grado Brix es la
densidad que tiene, a 20° C, una solucion de sacarosa al 1 %, y a esta concentracion

corresponde también un determinado indice de refraccion.
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Como los sélidos no son solamente sacarosa, sino que hay otros azlcares, acidos y
sales, un grado Brix no equivale a una concentracion de soélidos disueltos de 1g/10ml.
Los grados Brix son, por tanto, un indice comercial, aproximado, de esta concentracion

gque se acepta convencionalmente como si todos los sélidos disueltos fueran sacarosa.

2.1.1. Estudios relacionados a la Investigacion

Los residuos sélidos han ocasionado impactos ambientales negativos por su dispaosicion
inadecuada y porque cada vez son mas, asunto asociado al incremento de la poblacién
humana, a los procesos de transformacién industrial (globalizacién), y a los habitos de

consumo de los individuos. (Jaramillo G. y L. Zapata, 2008).

Desde hace varias décadas los residuos agroindustriales han sido un foco de atencién
para varios investigadores a nivel mundial, debido a que parte de sus constituyentes
pueden ser materia prima para generar diversos productos de interés, esta situacion
sigue prevaleciendo en la actualidad y se prevé que continuarda en el futuro. (Saval S.
2012).

En costarica, Lépez C., M. Molinay A. Huguet (2004), evaluaron la produccion de etanol
por fermentacién a partir de cuatro sustratos diferentes preparados por hidrélisis de
banano maduro. Dichos sustratos fueron la pulpa, la fruta completa, el jugo de la pulpa
y el jugo de la fruta. Para la hidrélisis de la pulpa y de la fruta se probaron dos grupos
de enzimas: a) -amilasas, -amiloglucosidasas y b) pectinasas. Se encontré6 que la
hidrélisis con pectinasas es la que genera mayores rendimientos de jugo, con el menor
consumo energético. En la fermentacion se estudié la produccién de etanol para ser
utilizado como combustible, considerando como variables de disefio el tipo de sustrato,
el tiempo de fermentacion, la concentracion inicial de S. cerevisiae y la tasa de dilucién
del sustrato. Ademas, se dio seguimiento cinético a la fermentaciéon en un volumen de 5
L durante 35 h. Los rendimientos de etanol mas altos se obtuvieron mediante la
fermentacion de los sustratos de pulpa y fruta. El rendimiento maximo fue de 0,0742 L

de etanol/kg de banano de la fruta completa.

En Colombia Monsalve G., J., Medina de Pérez, V., & Ruiz Colorado, A. (2006)
evaluaron la hidrélisis acida del almidon presente en yuca y de la celulosa presente en
cascara de banano y su posterior fermentacion a etanol, se ajustaron los medios de
fermentacion para los microorganismos Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-2034 y
Zymomonas mobilis CP4. Se caracterizo la cascara de banano, la cual posee un
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contenido de almidén, celulosa y hemicelulosa que representan mas del 80 % de la
céscara ameritando el estudio de ésta como fuente de carbono. Reportaron que la
hidrélisis acida de cascara de banano produce 20 g/l de azucares reductores. Para la
Yuca con 170 g/l de almidon a; pH 0.8 en 5 horas se logra conversion completa a
azucares reductores y no se nota ningun efecto inhibitorio por parte de los cultivos
realizados con cascara de banano y yuca por la presencia de cianuro en la yuca y por
la formacion de compuestos toxicos al hidrolizar la celulosa en banano. Para la
fermentacion realizada con Sacharomyces cerevisiae se logra una concentracién de
etanol de 7.92+0.31% y no se aprecia una produccién considerable de etanol (menor de

0.1 g/l) para ninguno de los medios fermentados con Zymomonas mobilis.

En México, Gil-Horan et. al., (2008), realizaron una investigacién que tuvo como objetivo
proponer un proceso para la obtencién de acido lactico a partir de la biotransformacion
de cascara y bagazo de naranja en fase sélida con Rhizopus oryzae. Como producto se
obtiene un concentrado que cumple con el estandar del Codigo Quimico de Alimentos
(FCC, Food Chemical Codex) en grado alimenticio. Se evaluaron tres técnicas de
separacion solido-liquido (prensado mecanico, centrifugacion vy filtracion al vacio), al
mismo tiempo que se determind la maxima cantidad necesaria de agua para llevar a
cabo la extraccion del acido Ilactico presente en el sélido biotransformado.
Posteriormente, evalud la viabilidad técnica de utilizar operaciones de intercambio iGnico
como pasos intermedios para la reduccion de impurezas. Asimismo, se evaluaron y
compararon dos procesos: (a) Esterificacion del acido lactico con 1-butanol y (b)
Cristalizacion evaporativa de sales de sulfato de calcio, como posibles rutas de
separacion secundaria y concentracion. Los resultados experimentales permitieron
generar una hoja de proceso para llevar a cabo balances de materia y energia teoricos
usando el programa SuperPro Designer® 6.0, apoyandose con los paquetes Aspen Plus
y Aspen Split® 11.1 para la estimacion de propiedades fisicas y termodinamicas, asi
como del equilibrio de fases en las diferentes unidades del proceso. Dicha simulacién
permitié identificar que una planta con capacidad de procesamiento de 400 ton/afio de
cascara de naranja con 12% p/p de humedad puede transformar los desechos de una
planta de jugo de tamafio medio con una produccién de 5.5 ton/afio de solucién de &cido

lactico al 36% en masa.

En Colombia, Tejeda L. (2010), realiz6 un trabajo cuyo objetivo fue obtener bioetanol a
partir de cascaras de naranja (Citrus sinensis) y pifia (Ananas sativus). Se determing el

contenido de azuUcares reductores de los materiales lignocelulésicos. Mediante un
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pretratamiento fisico se redujo el tamafio de las muestras y, la remocién de lignina se
realizé con hidroxido de sodio y sulfato de calcio. La hidrélisis 4cida se llevo a cabo con
acido sulfarico al 5% a 125°C y 15 psi para obtener un jarabe azucarado. Este jarabe
fue fermentado con Saccharomyces cerevisiae en un reactor con agitacion durante 7
horas. El etanol obtenido fue separado por microdestilacion. Se determiné el contenido
de etanol por cromatografia de gases y se encontrd, finalmente, que con las cascaras
de naranja se obtuvo mayor contenido de etanol, 8.4 mg/g, que con las céscaras de

pifia, 1.0 mg/g.

En costa rica, Araya-Cloutier C. (2010), realiz6 una investigacion que tuvo como objetivo
evaluar el potencial de un desecho agroindustrial de pifia para su utilizacién en la
produccién de acido lactico por fermentacion, utilizando Lactobacillus casei subespecie
rhamnosus. Se realizaron fermentaciones del sustrato de pifia como tal e hidrolizado
enzimaticamente con invertasa. El tratamiento enzimatico permiti6 aumentar el
rendimiento de 84 a 98% (m/m) y la concentracion de &cido lactico de 64 a 75 g/L, al
obtenerse un consumo total de los azlcares presentes en el medio hidrolizado, en
comparacion con la fermentacion del medio sin hidrélisis que presenté una
concentracion residual de sacarosa de 15 g/L. La productividad total del proceso de
fermentacion del medio sin hidrdlisis fue de 5,4 g/h de &cido lactico, mientras que la
fermentacion del medio invertido obtuvo una productividad menor de 4,3 g/h; esto
producto del aumento en el tiempo total de fermentacién de 35 a 40h al hidrolizar la
sacarosa. La productividad maxima disminuyd de 5,5 a 3,9 g/L.h de acido lactico, al
realizar el tratamiento enzimatico. Debido a la alta eficiencia obtenida en la conversion
de los azUcares en &cido lactico, la hidrélisis enzimatica del medio es la mejor opcién
para obtener una concentracidén mayor de este compuesto y para su potencial aplicacion

en la produccion de plasticos biodegradables.

En México, Antonio Cruz R. et al. (2011), realizaron un estudio con el objetivo fue obtener
celulosa y bio-etanol del bagazo de pifia (desecho agricola). La finalidad fue estudiar un
proceso para extraer celulosa del bagazo de pifia, y mediante hidrélisis acida de celulosa
y bagazo se obtuvo glucosa. Esta glucosa se neutralizé a pH de 5 y se realiz6 la
fermentacion en un medio anaerobico, utilizando el microorganismo Saccharomyces
cerevisiae, variando tiempos de fermentacion (36, 40, 48 y 72 h) y manteniendo la
temperatura a 30°C. La celulosa obtenida presenté una conversion del 60% y mediante

FTIR se corroboro que la celulosa fue tipo Il. Se obtuvo bio-etanol mediante destilacion,
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presentando un rendimiento del 35% con bagazo y del 57% con celulosa con un tiempo

de fermentacion de 48 y 72 h, respectivamente.

