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RESUMEN

TITULO: EVALUACION A ESCALA DE LABORATORIO DEL PROCESO DE OBTENCION DE
BIOETANOL A PARTIR DE SORGO DULCE."

AUTOR: CEPEDA QUINTANA, Sandra Maritza.
JARAMILLO AMADOR, Daniel Ricardo.™

PALABRAS CLAVES: Sorgo dulce —Fementacion alcohdlica— Saccharomyces cerevisiae —vinazas —etanol

Se realizd una fermentacion anaerobia de los jugos de sorgo dulce con una cepa nativa de Saccharomyces cerevisiae
aislada de jugos azucarados. Esta cepa fue culivada en jugos azucarados, aislada en cajas petri con agar YGC,
identificada en un laboratorio microbioldgico y después se realizo una fermentacidn del jugo de sorgo dulce con esta
levadura para determinar su velocidad de crecimiento. Posteriommente se utilizé destilacion simple para separar el alcohol
producido en la fermentacion, de esta etapa resulto alcohal diuido y vinazas. Se observd que se trabaja mejor las
fermentaciones de jugos de sorgo dulce iniciando el proceso con pH de 5 y concentracion inicial de sustrato de 25 grados
BRIX, aunque esta concentracion afecta la eficiencia y productividad del proceso. Los rendimientos que se obtuvieron para
la obtencion de alcohal a partir de sorgo dulce fueron de 40 liros de etanol por tonelada de cafia de sorgo hasta 50 liros de
etanal por tonelada de cafia de sorgo con eficiencias que no superaron el 60 %. De igual manera se verificd que es
paosible realizar fermentaciones de vinazas diluidas con jugo de sorgo dulce en concentraciones hasta un 15% viv sin que
se presente inhibicion de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Se presenta al sorgo dulce como una materia prima
altemativa la cual apoya la demanda de recursos para la produccion de bioetanal.

“ Proyecto de Gradbo.
"Facultad de Ingenierfas Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director; Ramiro Martinez Rey.
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SUMMARY

ITLE: EVALUATION SCALE OF LABORATORY OF THE PROCESS OF OBTAINING BIOETHANOL FROM
SWEET SORGHUM.

AUTHOR: CEPEDA QUINTANA, Sandra Maritza.
JARAMILLO AMADOR, Daniel Ricardo.

KEY WORDS: Sweet sorghum - alcoholic Fermentation - Saccharomyces cerevisiae - vinazas - ethanol

Its was canied out an anaerobic fermentation of the juices of sweet sorghum with a native stump of Saccharomyces
cerevisiae isolated of sugary juices. This stump was cultivated in sugary juices, isolated in boxes petri with agar YGC,
identified in a laboratory microbiologic and later one carries out a fermentation of the juice of sweet sorghum with this yeast to
determinate speed of gronth. Later on simple distiliation was used to separate the alcohol taken place in the fermentation, of
this stage come out diluted alcohol and vinazas. It was observed that one works the fermentations of juices of sweet
sorghum better beginning the process with pH of 5 and iniial concentration of sustrato of 25 grades BRIX, although this
concentration affects the efficiency and productivity of the process. The yields that were obtained for the obtaining of alcohol
starting from sweet sorghum were of 40 liters of ethanol for ton of sorghum cane up to 50 liters of ethanal for ton of sorghum
cane with efficiencies that didn't overcome 60%. In a same way it was verified thet it is possible to cary out vinazas
fementations diuted with juice of sweet sorghum in concentrations untl 15% viv without inhibition of the yeast
Saccharomyces cerevisiae is presented. It is presented to the sweet sorghum as a matter altemative it prevails which
supports the demand of resources for the bioetanol production.



INTRODUCCION

El bioetanol se obtiene cominmente a partir de un proceso de fermentacion de azlcares
provenientes de diferentes biomasas donde la materia prima por excelencia ha sido la cafia de
azlcar. Sin embargo también se utiliza el sorgo dulce, remolacha azucarera, el maiz y la yuca,
entre otras.

Este trabajo consta de un capitulo donde se encuentran algunos conceptos basicos que fueron
relevantes en la etapa de investigacion. De igual forma, se describe el desarrollo de la
metodologia trabajada en el laboratorio donde se realizaron las pruebas pertinentes a este
proyecto. Por ulimo, se presentan los resuliados, su respectivo andlisis, conclusiones,

referencias y anexos.