En el Salvador, Herndndez D. y C. Martinez (2012), en su trabajo de tesis, tiene como
objetivo general “Obtencién de etanol por via fermentativa a partir de cascaras de
Ananas comosus (pifia) evaluando dos de sus principales variables (pH y grados Brix),
usando como microorganismo productor Saccharomyces cerevisiae”. Los aportes de
esta investigacion se fundamentan principalmente en las condiciones Optimas a las
cuales se obtienen los mejores resultados de fermentacion. Siendo estos: el mayor pH
para produccién de etanol es 4, los grados Brix 6ptimos son 20, el mayor tiempo de
fermentacion ronda las 72 horas con un 24 % de rendimiento y un grado alcohdlico de

50; fuera de estos parametros la calidad se ve sacrificada.

En Colombia, Duban Gonzalez A. (2013) realiz6 un trabajo que trata de sustentar
conceptual y metodolégicamente la importancia de aprovechar los residuos orgénicos
generados en una Central de Abastos para obtener productos intermedios de alto valor
agregado que seran utilizados bajo un concepto denominado "produccion de alimentos
funcionales desde la nutricion animal". De esta forma, expone la importancia de los
ingredientes bioactivos presentes en la dieta y su relaciébn con la salud humana,
abordando la informacion disponible actualmente para producir alimentos funcionales y
finalmente mostrando un panorama general de como incorporar sustancias bioactivas
provenientes de residuos agroindustriales en la dieta animal y su impacto en la calidad

de los productos derivados para consumo humano.

En México, Jiménez B. (2014) realiz6 un trabajo cuyo objetivo fue obtener fue la
produccién de carbon activado (CA) a partir de los residuos celulésicos de la pifia
(Ananas comosus L.), cascara y corona, mediante su activacién quimica utilizando como
agente activante 4cido fosforico. La experimentacion se llevo a cabo en dos etapas. La
primera etapa consistié en la activacién quimica de los residuos de pifia, variando el
volumen de agente activante (10 y 30 ml) y la temperatura de pir6lisis (500, 550 y 600
°C), para posteriormente ser neutralizados y acondicionados. En la segunda etapa se
evaluo la capacidad de adsorcién de los CA mediante la técnica de la capacidad de
adsorcion del azul de metileno, a partir de una solucién de 100 ppm de concentracién.
Los resultados obtenidos muestran un rendimiento en CA entre 5.50% (corona, 10 ml
de acido fosforico, 500 °C) y 11.50% (cascara, 30 ml de acido fosfoérico, 550 °C). Por

otro lado, la capacidad de remocién del azul de metileno fue superior al 90% para todos
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los CA obtenidos. Esta capacidad de remocion corresponde a las caracteristicas de
adsorcion de los carbones denominados mesoporosos. Por lo tanto, se demuestra que
si es posible obtener carbon activado a partir de residuos celulésicos de pifia con una
buena capacidad de adsorcién, siendo una alternativa para disminuir el impacto

ambiental generado por estos residuos agroindustriales.

En Colombia, Duque Quinaya S. (2014), realizé un trabajo que tuvo como objetivo
evaluar la posibilidad de producir glucosa a nivel industrial considerando varias escalas
de produccion (1, 5 y 26 toneladas mensuales), se considerd la evaluacién con base a
caracteristicas fundamentales para entender completamente el proceso y se
consignaron en 8 capitulos que consideran: La logistica, Experimentacion y pilotaje,
Adecuacion, Transformacion, separacién, evaluacion de la céscara, evaluacion
econdmica, Impacto ambiental. Se desarrollaron tanto simulaciones como evaluaciones
matematicas de los equipos, y requerimientos necesarios para el desarrollo del proceso.
Como resultados se encontraron costos de proceso de 2329 pesos por kg, ingresos
promedios de mil millones de pesos anuales para una escala de 26 toneladas,
posibilidad de generar 17 empleos directos con apoyo a 38 asociaciones. Ademas se
encontré que Manizales era la mejor ubicacion para la planta, el proceso puede producir
también 840 kg/mes de &cido glutamico. El rendimiento final de produccion de glucosa
obtenido fue de 226 kg de glucosa por tonelada de platano. Al final se obtuvo un proceso
con tecnologias simples para obtener un producto multi-transformable de valor agregado
como base para una biorefineria.

En México, Gonzéalez-Sanchez M. et. al., (2015), realizaron un trabajo que tuvo como
objetivo estudiar la biodegradabilidad, la produccion de metano y el comportamiento de
poblaciones de eubacterias y arqueobacterias durante la digestion anaerobia de
residuos de platano, mango y papaya provenientes de la agroindustria, adicionando un
in6culo microbiano. Los residuos de mango y platano tenian mayor contenido de materia
orgéanica (94 y 75 %, respectivamente) que el residuo de papaya con base en su relacién
sdlidos volatiles/solidos totales. Después de 63 dias de tratamiento, la mayor produccion
de metano se observd en la digestion anaerobia del residuo de platano: 63,89 ml de
metano por g de demanda quimica de oxigeno del residuo. Los resultados del potencial
bioquimico de metano demostraron que el residuo de platano tiene el mejor potencial
para ser usado como materia prima en la produccion de metano. A través de un analisis
por PCR-DGGE con oligonucleétidos especificos se logré evaluar el tamafio y la
composicion de las poblaciones de eubacterias y arqueobacterias presentes en la
digestién anaerobia de residuos agroindustriales a lo largo del proceso.
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En Ecuador, Mitis Madrofiero H. (2015), realizé un trabajo que tuvo como objetivo la
evaluacion del proceso de extraccion de etanol a partir de: Ananas comosus (Pifia),
Citrus reticulata (Naranja) y Musa paradidisiaca (Banano) e indica que hay factores que
pueden influir en su proceso de obtencibn como son el tipo de fruta en el proceso
fermentativo que puede influir en la calidad y cantidad del producto final, el contenido de
°Brix del mosto por lo que son azucares, se convierten en alcohol durante la
fermentacion. Sefiala que a medida que los grados Brix disminuyen, la cantidad de
alcohol en liquido aumenta y que la relacion agua — jugo, y jugo puro influyen en el
rendimiento de contenido de alcohol.

En Colombia, Santos A. y D. Zabala (2016), evaluaron la viabilidad de obtener alcohol
a partir de los residuos organicos que se generan en la empresa Alimentos SAS S.A.S.
realizando la experimentacion con los residuos de limon, lulo, maracuya, mango y mora,
teniendo en cuenta la composicion quimica de cada uno de ellos. Con el objetivo de
seleccionar los residuos se realiz6 una matriz de seleccion, la cual pas6é por dos
condiciones de evaluacion, la primera relacionaba la cantidad de residuos que produce
cada una de las frutas y la frecuencia con que se generan estos residuos. La segunda
condicion relacionaba variables quimicas (sélidos totales y pH), y de acuerdo con los
resultados se seleccionaron los seis residuos mencionados anteriormente.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION.
* La realizacion del presente estudio de investigacion se dio lugar en condiciones de
laboratorio en las instalaciones de los laboratorios de la Universidad Le Cordon

Bleu y de la Universidad Nacional del Callao.

3.2. MATERIALES

3.2.1. Materiales

a. Materiales de vidrio y otros:

* Vasos de precipitado de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml.
* Probetas de 100, 250, 500 y 1000 ml.

* Buretas de 25y 50 ml.

* Pipetas volumétricas de 2, 5y 10 ml.

* Recipientes pyrex

* Placas petri

* Luna de reloj

43



Tubos de ensayo de vidrio (1,5 x 16,0 cm)
Embudos de vidrio

Termometro de -10°C a 250°C
Soporte Universal con pinzas
Recipientes de porcelana
Cuchillos de acero inoxidable.
Lienzo de tela de nylon

Frascos de vidrio

Papel filtro Whatman N° 1y N° 4
papel pH indicador con escala
Cocina eléctrica

Espétulas

Varilla de vidrio

Pro-pipetas

Cronoémetro.

Picetas

Gradillas y otros.

b. MATERIAL BIOLOGICO

La obtencién de las cascaras de pifia se realizé a partir de cascaras de pifia

variedad Golden acopiada en puestos de jugos de frutas del pabellén de frutas y

verduras, ubicados en el mercados de Lima y Callao. Durante el periodo del

estudio se llegaron a utilizar 10 kilos de cascara de pifia que permitieron obtener

los mostos para la fermentacion que se obtuvo durante los meses de marzo a

octubre del presente en condiciones de laboratorio a temperatura ambiente.

Para

Fleischmann.

c. Reactivos

Agua potable
Agua destilada

la fermentacion alcohdlica se utilizd levadura seca

instantanea

Hidroxido de sodio 0,1y 1 Ny al 5% 0O Solucién de acido citrico al 1% (w/v).

Solucién de Bicarbonato de sodio al 1%(w/v).

Reactivo de Benedict

Fosfato de amonio (NH4) 2PO4
Sulfato de amonio (NH4) 2SO4
Sulfato de zinc ZnSO4

Sulfato de manganeso MnSQO4
Sulfato de magnesio MgSO4
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Solucién de fenolftaleina al 1%

3.2.2. Equipos

Balanza de precisién DT-300A

Balanza Analitica Adam

Agitador magnético Fratom
Refractometro 0 - 32% Brix RHB-32/ATC
Alcoholimetro a 20°C

Equipo de destilacion simple

Medidor portétil de pH Hanna

Estufa

Incubadora

Refrigeradora
MATERIALES Y REACTIVOS UTILIZADOS
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EQUIPOS
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3.3. METODOS

La metodologia seguida se baso en el conocimiento cientifico y tecnoldgico disponible.
Para evaluar las variables de estudio se realiz6 los andlisis en los laboratorios de la
Universidad Le cordon Bleu y de la Universidad Nacional del Callao.

En el acondicionamiento se realiz6 el tratamiento y estandarizacion de las cascaras de
pifia y la adicion del sustrato (azucar/agua), 0,01% de levadura; una vez listo el mosto
dulce a tres diferentes grados Brix (20, 23 y 25) y 3 niveles de pH (3,4 y 5) se inicio el
ciclo de fermentacion durante 10 dias, consecutivamente terminado este proceso se

filtro y se realiz6 la destilacion para su posterior determinacion por alcoholimetria.

Recoleccion y conservacion de la materia prima

Al ser la cascara de pifia una materia prima organica, cuyos componentes son de facil
degradacion se considera de gran importancia que su transporte sea en el menor tiempo
posible y que se disponga de recipientes que aislen el calor o que en su defecto,
disminuyan el impacto de la luz sobre la céscara. Adicionalmente, respecto a su

conservacion debe generarse condiciones aisladas para evitar contaminaciones y a
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temperaturas no menores a 4°C para evitar su congelacion, mas en lo posible procurar

su disposicién inmediata a pretratamiento.

Durante el presente estudio de investigacion se procedié en forma continua a realizar la
primera etapa experimental de la investigacion que consistia en el tratamiento y
estandarizaciébn de las cascaras de pifla y la preparacion y estandarizacion del
microorganismo productor (Saccharomyces cerevisiae) para las diferentes pruebas y

analisis de la presente investigacion.

Se realizd aplicando las modificaciones al proceso de produccidon de etanol que se
realizé durante el primer, segundo y tercer trimestre de la investigacion para obtener
suficientes datos para la interpretacion de los resultados y para corroborar los resultados

obtenidos en la calidad del etanol a partir de cascara de pifia.

Para llevar a cabo el presente trabajo, el estudio se segmento en tres etapas. Se

establecieron los métodos especificos para cada una de ellas, descritos a continuacion:

ETAPA 1. Tratamiento y estandarizacion de las cascaras de pifia.
Preparacion 'y estandarizacion del microorganismo productor
(Saccharomyces cerevisiae)

ETAPA 2: Proceso fermentativo de las cascaras de pifia por Saccharomyces cerevisiae.

ETAPA 3: Caracterizacion final del mosto alcohdlico.

El procedimiento completo desarrollado fue el siguiente:

1. Tratamiento y estandarizacion de las cascaras de pifia

» Esnecesario que las cascaras de pifia sean seleccionadas descartando aquellas
gue presentaban dafio causado por insectos o presencia de enfermedades.

» Se procedi6 luego al pesado de las cascaras de pifia, y posterior lavado de la
mismas con agua potable para eliminar las impurezas vy tierra adherida en las

cascaras.
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Los residuos de cascara de pifia luego de ser seleccionados, fueron sometidos
a un proceso de trozado fino, con el fin de disminuir el tamafio de la materia
prima y asi tener una mayor area de contacto entre el sustrato, la levadura y los
reactivos quimicos que se van a utilizar para facilitar la fermentacién alcohdélica

gue sigue el proceso.

Luego las cascaras fueron sometidos a un tratamiento térmico en agua
(proporcién 1:2) a punto de ebullicibn durante 1 hora, para facilitar el
desprendimiento de la lignina presente en estos y producir el ablandamiento de
las cascaras. Para el mantenimiento de la temperatura del agua se utilizaron

cocinas eléctricas como fuente de calor.

Este procedimiento también permitia la muerte o eliminacién de la flora
microbiana acompafiante no deseable en las cascaras de pifia y preservar de
esta manera el sustrato en buenas condiciones para su fermentacion y evitar la
competencia microbiana por los nutrientes del medio.

Posteriormente se licuaron las cascaras de pifia y se observo los °Brix iniciales
con el fin de ajustarlos a los requeridos en el presente estudio.

La medida de los grados °Brix iniciales se realiz6 mediante un Refractometro de
0 - 32% Brix RHB-32/ATC, para ello se coloc6 la muestra en el foco del prisma,
mirando por el ocular, dirigiéndose hacia la luz hasta visualizar una linea definida
en el espacio de observacion y se procedi6 a leer el indice de refraccion en la
escala superior.

Posteriormente se filtraron.

2. Activacion de la Levadura.

En un vaso de precipitado se colocé 20 ml de agua estéril y 3 g. de azucar, luego
adicionamos y diluimos 0.4 g., de levadura (como lo reportan Arimuya M, y E.
Tecco Pisco. 2014). Se utiliz6 levadura comercial seca instantanea.
Homogenizamos la mezcla en el agitador magnético por 5 minutos.
Cubrimos la mezcla y la dejamos reposar de 15 a 20 minutos a temperatura a

30°C en la incubadora.

3. Acondicionamiento del mosto al contenido de sélidos solubles del mosto

(grado brix) de los tratamientos
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Se procedi6 a regular el filtrado de las cascaras a los °Brix requeridos (20, 23y
25°Brix)

El Ajuste de los grados °Brix se realiz6 mediante la adicion de azucar hasta llegar
a los °Brix requeridos tomando en consideracion los grados Baume.

Un grado Baumé equivale a 17 gramos por litro de azlcar o peso potencial del
mosto que son conceptos equivalentes ya que 17 gramos de azucar por litro
producen un grado de alcohol. (Amerine M.A. & Ough C.S.,2001).

La relacién entre °Brix y °Baumé se reflejada de la siguiente manera: grados
Baumé (°Be) se multiplica por 1,8 (aproximadamente) para determinar los
grados °Brix (°Be x 1,8 = °Brix). (Amerine M.A. & Ough C.S.,2001).

Se hicieron las medidas triplicadas con un Refractdmetro 0 - 32% Brix
RHB32/ATC a temperatura ambiente.

4. Ajuste del pH de los mostos dulces de cascara de pifia:

Para evaluar la influencia del pH los mostos dulces en la fermentacién alcohdlica,
se preparé las muestras de 1000 ml, de la cascara de pifia licuada y filtrada.

Se midi6 el pH inicial y se ajusto el pH del mosto a valores de: 3, 4, 5
respectivamente, usando acido citrico al 1% (w/v) para disminuir el pH vy
bicarbonato de sodio al 1% (w/v) para incrementar el pH.

Para comprobar el ajuste del nivel de pH se utiliz6 papel pH indicador con escala

mediante inmersién directa en la muestra.

. Preparacién de la solucién de Nutritiva.

Debido a que al mismo tiempo la levadura utiliza la glucosa y nutrientes
adicionales para metabolizarlos y reproducirse, es necesario que a los procesos
se les debe ayudar complementando con la adicién de nutrientes, control de
niveles de azlcar y levadura para que enriguezcan la fermentacion.

Para preparar la solucién nutritiva, en un vaso de precipitado afiadimos 20 ml de
agua destilada y luego agregamos: 2,5 mg de Fosfato de amonio (NH4) 2PO4, 5
mg. de Sulfato de amonio (NH4) 2SQa4, 2,5 mg. de Sulfato de zinc ZnSO4, 0,5 mg.
de Sulfato de manganeso MnSO4 y 0,5 mg. de sulfato de magnesio MgSOa..
(como lo reportan Arimuya M, y E. Tecco Pisco. 2014).

Diluimos a 100 ml y guardamos para su posterior uso.
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6. Inoculacion de la levadura.

Para la fermentacién se adiciono a los mostos dulces, la levadura
Saccharomyces cerevisiae libre en proporcion de 0.08g/100g (dato
recomendado segin Alban & Carrasco, 2012).