Con el proposito de obtener un mejor rendimiento en la fermentacion se trabajo con una cepa de
Saccharomyces cerevisiae nativa culivada en medio carbonado y aislada posteriormente. Para
este proceso se tomaron diferentes medidas iniciales de tres variables: grados BRIX, pH y
Temperatura, con €l interés de observar los distintos comportamientos de los microorganismos
ante estas condiciones y determinar las mas adecuadas.

Ademas, de estos ensayos se realizaron dos pruebas en las cuales se trabaj6 el proceso de
fermentacidn con la levadura ethanol red. Estas experimentaciones permiten ser usadas como
testigo y brindan la oportunidad de comparar los rendimientos obtenidos en la fermentacion con la
cepa Saccharomyces cerevisiae nativa y los obtenidos en la fermentacién con la levadura
ethanol red.

Después de la fermentacion el proceso contintia con una destilacién simple del fermentado para
obtener el bioetanol producido en la reaccidn. En esta parte del proceso, ademés del destilado,
se obtuvo un residuo o subproducto denominado vinazas. Con el fin de disminuir en parte este
residuo se vislumbrd la oportunidad de recircular parte de las vinazas obtenidas de la etapa de
destilacion a la etapa de fermentacion. Estas pruebas se hicieron con el fin de observar si es
posible realizar la fermentacion de los jugos con carga de vinazas de tal foma que los
microorganismos no se inhiban.

Al final del proceso se obtuvo rendimientos para la obtencion de bioetanol a partir de sorgo dulce
de 40 a 50 litros de etanol por tonelada de cafia de sorgo. También se constatd que es posible
realizar la fermentacion del sustrato con contenido de vinazas recirculadas sin inhibicion de la
levadura. Todos los resultados sirven de soporte para postular al sorgo dulce como una

altemativa energética renovable para el ecosistema y la sociedad.



1. CONCEPTOS TEORICOS

1.1. ETANOL

La cadena productiva del etanol carburante muestra que existe una gran variedad de materias
primas cuyo procesamiento conduce al etanol. En la Figura 1 se dividen las distintas fuentes de
materias primas para la produccion del etanol en tres grandes grupos segun el proceso que

conduce a la obtencion de los azUcares.
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Figura 1. Cadena productiva de bioetanol.
Fuente. Cadena Agroindustrial — Etanol. ICCA.

En el primer grupo tenemos a los granos basicos: maiz, trigo, cebada, sorgo y otros productos
agricolas como papa y yuca. De estos productos se consigue el almidén que a partir de un
proceso de hidrélisis se convierte en azlcares. En el segundo grupo tenemos a la cafia de

azlcar, el jugo de sorgo dulce y la remolacha que son transformadas en melaza y luego se inicia



el proceso para la obtencion del etanol. En un tercer grupo se han clasificado la madera, los
desechos municipales y los desperdicios forestales, a partir de los cuales se obtienen las
celulosas que siguen un proceso de hidrolisis para convertirse en azlcar.

A partir de un proceso de fermentacion y destilacion de los azlicares se obtiene el etanol
hidratado. Para llegar al etanol carburante se hace un proceso de deshidratacion. Después de
este proceso, el alcohol deshidratado esta listo para ser mezclado con la gasolina, se puede
hacer mezclas del 5% hasta 25% segUin las normas de uso de cada pais (ICCA, 2004). Para
Colombia la proporcion de agua en el alcohol no debe superar el 0.7%, ademas el porcentaje de

etanol en la mezcla con gasolina basica sera del 10% (Minagricultura, 2006).

1.2 SORGO DULCE

El sorgo dulce es un cultivo de crecimiento rdpido en clima célido (3 meses). Estas plantas se
adaptan mejor al calor y suelos fértiles. En climas frios y suelos muy himedos se limita su
crecimiento. La planta tolera sequia relaivamente bien aunque en suelos fértiles y himedos
responde con un crecimiento mas rapido. También tolera periodos cortos de inundacién del
terreno mejor que el maiz. El cultivo parara el crecimiento en ausencia del agua adecuada pero
no se marchitarg; comenzara a crecer otra vez cuando mejoren las condiciones (De la Cruz,
2007).

En Colombia este cultivo lleva aproximadamente dos afios y medio. En un principio se cultivd en
el departamento del Meta en la sede La Libertad de CORPOICA. Alli se han hecho estudios
basicos sobre su cultivo, las condiciones de crecimiento y desarrollo, el comportamiento de esta
especie ante las condiciones ambientales del sitio y se han realizado extracciones del tallo para
obtener jugo y asi medir los solidos solubles (grados BRIX) contenidos en el mismo.
Posteriormente fue culivado en El Espinal - Tolima en la sede de Nataima; también de
CORPOICA, donde se realizaron estudios similares y estudios basicos sobre obtencién de
etanol a partir de esta especie.

Gracias al interés que despierta este cultivo en el pais hace aproximadamente un afio se cultiva
sorgo dulce en el departamento de Cordoba, en el Centro de Investigacion de Turipané de
CORPOICA, donde se tiene como objetivo generar variedades mejoradas de sorgo dulce y
tecnologias de manejo agrondmico para la produccion de bioetanol en el Valle del Sind, Valle
Célido del Magdalena y Piedemonte Llanero. Con estos estudios se pretende apoyar la
descentralizacidn de la produccion del etanol anhidro ya que este se produce en su gran mayoria

en el Valle del Cauca, sin entrar a competir con los ingenios que ya estan establecidos sino lograr



gue sea un complemento como materia prima en las épocas en las cuales no se cosecha la

cafia de azlicar. En la tabla 1 se encuentra un analisis bromatologico del sorgo dulce.

COMPONENTES | TALLO SORGO DULCE (%)
Humedad 66.2
Grasa 04
Fibra Cruda 118
Proteina 09
Ceniza 11
Carbohidratos 196
Kilocalorias En 1009 85

Tabla 1. Propiedades Bromatoldgicas del tallo del Sorgo Dulce.

Fuente. CRUZ BARRERA, Mauricio. 2007.

En la tabla 2 se comparan algunos pardmetros (ciclo de cosecha, requerimiento de agua, azlicar

fermentable en el tallo, productividad de alcohol por ciclo, entre otros) para la cafia de azlcar y el

sorgo dulce.
PARAMETRO CANADE AZUCAR SORGO DULCE
Tipo de siembra Por plantilla Por semilla
Ciclo de cosecha De10al12meses 3meses
Requerimiento de agua 100% 35a45%
Requerimiento de | 100% 35a40%
fertiizante
Az(icar fermentable en el | 11a13 9all

tallo %

Bagazo Con 50% de humedad, | Con 50% de humedad, 25% en tallo de 5
30%encafiade7.8a96t | a7t

Follaje verde No disponible en cafia Con 2 ciclos por afio se pueden alcanzar

de 8.4a11,15% en biomasa

Productividad de alcohol | 1500a2300 litros 800 a 1300 liros con 2 ciclos al afio de

por ciclo 1600 a 2600 liros

Superficie de tierra Puede ser cultivada una vez | Se puede culivar varias veces al afo
alafio

Tabla2. Sorgo Dulce frente a la Cafia de AzUcar.
Fuente. Ethanol production from sweet Sorghum PRAJ industries, oct, 2003



1.3 AZUCAR

Este término se aplica a compuestos quimicos del grupo de los hidratos de carbono que se
disuelven en agua con faciidad; son incoloros, inodoros y normalmente cristalizables, todos
tienen un sabor dulce. Estos compuestos abarcan sustancias muy conocidas y al mismo tiempo
diferentes: azlicar comun, papel, madera, algoddn, son carbohidratos o estan presentes en ellos
en gran proporcion. Estos a su vez se clasifican en monosacaridos, oligosacaridos y
polisacéridos. Un monosacérido es una unidad que no se subdivide mas por hidrélisis acida o
enzimatica, por ejemplo, glucosa, fructosa o galactosa. Los oligosacaridos estan constituidos de
dos a diez unidades de monosacaridos (sacarosa). Los polisacaridos son macromoléculas que
contienen una gran cantidad de monosacéridos unidos formando cadenas y que por hidrolisis
pueden ser separados (almidon). Aquellos azlcares que poseen su grupo carbonilo intacto y
gue a través del mismo pueden reaccionar con otras especies son llamados azUcares reductores
totales (Fajardo, 2007).