Como fermentadores o biorreactores de tipo estatico, se utilizaron frascos de
vidrio de 1000 ml de capacidad, que fueron esterilizados previamente a fin de
evitar la contaminacién y el desarrollo de otro tipo de microorganismos que
alteren el proceso de obtencién de alcohol.

En los frascos, se afadio 850 ml de los mostos dulces de cascara de pifia con
los 03 diferentes niveles de grados Brix (20. 23 y 25°Brix) y con los 03 niveles de
pH (3,4y5).

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 afiadi6 5 ml de la solucion nutritiva, para seguir a la fermentacion,
homogenizamos en el Agitador magnético Fratom y cerramos herméticamente,
colocando manguera conectada desde el frasco a un vaso con agua que

contiene una cucharadita de bicarbonato de sodio.

7. Fermentacion Alcohdlica.

Se inicié fermentacion alcohdlica a temperatura ambiente en los frascos sin
agitacion.

La fermentacion se realizdé a temperatura ambiente tomando en consideraciéon
gue segun (Torija M. et. al., 2002) el rango habitual de temperaturas de todo tipo
de vinificaciones es de 15 a 35°C.

La fermentacion se realizé por triplicado para cada parametro de evaluacion.
Al tercer dia se realiz6 una primera filtracion de los residuos sélidos de las

cascaras de pifia.

Se control6 la fermentacion de los mostos alcohdlicos por 12 dias los cambios
de grados Brix y pH en cada tratamiento evaluado para determinar los efectos
de la combinacion de ambas variables en los grados alcohdlicos y etanol
producido por la levadura.

Se midi6 el pH final de la fermentacién alcohdlica en cada tratamiento.

Se hizo la conversién de los datos de °B x a GA utilizando la Tabla de Conversion
de Gravedad Especifica a °Baumé - °Brix - °Alcohol (Amerine M.A.

& Ough C.S., 2001).
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8. Destilacién de los mostos alcohélicos

* En los mostos alcohdlicos (fermentados) antes de ser destilados se realizé un
segundo filtrado de los residuos sélidos, reduciendo problemas en el equipo de
destilacion.

» La destilacion del producto fermentado se hizo a nivel laboratorio, se tomaron
250mL de cada uno y se llevaron al montaje de destilacién simple durante dos
horas en un rango de temperatura entre 70°C y 80°C para aislar el etanol de las
distintas sustancias en el mosto.

« Al final, el volumen destilado fue medido volumétricamente y se guardd en

botellas de vidrio.

9. Cuantificacion por alcoholimetria del etanol destilado

+ Se determiné el contenido del alcohol destilado (en %) en cada tratamiento
utilizando el Alcoholimetro a 20°C.

+ Se determind la acidez titulable de etanol destilado.

PROCESO DE OBTENCION DEL ETANOL

En la Figura N°9 se indica el diagrama de proceso de obtencidn del etanol a partir de

cascaras de Pifa.

Figura 9. Diagrama de proceso aplicado para obtener Etanol a partir de cascara de

pifia.
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A continuacion se muestran las fotos del proceso.

« SELECCION DE LA CASCARA DE PINA
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« PESADO DE LA CASCARA
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LICUADO Y HOMOGENIZACION DEL MOSTO

ACONDICIONAMIENTO DEL MOSTO AL CONTENIDO DE SOLIDOS SOLUBLES
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DEL MOSTO (GRADO BRIX) DE LOS TRATAMIENTOS

(20, 23 y 25 °Brix)
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ACONDICIONAMIENTO DEL MOSTO AL pH DE LOS TRATAMIENTOS
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(PH 3,4y 5)

ACTIVACION DE LA LEVADURA.
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BSU 100

PREPARACION DE LA SOLUCION DE NUTRITIVA.

INOCULACION Y HOMOGENIZADO DE LOS MOSTOS CASCARA DE PINA.
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FERMENTACION DE MOSTOS

- PRIMER FILTRADO
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CONTROL DE GRADOS BRIX DURANTE LA FERMENTACION
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ALCOHOLICA

PRUEBA DE DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES
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DESTILACION DE LOS MOSTOS ALCOHOLICOS
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CALCULO VOLUMEN Y pH DEL ETANOL DESTILADO
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PRUEBA DE DETERMINACION CUALITATIVA DE AZUCARES
REDUCTORES DEL ETANOL DESTILADO

CUANTIFICACION POR ALCOHOLIMETRIA DEL ETANOL DESTILADO
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10. DETERMINACION DE HUMEDAD

Se determiné la humedad de la cascara de pifia. Se utiliz6 el método gravimétrico de
determinacion de humedad (NTP 209.264. 2001).

Para el calculo del porcentaje de humedad se empleé la siguiente ecuacion:

Pi— Pf
Pi

% Humedad = x 100

Donde Pi, es el peso inicial de la muestra antes de colocarla en la estufa, Pf es el peso
de la muestra después de someterla en la estufa.

Determinacién de humedad de la cascara de pifia:

» Pesar 10 gramos de cascara de pifia en una placa Petri (Se determiné en cinco
muestras).

* Colocar en la estufa de 100-110°C por 24 horas y luego volver a pesar.
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Determinacién de la acidez Titulable (INDECOPI, NTP 203.070).

El método consiste en determinar la acidez por medio de una titulacién acido-base con
una solucién de alcali estandarizado, expresando los resultados de la acidez titulable

como el equivalente en masa de 4cido citrico por ser el 4cido predominante de la pifia.

Para las mediciones de acidez titulable se colocaron 10 ml del alcohol destilado y se le

afadieron 2 gotas de fenolftaleina al 1% como indicador.

67



Posteriormente se titul6 con NaOH 0.1N hasta observar el primer tono rosado en el
destilado. Se realiz6 para todos los tratamientos evaluados por triplicado. La acidez fue
reportada como porcentaje de acido citrico segun el método NTP 203.070:1977
(REVISADA EL 2012)

Para el calculo de la acidez Titulable se empleé la siguiente ecuacion:

N x Vb x Megq.acido

%Acido : Vm x 100

N= Normalidad de la base (NaOH) usada para titular

Vb= Volumen de la solucién de la base usada para titular (gasto)
Meqg= Miliequivalente del acido

Vm= Volumen de la muestra

El miliequivalente para el acido citrico es de 0.064

Acidez titulable (Tratamiento °Brix 20)
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3.3.1. Evaluacion del producto

- El proceso de destilacion para producir etanol, se realiz6 en un equipo de
destilacion tradicional a 80°C durante 2 horas, el destilado obtenido se filtr6 y se
colocé en frascos para su analisis con el alcoholimetro, con la finalidad
cuantificar la cantidad de etanol, asi como determinar los caracteristicas
fisicoquimicas y el analisis cualitativo de azucares reductores con el reactivo de
benedict.

- Se anotaron los resultados de las pruebas realizadas para su analisis e
interpretacion estadistica.
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4. RESULTADOS

4.1. FERMENTACION DE LAS CASCARAS DE PINA

Para elaborar etanol a partir de cascara de pifia Ananas comosus se requiere utilizar
cascaras previamente seleccionadas descartando aquellas que presentaban dafio
causado por insectos, hongos o presencia de enfermedades para obtener mejores

resultados en el proceso de extraccion de etanol.
En el Cuadro N°8, se muestran los balances de materia en la obtencién de etanol de
cascaras de pifa a partir de 10 kilogramos de cascaras que se utilizaron en el presente

estudio.

Cuadro N°8. Balances de materia en la obtencion de etanol de cascara de Pifa.

Caracteristica Valor
evaluada

Peso de la cascara 10.00
(Kg.)

Humedad cascara de 71.84.
pifia (%)

pH 4.7

Variaciones de solidos solubles en el proceso fermentativo

Se observé que conforme aumentaban el tiempo de incubacién en el proceso
fermentativo de los mostos de las cascaras de pifia, iba disminuyendo en forma creciente
los grados Brix y formandose azucares reductores en diferentes niveles de acuerdo al
Grado Brix inicial (20, 23 y 25°Brix) y los pH (3,4 y 5) en cada tratamiento. Este descenso
es debido al alto porcentaje de sélidos solubles iniciales y de estos se alimentan las
levaduras durante la fermentacién y como van pasando los dias disminuia el porcentaje
de sadlidos solubles.

En todos los tratamientos el mayor descenso ocurri6 al tercer dia de la fermentacion (72
horas), siendo el mosto de cascara de pifia de 20°brix y pH 4 el que presento un
descenso mas rapido del °Brix llegando a 4.2 °Brix al dia N°7 de la fermentacion,
mientras el tratamiento de 25°brix y pH 5 fue mas lento el proceso fermentativo llegando
a 6.2°Brix al dia N°12 de la fermentacion (Figuras N°10, N°11y N°12).
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Figura N°. 10 Variaciones de solidos solubles (°Brix) durante el tiempo de
fermentacion de los mostos de Cascara de pifia de 20°Brix.

VARIACION DE GRADOS BRIX DURANTE EL TIEMPO DE
FERMENTACION DE LOS MOSTOS CASCARA DE PINA
(20 °BRIX)

¥°BrixapH3 M°BrixapH4 B °BrixapH5

=
8 0
at
= -
O « _ °BrixapH5
_ °BrixapH4
__ “BrixapH3
TIEMPO DE FERMENTACION (DIAS)
N°DIAS | °BrixapH 3 | °BrixapH 4 | °BrixapH5
1 20 20 20
3 6
5 5
7 4.2 5
10 4.6 4.2 5
12 4.6 4.2 5

Figura N°. 11 Variaciones de solidos solubles (°Brix) durante el tiempo de
fermentacion de los mostos de Cascara de pifia de 23°Brix.

GRADOS BRIX

VARIACION DE GRADOS BRIX DURANTE EL TIEMPO DE
FERMENTACION DE LOS MOSTOS CASCARA DE PINA
(23 °BRIX)

—— °Brixa pH 5
1 3"‘ — . L f"_ °Brix a pH 4
5 - _ | °“BrixapH3
10
12
DIAS DE FERMENTACION
N°DIAS °BrixapH3 | °BrixapH4 | °BrixapH5
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1 23 23 23
3 9
5 8
7 7 6.8 6.5
10 7 6.5 6.5
12 6.8 6.6 6.2

Figura N°. 12 Variaciones de sélidos solubles (°Brix) durante el tiempo de
fermentacion de los mostos de Cascara de pifia de 25°Brix.

VARIACION DE GRADOS BRIX DURANTE EL TIEMPO DE
FERMENTACION DE LOS MOSTOS CASCARA DE PINA
(25 °BRIX)

®°BrixapH3 M°BrixapH4 B°BrixapH5

= a
§ ) \ 2 “ o
g ?‘S\H* S ~ | °BrixapH5
1 '3 : : — %/ | ,\s q:’ :Br.ixa pH 4
7 0 - 12 — Brixa pH 3
DIAS DE FERMENTACION
N° Dias | °BrixapH 3 | °BrixapH 4 °Brixa pH 5
1 25 25 25
3 11 16 10
5 10 11
7 8 10
10 7 10 6.8
12 6.4 9.2 6.2

Il. Variaciones de grados alcohdlicos en el proceso fermentativo.

En todos los tratamientos el mayor aumento de los grados alcohdlicos ocurrié al tercer
dia de la fermentacion (72 horas), siendo el mosto de cascara de pifia de 20°brix y pH 4
el que presento un aumento mas rapido del alcohélico llegando a su nivel mas alto

(7.5°A) al quinto de la fermentacion.
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En el tratamiento de 25°brix el aumento de los grados alcohdlicos fue mas lento pero
registro los valores mas altos de grados alcohdlicos (9.3°A 'y 9.4°A) a pH 3y pH 5 al

doceavo dia de la fermentacién. (Figuras N°13, N°14 y N°15).

Figura N°. 13 Variaciones de los grados alcohdlicos (°A) durante el tiempo de
fermentacion de los mostos de Cascara de Pifia de 20°Brix.

VARIACION DE GRADOS ALCOHOLICOS DURANTE EL
TIEMPO DE FERMENTACION DE LOS MOSTOS CASCARA DE
PINA (20 °BRIX)

*—=°AapH3 B—°pAapH4 =—*=°AapH5
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DIAS DE FERMENTACION

N°DIAS ‘AapH3 |°"AapH4 [°PAapH5
1 0 0 0
3 7.5 7.5 7
5 7.5 7.5 7.5
7 7.5 7.9 7.5
10 7.7 7.9 7.9
12 7.7 7.9 7.5

Figura N°. 14 Variaciones de los grados alcohdlicos (°A) durante el tiempo de
fermentacion de los mostos de Cascara de Pifia de 23°Brix.
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VARIACION DE GRADOS ALCOHOLICOS DURANTE EL
TIEMPO DE FERMENTACION DE LOS MOSTOS CASCARA DE

PINA (23 °BRIX)

®=°AapH3 ~—W=°AapH4 =+ —°AapH5
8
% - 00 -mco -mm <r6°
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o

DIAS DE FERMENTACION

N°DIAS °‘AapH3 |"AapH4 |°PAapH5
1 0 0
3 7.5 7.5
5 7.5 8 8
7 8.1 8.3
10 8 8.2 8.3
12 8.1 8.2 8.4

Figura N°. 15. Variaciones de los grados alcohdlicos (°A) durante el tiempo de
fermentacion de los mostos de Cascara de Pifia de 25°Brix.

VARIACION DE GRADOS ALCOHOLICOS DURANTE EL
TIEMPO DE FERMENTACION DE LOS MOSTOS CASCARA DE
PINA (25 °BRIX)
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N°DIAS °‘AapH3 |"AapH4 |°PAapH5
1 0 0
3 4.5 7.5
5 7.5 7 8.5
7 8.5 7.5 9
10 7.5 9.1
12 9.3 7.9 9.4

Ill.  Comparacion del nivel de pHy Grado Brix respecto al grado alcohdlico.

En el tratamiento de 25°brix se registré los valores mas altos de grados alcohélicos

(9.3°Ay 9.4°A) a pH 3 y pH 5. Siendo el mosto de cascara de pifia de 20°brix apH 3y

pH 5 los menores grado alcohdlicos (7.7 y 7.5). En el tratamiento de 23°brix se

registraron valores intermedios de grados alcohdlicos. Cuadro N° 9 y Figura N° 16.

Cuadro N° 9. Relacion entre los Grados Brix y pH iniciales de los mostos de
cascara de pifia con los grados alcohdlicos obtenidos.

GRADOS Grados alcohélicos | Grados alcohdlicos
BRIX pH (mosto alcoholico) promedio
20 3 7.9 7.7
20 3 75
20 3 7.6
20 4 8 7.9
20 4 7.7
20 4 7.9
20 5 75 75
20 5 7.6
20 5 7.5
23 3 7.7 8.1
23 3 8.6
23 3 8.0
23 4 7.6 8.2
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23 4 8.7
23 4 8.2
23 5 8.1 8.4
23 5 8.7
23 5 8.5
25 3 9.4 9.3
25 3 9.5
25 3 9.0
25 4 7.4 7.9
25 4 7.6
25 4 8.6
25 5 10.6 9.4
25 5 8.3
25 5 9.4

Figura N°. 16. Relacion entre los Grados Brix y pH iniciales de los mostos de
cascara de pifia con los grados alcohdlicos obtenidos.

RELACION ENTRE LOS GRADOS BRIX Y PH CON LOS GRADOS
ALCOHOLICOS

pH5 ®pH4 EpH3

. )
25 * BRIX
o
° _______________________________________________J
23 ° BRIX *

20 BRIX s ——

GRADOS ALCOHOLICOS PROMEDIOS

TRATAMIENTOS DE GRADOS BRIX

IV. Comparacion del nivel de pH y Grado Brix respecto al con el Porcentaje de
etanol destilado.

En el tratamiento de 25°brix se registré los valores mas altos de Porcentaje de etanol

destilado (52.6 %y 49.7%) a pH 4 y pH 5. Siendo el mosto de cascara de pifia de 20°brix
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a pH 3y pH 4 los menores Porcentaje de etanol destilado (32 y 34%). En el tratamiento
de 23°brix se registraron valores intermedios de Porcentaje de etanol destilado. Cuadro
N° 10 y Figura N° 17. Los valores de acidez titulable se muestran en el cuadro N° 11

expresado en % de acido citrico.

Cuadro N° 10. Relacién entre los Grados Brix y pH iniciales de los mostos de
cascara de pifia con el Porcentaje de etanol destilado.

Porcentaje de
Porcentaje etanol
GRADOS de etanol destilado
BRIX pH destilado Promedio

20 3 34 32
20 3 30
20 3 32
20 4 35 34
20 4 33
20 4 35
20 5 42 40
20 5 40
20 5 38
23 3 39.5 38.3
23 3 39
23 3 36.5
23 4 37 39
23 4 41
23 4 39
23 5 35.5 36.8
23 5 39
23 5 36
25 3 42 39
25 3 37
25 3 38
25 4 46 52.6
25 4 52
25 4 60
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25 5 51 49.7
25 5 43

25 5 55

Figura N°. 17. Relacion entre los Grados Brix y pH iniciales de los mostos de
cascara de pifia con con el Porcentaje de etanol destilado.

RELACION ENTRE LOS GRADOS BRIX Y PH CON LOS
PORCENTAIJE DE ETANOL DESTILADO
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TRATAMIENTOS DE GRADOS BRIX
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% DE ETANOL PROMEDIOS

pH3 ®pH4 MpHs

Cuadro N° 11. Acidez titulable (Acido citrico) del etanol destilado en los
tratamientos de 20, 23y 25°Brix.

GRADOS BRIX | pH 3 pH 4 pH 5

20 °Brix 0,045 0,048 0,045

23 °Brix 0.048 0.042 0.049

25°Brix 0,038 0,038 0,045
5. DISCUSION

DISCUSION DE LAS VARIABLES EN ESTUDIO DEL ETANOL A PARTIR DE

Ananas comosus (pifia)

Los datos resultantes fueron procesados mediante diferentes andlisis estadisticos, con
el fin de observar el nivel de significancia de las variaciones de sdélidos solubles (°Brix)
y los niveles de pH sobre el porcentaje de etanol y grado alcohdlico.

Los métodos estadisticos fueron:
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- Anadlisis multifactorial de varianza, con el fin de observar si existieron diferencias
significativas en cada una de las muestras de acuerdo a los diferentes tratamientos.

- Anadlisis de contraste multiple de rangos; este procedimiento se llevara a cabo con
el fin de realizar una comparacion multiple para determinar las medias que son
significativamente diferentes unas de otras.

- Prueba de medias por minimos cuadrados; este procedimiento permite establecer la
media para cada nivel de factores, de igual manera permite presentar el error
estandar.de cada media la cual es una medida de la variabilidad en la muestra sobre
las diferencias encontradas del porcentaje de etanol y grado alcohdlico con relacion
al grado Brix y el nivel de pH.

5.1 COMPARACION DEL NIVEL DE pHy GRADO BRIX RESPECTO AL GRADO
ALCOHOLICO.

El Andlisis de varianza para cada una de las variables en estudio (Grado Brix y pH)
respecto al grado alcohdlico obtenido de cascaras de pifia Ananas comosus mostro los

siguientes resultados:

Factores inter-sujetos

N
pH 9
9
5 9
20 9
25 9

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Grados Alcohdlicos
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Suma de

cuadrados tipo Media
Fuente 1] gl cuadratica F
Modelo corregido 7.495(a) 4 1.874 4.789
Interseccion 1843.467 1 1843.467 4711.382
PH 1.241 2 .620 1.585
Grados_Brix 6.254 2 3.127 7.992
Error 8.608 22 391
Total 1859.570 27
Total corregida 16.103 26

Significacion
.006
.000
.227
.002

acuerdo a los andlisis realizados se encontro:

De

* A una significancia de 0.05<0.227, podemos concluir que no existe diferencias

significativas de los grados de alcohol respecto al nivel de pH.

* A una significancia de 0.05>0.002, podemos concluir que existe diferencias

significativas de los grados de alcohol respecto a los Grados Brix.

Medias marginales estimadas

1. Nivel de pH

Variable dependiente: Grados Alcohdlicos

Intervalo de confianza al

95%.

Limite
pH Media Error tip. Limite inferior superior
3 8.356 .209 7.923 8.788
4 7.967 .209 7.534 8.399
5 8.467 209 8.899

8.034 ‘

De acuerdo a los analisis realizados se encontro:

Se puede observar en los intervalos de confianza que no existe independencia entre los

pH

2. Contenido de Sdlidos Solubles (GRADOS BRIX)

Variable dependiente: Grados Alcohélicos

95%.
GRADOS BRIX Media Error tip. Limite inferior
20 7.689 .209 7.256
23 8.233 .209 7.801
25 8.867 .209 8.434

Intervalo de confianza al

Limite
superior
8.121

8.666
9.299

De acuerdo a los analisis realizados se encontro:
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Se puede observar en los intervalos de confianza que los Grados Alcohdlicos en los

mostos de 20 Grados Brix tienen diferencias significativas con los Grados Alcohélicos

en los mostos de 25 Grados Brix.

De acuerdo a Guzman R. (2013), el mosto para la fermentacion alcohdlica debe tener

un brix entre 16 y 20, pues si el brix es muy bajo el grado alcohdlico obtenido sera pobre.

Por lo contrario si el brix es muy alto la fermentacién no se efectia, pues la presion

osmética que se ejerce sobre los microorganismos es grande y no permite que actiien

sobre los azucares.

Pruebas post hoc pH

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Grados Alcohdlicos

DHS de Tukey

Intervalo de confianza al

95%.

Diferencia
entre medias Limite
(hpH (@) pH (I-J) Error tip. Significacion superior Limite inferior
3 4 .389 .2949 400 -.352 1.130
5 -.111 .2949 .925 -.852 .630
4 3 -.389 .2949 400 -1.130 .352
5 -.500 .2949 .229 -1.241 241
5 3 111 .2949 .925 -.630 .852
4 .500 .2949 .229 -.241 1.241

De acuerdo a los analisis realizados se encontroé:

La Prueba de Tukey al 5% de significancia, se observa que no existe diferencias

significativas entre los pH para los grados alcohélicos obtenidos. Todos son mayores a

0.05.

GRADOS BRIX

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Grados Alcohdlicos

DHS de Tukey

Intervalo de confianza al
95%.

Diferencia
entre medias Limite
(I) GRADOS BRIX (J) GRADOS BRIX (1-J) Error tip. Significacién superior Limite inferior
20 23 -.544 .2949 .178 -1.285 .196
25 -1.178(%) .2949 .002 -1.919 -.437
23 20 .544 .2949 .178 -.196 1.285

81




25 -.633 .2949 ‘ .103 -1.374 .107
25 20 1.178(%) 12949 | .002 437 1.919
23 .633 .2949 ‘ .103 -.107 1.374

De acuerdo a los andlisis realizados se encontro:

La Prueba de Tukey al 5% de significancia, se observa que existe diferencias
significativas entre los Grados Alcohdlicos en los mostos de 20 Grados Brix con los
Grados Brix (25), es menor a 0.05.

Residuo para g_oh
1

T T T T T T T T T
739 778 7.89 794 833 844 857 896 907

Valor pronosticado parag_oh

El grafico de correlacion nos indica que no existe interaccion entre el pH y los Grados
Brix, referente los Grados Alcohdlicos de los mostos fermentados, no podemos estimar
un modelo de tendencia.

5.2 COMPARACION DEL NIVEL DE pH y GRADO BRIX RESPECTO AL
PORCENTAJE DE ETANOL DESTILADO.

Factores inter-sujetos

N
pH 9
9
5 9
20 9
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25 | 9

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Porcentaje de Etanol Destilado

Suma de
cuadrados tipo Media
Fuente 1] gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido 865.704(a) 4 216.426 10.489 .000
Interseccion 43641.120 1 43641.120 2115.113 .000
PH 190.907 2 95.454 4.626 .021
Grados_Brix 674.796 2 337.398 16.352 .000
Error 453.926 22 20.633
Total 44960.750 27
Total corregida 1319.630 26
De

acuerdo a los analisis realizados se encontro:
* A una significancia de 0.05>0.021, podemos concluir que existe diferencias
significativas de los Porcentaje de Etanol Destilado respecto al PH encontrado
* A una significancia de 0.05>0.000, podemos concluir que existe diferencias

significativas de los Porcentaje de Etanol Destilado respecto a los Grados Brix.

Medias marginales estimadas
1. pH

Variable dependiente: Porcentaje de Etanol Destilado

Intervalo de confianza al
95%.

Limite
pH Media Error tip. Limite inferior superior
3 36.444 1.514 33.304 39.585
4 42.000 1514 38.860 45,140
5 42.167 1.514 39.027 ‘ 45.307

De acuerdo a los andlisis realizados se encontro:

Se puede observar en los intervalos de confianza que hay aproximaciones a
independencia entre los mostos de nivel de pH 3 con pH 4 y de pH 3 con pH 5; respecto
apH 4y pHS5 se puede observar que es fuerte la relacion es decir no hay cambios

significativos.

2. GRADOS BRIX
Variable dependiente: Porcentaje de Etanol Destilado
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Intervalo de confianza al
95%.
Limite
GRADOS BRIX Media Error tip. Limite inferior superior
20 35.444 1.514 32.304 38.585
23 38.056 1514 34.915 41.196
25 47.111 1.514 43.971 50.251

De acuerdo a los analisis realizados se encontro:

Se puede observar en los intervalos de confianza que los Porcentaje de Etanol Destilado
en los mostos de 20 Grados Brix tienen diferencias significativas con los Porcentaje de
Etanol Destilado en los mostos de 25 Grados Brix. En cambio con los Grados Brix 20

con 23 es poco las diferencias significativas.

Pruebas post hoc pH

Comparaciones multiples
Variable dependiente: Porcentaje de Etanol Destilado
DHS de Tukey

Intervalo de confianza al
95%.
Diferencia
entre medias Limite
(HhpH (@) pH (I-3) Error tip. Significacion superior Limite inferior
3 4 -5.556(*) 2.1413 .042 -10.935 -177
5 -5.722(*) 2.1413 .036 -11.101 -.343
4 3 5.556(*) 2.1413 .042 A77 10.935
5 -.167 2.1413 .997 -5.546 5.212
5 3 5.722(*) 2.1413 .036 .343 11.101
4 .167 2.1413 .997 -5.212 5.546

De acuerdo a los analisis realizados se encontro:

La Prueba de Tukey al 5% de significancia, se observa que existe diferencias
significativas entre los Porcentaje de Etanol Destilado de los mostos de nivel de pH 3
con 4y de pH 3 con pH 5 son menores a 0.05. En cambio entre los mostos de nivel de
pH 4 con pH 5 no existe diferencias significativas porque es mayor a 0.05.

GRADOS BRIX
Comparaciones multiples

Variable dependiente: Porcentaje de Etanol Destilado
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DHS de Tukey

Intervalo de confianza al

95%.

Diferencia
entre medias Limite
(I) GRADOS BRIX (J) GRADOS BRIX (1-J) Error tip. Significacién superior Limite inferior
20 23 -2.611 2.1413 .455 -7.990 2.768
25 -11.667(*) 2.1413 .000 -17.046 -6.288
23 20 2.611 2.1413 .455 -2.768 7.990
25 -9.056(*%) 2.1413 .001 -14.435 -3.677
25 20 11.667(*) 2.1413 .000 6.288 17.046
23 9.056(*) 2.1413 .001 3.677 14.435

De acuerdo a los andlisis realizados se encontro:

La Prueba de Tukey al 5% de significancia, se observa que

existe diferencias

significativas para el Porcentaje de Etanol Destilado entre los mostos de 20 Grados Brix

con los de 25 Grados Brix y del Porcentaje de Etanol Destilado entre los mostos de 23

con 25 debido a que son es menores a 0.05 en cambio no ocurre lo mismo con los

Porcentaje de Etanol Destilado entre los mostos de 23 Grados Brix 23 con los de 20

Grados Brix.

I
N
o

-0.85

-1.69

Residuo para eEtanol

N
©
=

»
]
N

-6.35

Valor pronosticado para eEtanol

T T T T T T T T T
31.69 3430 3724 3741 3985 40.02 4335 4891 49.07

El grafico de correlacion nos indica que no existe interaccion entre el pH y los Grados

Brix, no podemos estimar un modelo de tendencia.
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Se pudo aprovechar un residuo organico muy poco subutilizado elaborando etanol a
partir de la cascara de Pifia Ananas comosus Yy se obtuvo etanol de la cascara de Pifia
en los diferentes grados Brix y niveles de pH estudiados. Esto concuerda con Monsalve
G., J., Medina de Pérez, V., & Ruiz Colorado, A. (2006) y con Reyes K. A. (2014), 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.

Se observé que conforme aumentaban el tiempo de incubacion en el proceso
fermentativo de los mostos de las cascaras de pifia, iba disminuyendo en forma creciente
los grados Brix y aumentando los grados alcohdlicos en diferentes niveles de acuerdo
al Grado Brix inicial (20, 23 y 25°Brix) y los pH (3,4 y 5) en cada tratamiento. Esto
concuerda con Mitis Madrofiero H. (2015), quien sefala que el contenido de °Brix del
mosto por lo que son azucares, se convierten en alcohol durante la fermentacion y que
a medida que los grados Brix disminuyen, la cantidad de alcohol en liquido aumenta.
En todos los tratamientos el mayor descenso del grado brix y mayor aumento del grado
alcohdlico ocurri6 al tercer dia de la fermentacion (72 horas) lo que concuerda con
Hernandez D. y C. Martinez (2012) reportaron que el mayor tiempo de fermentacion
ronda las 72 horas.

De los resultados obtenidos se observé que a partir del quinto dia al doceavo dia el
aumento de los grados alcohdélicos en los mostos fermentados de todos los tratamientos
era muy baja lo cual indico el consumo de sustrato por la levadura. Esto concuerda con
Fernandez A. y Gomez S. (2011) quienes al realizar la determinacion del grado de
conversion global del jugo de pifia en etanol por medio de la fermentacion alcohdlica
comprobaron que el proceso de fermentacion culmino aproximadamente entre el cuarto
y quinto dia donde observaron que los °Brix se mantuvieron constantes. Al respecto,
Torija M. et al., (2002), menciona que el proceso fermentativo termina cuando ya se han

desdoblado practicamente todos los azlcares y cesa la fermentacion.

Se observé que en todos los tratamientos se llevo a cabo el proceso de fermentaciéon
alcohdlica a temperatura ambiente que durante la realizacién del estudio a nivel de
laboratorio fluctué entre 19°C y 21°C. Al respecto, Torija M. et al., (2002), al realizar
estudios de fermentacion alcohdlica en vinos sefiala que la temperatura de fermentacion
puede ser un criterio a considerar ya que se trata de una variable muy importante en

vinificacion y que segun el analisis de la capacidad fermentativa de las cepas de
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levaduras a diferentes temperaturas se determiné que el rango habitual de temperaturas

de todo tipo de vinificaciones es de 15 a 35°C.

En las primeras 30 horas de la inoculacién de los fermentados, no se presentaron
disminuciones marcadas de los grados brix de los mostos, este tiempo se considera
como la fase de adaptacion de la levadura al sustrato, a partir de tiempos superiores a
48 horas se obtuvo mayores cambios de los grados brix iniciales lo que implicaba la
conversion de los azucares fermentables en alcohol y se demostré con el aumento

gradual de los grados alcohdlicos.

De los resultados obtenidos para los grados brix de los mostos mas aconsejables para
la fermentacion y que presentaron diferencias significativas fue de 20 grados brix con
menor tiempo de fermentacion que disminuirian los costos operativos de la fermentacion
lo que concuerda con Hernandez D. y C. Martinez (2012) reportaron que reportaron que
el mayor pH para produccién de etanol es 4, los grados Brix 6ptimos son 20, con un 24
% de rendimiento y un grado alcohdlico de 50; fuera de estos parametros la calidad se
ve sacrificada.

Por otro lado los resultados de mayor porcentaje de etanol en los mostos destilados fue
el mosto de 25 Grados Brix inicial por lo que se comprobd que el mejor tratamiento para
la produccion de etanol es cuando se inicia con un mosto a 25 grados brix. Es ese nivel
donde el porcentaje de azlcar trabaja mejor con la levadura formado mayor cantidad de
etanol. Al respecto, Pefa, C. y R. Arango. (2009) al evaluar la produccién de etanol
utilizando cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae a partir de melaza de
cafa de azlcar indican que en el proceso de fermentacién es mas rentable utilizar cepas
de Saccharomyces cerevisiae que presenten el mayor porcentaje de alcohol y menor

tiempo de fermentacion.

Aunque se observé la fermentacion a pH 3 y pH 5, el pH donde se obtuvo mejores
resultados para la fermentacién alcohélica fue de 4, mostrando ser el medio eficaz para
el desarrollo del metabolismo de Saccharomyces cerevisiae lo que concuerda con
(Hernandez, S. & Martinez, C. 2012) que informan que a pH ligeramente acidos se ve
favorecida la ruta metabdlica EMP para fermentacion alcohdlica y que el mayor pH para

produccién de etanol es 4.

Se realizaban los controles de la fermentacion alcohdlica cada 24 horas pero es
recomendable un control mas exhaustivo para poder tener informacién mas precisa en
los tratamientos a estudiar para determinar el tiempo maximo que dura la fermentacién

87



lo que concuerda con Montilla, M., & Alvarez, C. (2007) que indica que se debe seguir
un cronograma mas detallado del tiempo de fermentacién para evitar que se empiece a

acidificar el fermento y el mosto se transforme en vinagre.

La utilizacion de residuos agroindustriales es un campo que esta desarrollandose pero
da pauta a que el aprovechamiento de los desechos genere rentabilidad y minimice los
impactos al ambiente. Los residuos industriales de la pifia son una alternativa de bajo
coste para la producciéon de bioetanol. Este desecho contiene azlcares simples
fermentables (glucosa, fructosa y sacarosa) y cantidades significativas de celulosa y de

hemicelulosa potencialmente hidrolizables.

Si bien en la presente investigacion se logré obtener la fermentacion de cascaras de
pifia para la produccién de etanol, seria favorable la utilizacién de otros pretratamientos
de la matriz lignocelulésica para favorecer la hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa y
tener mayor proporcion de azucares fermentables para su posterior fermentacion
alcohdlica usando como microorganismo productor Saccharomyces cerevisiae. Algunos
posibles tratamientos serian pretratamientos quimicos con acidos como lo plantean
Monsalve G., J., Medina y Ruiz C. A. (2006) que trabajaron con cascara de bananoy de
almidén de yuca, o los autores Arimuya M. y E. Tecco Pisco (2014) que estudiaron la
obtencion de etanol a partir del residuo lignocelulésico cervecero; Tejeda L. et al. (2010)
para la produccion de bioetanol a partir de la fermentacion alcohdlica de jarabes
glucosados derivados de cascaras de naranja y pifia o el uso de ondas

electromagnéticas (microondas) o tratamientos enziméaticos.
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6. CONCLUSIONES

Se pudo aprovechar un residuo organico muy poco subutilizado elaborando
etanol a partir de la cascara de Pifia Ananas comosus.

Se obtuvo etanol de la cascara de Pifia que fue cuantificado por alcoholimetria
en los diferentes grados brix y pH estudiados.

Se pudo demostrar todo el proceso de formacién y destilacion de alcohol etanol,
desde un punto de vista bioquimico a partir de un mosto de cascara de pifia el

cual fue fermentado por levaduras.

En todos los tratamientos el mayor descenso del grado brix y mayor aumento del
grado alcohélico ocurrié al tercer dia de la fermentacion (72 horas).

Los grados brix de mostos para la fermentacion y que presentaron diferencias
significativas fue de 20 grados Brix inicial con menor tiempo de fermentacion pero
los de mayor porcentaje de etanol en los mostos destilados fue el mosto de 25
Grados Brix inicial.

El grafico de correlacién nos indica que no existe interaccion entre el pH y los
Grados Brix, referente los Grados Alcohdélicos de los mostos fermentados.

Si existe diferencias significativas de los Porcentaje de Etanol Destilado respecto
al PH encontrado.

Si existe diferencias significativas de los Porcentaje de Etanol Destilado respecto
a los Grados Brix.

La Prueba de Tukey al 5% de significancia, se observa que existe diferencias
significativas entre los Porcentaje de Etanol Destilado de los mostos de nivel de
pH 3 con 4y de pH 3 con pH 5 son menores a 0.05. En cambio entre los mostos
de nivel de pH 4 con pH 5 no existe diferencias significativas

Se puede observar en los intervalos de confianza que los Porcentaje de Etanol

Destilado en los mostos de 20 Grados Brix tienen diferencias significativas con
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los Porcentaje de Etanol Destilado en los mostos de 25 Grados Brix. En cambio
con los Grados Brix 20 con 23 es poco las diferencias significativas.

La Prueba de Tukey al 5% de significancia, se observa que existe diferencias
significativas para el Porcentaje de Etanol Destilado entre los mostos iniciales
de 20 Grados Brix con los de 25 Grados Brix y del Porcentaje de Etanol Destilado
entre los mostos de 23 con 25 debido a que son es menores a 0.05 en cambio
no ocurre lo mismo con los Porcentaje de Etanol Destilado entre los mostos de
23 Grados Brix con los de 20 Grados Brix.

En los mostos de cascara de pifia de 20, 23 y 25 °Brix, la variable 6ptima de pH
de mayor produccién de etanol en el proceso fermentativo fue de pH 3y 4 (medio
acido) ya que a esta condicidbn se obtuvieron mayores grados alcohdlicos
mostrando ser el medio eficaz para el desarrollo del metabolismo de
Saccharomyces cerevisiae.

El mosto de cascara de pifia de 20°brix y pH 4 fue el que presento un aumento
mas rapido del grado Alcohdlico llegando a su nivel mas alto (7.5°A) al quinto
de la fermentacion.

En el tratamiento de 25°brix el aumento de los grados alcohdlicos fue mas lento
pero registro los valores mas altos de grados alcohdlicos (9.3°Ay 9.4°A) a pH 3
y pH 5 al doceavo dia de la fermentacion.

El mayor porcentaje de etanol obtenido mediante el proceso fermentativo
desarrollado en esta investigacion fue etanol al 52.6 obtenido del mosto de
cascara de pifia de 25°Brix y pH 4, el cual se comprob6 usando el alcoholimetro
de Gay-Lussac.

Los fermentadores a wusar deben ser esterilizados a fin de evitar la
contaminacion y el desarrollo de otro tipo de microorganismos que alteren
el proceso de obtencién de alcohol.

Es importante la adopcién de las BPM durante el desarrollo de todo producto
para evitar contaminaciones indeseables, mejorar la calidad de los productos y
reducir desperdicios.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible obtener etanol a partir del
residuo de cascara de pifia y se debe ensayar otros desechos agroindustriales
gque también son fermentables y generan alcohol, vinagre y otros subproductos
de valor para el ser humano.

Para la produccion de etanol a nivel de empresas agroindustriales a mediana o

gran escala se debe utilizar biorreactores para llevar a cabo la fermentacion de
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tipo alcohdlica para que proporcionen las condiciones internas adecuadas y

faciliten la produccion de etanol.

7. RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos y para siguientes investigaciones

investigaciones se recomienda:

1. Para elaborar etanol a partir de cascara de pifia Ananas comosus se requiere utilizar
cascaras de pifia fresca previamente seleccionadas descartando aquellas que
presentaban dafo causado por insectos o presencia de enfermedades para obtener
un mayor rendimiento en la extraccién del etanol y para realizar las pruebas de
control de la fermentacion alcohdlica.

2. Es muy importante que todas las fases del proceso puedan ser controladas, para
gue los resultados sean mas eficientes en cuanto al nivel de grados brix y de pH.

3. Es necesaria mas investigacion de las variables que intervienen en el proceso
fermentativo, no consideradas en este estudio, tales como la concentraciéon de
microorganismo, temperatura, cantidad de oxigeno disuelto en el medio y agitacion,
con el objetivo de aumentar el rendimiento de producciéon de etanol y reducir el
tiempo de fermentacion alcohdlica en el proceso.

4. Realizar una doble destilacion de los mostos fermentados para la obtencién de
mayor contenido de alcohol.

5. Realizar estudios futuros sobre la determinacion de la mejor relacion brix-pH en la
fermentacion utilizando diversos residuos como materias primas.

6. Se debe estudiar mas sobre los tiempos de fermentacion mas convenientes para la
produccion de bioetanol a partir de residuos orgénicos.

7. Hacer un analisis de los costos de produccién del bioetanol para definir la viabilidad

0 no del uso de residuos organicos.
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8.

10.

11.

12.

13.

14,

15.

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

Realizar un estudio para determinar la concentracion de levadura que permita
obtener el mayor valor de grados alcohdlicos (GA) y pueda efectuar una
disminucion de tiempos de fermentacion para la elaboracion de etanol.

En la determinacién de etanol producido se recomienda hacer pruebas mas
rigurosas como cromatografias, para tener un dato méas exacto de la cantidad de
etanol presente en las muestras fermentadas y ademas poder reconocer que otros
compuestos estan presentes en estas, para poder comparar la calidad del bioetanol
obtenido.

Para posteriores investigaciones se recomienda hacer experimentaciones a nivel
laboratorio variando la proporcién de diferentes subproductos o residuos de un
proceso industrial que se utilicen como sustratos y poder determinar que residuos

ricos en azlcares pueden aumentar o disminuir la produccion de bioetanol.

Realizar estudios de comparacion de la produccion de etanol por Saccharomyces
cerevisiae con la de otros microorganismos y levaduras que también son capaces
de producir etanol tales como Torulopsis, Kloeckera, Candida, Zimomonas, Mucor,
Aspeguillus, etc. para aumentar el estudio del comportamiento metabdlico

involucrado en la fermentaciéon alcohdlica.

Realizar la curva de crecimiento de las levaduras o cepas a estudiar, para determinar
con precision las fases de ésta, y asi determinar el tiempo 6éptimo de inoculacion

previo a la fermentacion y el tiempo total del proceso.

Realizar estudios de hidrolisis enziméatica de compuestos lignocelulosicos para
aumentar la concentracion de azucares fermentables y aumentar la produccion del

alcohol a partir de residuos agroindustriales.

Tanto la pifia como otros productos agricolas, generan grandes cantidades de
desecho por lo que es recomendable el desarrollo de nuevas alternativas ecolégicas
para reutilizar material que al momento solo contamina y que genera una

problematica ambiental.
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