14 LEVADURA

La levadura Saccharomyces cerevisiae es uno de los microorganismos eucariéticos méas
estudiados ya que su uso a nivel industrial es muy variado, no sélo a nivel de produccion de
etanol y CO, sino de otros compuestos volatiles y no volatiles. Pertenece al reino Fungiy es de
tipo unicelular, es una levadura facultativa, es decir, su componente enzimatico y rutas
metabdlicas utiizadas le permiten habitar tanto en ambientes aerobios como anaerobios
(Calderon, 2007).

Para el desarrollo de este trabajo es necesario contar con un microorganismo que sea capaz de
metabolizar el jugo de sorgo dulce, en especial, porque su contenido de azlicares reductores es
mayor al contenido que poseen los jugos de cafia de azlcar (99% de sacarosa 'y 1% de glucosa,
aproximadamente). Los contenidos de glucosa y fructosa en el jugo de sorgo son alrededor de
8.5%, por esta razon, es de especial cuidado lograr que el microorganismo fermentador se
acostumbre a estos jugos ya que los existentes estan acostumbrados a metabolizar en medios
con bajos contenidos de monosacaridos (jugos de cafia de azlcar). Es conocido que las
levaduras asimilan las moléculas de glucosa, esto da inicio para suponer que los jugos de sorgo
dulce son un buen sustrato para esta especie. Otros motivos que condicionan la escogencia de
un organismo fermentador adecuado son: velocidades de crecimiento y de produccion de etanol



elevado, méxima eficiencia en la conversion del jugo y mayor tolerancia a altas concentraciones
de alcohol (Fajardo, 2007).

15 FERMENTACION ALCOHOLICA

Podemos definir la fermentacion alcohdlica como un proceso bioldgico en el cual un azicar
fermentable es transformado en etanol mediante la intervencion de ciertos microbios llamados
levaduras o productos enziméticos elaborados por estas.

El microorganismo mas usado es la levadura Saccharomyces cerevisiae que convierte las
hexosas en etanol en condiciones anaerdbicas, generando 2 moles de adenosin trisfosfato
(ATP) por cada mol de hexosa consumida ademas de 2 moles de etanol. Este microorganismo
también tiene la capacidad de convertir las hexosas en CO.. Esta conversion se da en medio
aerobico y segun la dependencia de concentraciones de O en el medio de culivo y la fuente de
carbono se puede favorecer 0 desfavorecer uno de los dos procesos (Garassini, 1967).  Este

proceso se sintetiza en la reaccion [1]:

C¢H,,0; - 2CH,CH,OH +2COQO, [1]
Glucosa Etanol Didéxido de carbono

En la cual una molécula de glucosa se transforma en dos moléculas de alcohol y dos de didéxido
de carbono con produccion de 28 calorias, lo cual demuestra, seguin el balance de esta ecuacion,
que la descomposicion de la glucosa da 50% de alcohol y 50% de gas carbonico,
aproximadamente (Garassini, 1967). Esta fermentacion [1] se produce en ausencia de aire, es
decir, en medio anaerobico.

En 1905 se demostré que la fermentacién alcohdlica se produce en presencia de sales
fosfatadas y compuestos nitrogenados; sin la presencia de estas, la fermentacion no es posible
(Garassini, 1967). De igual forma, se sabe que las condiciones recomendadas para la
fermentacién de mostos azucarados, ejemplo los jugos de cafia de azlicar, son las siguientes:
Concentracion de sustrato (grados BRIX) al inicio de la fermentacion: 15-25% (pA). El pH se
ajusta a un valor de 4-5 adicionando H,SO,, las levaduras se desarrollan en medios acidos
(Garassini, 1967). El proceso se llevaacaboa 30-35°C.



16 PARAMETROS Y CONDICIONES EN LA FERMENTACION

Los principales parametros a controlar en una fermentacion alcohdlica son en esencia pH,
temperatura, concentracion de azlicar, tolerancia a concentraciones de alcohol producido y
constituyentes del medio de cultivo, asi como durante la propagacion es esencial la inyeccion de

aire que permita el crecimiento del microorganismo fermentador (Calderdn, 2007).

161 pH

Estudios realizados encontraron gque la méxima produccion de alcohol se obtiene a pH 4.25y la
menor a pH 3.7, probablemente porgue este Glimo es demasiado bajo para lograr una activacion
eficiente de las enzimas necesarias para la fermentacion y el intercambio ionico al interior de la
célula sufre un descontrol tal que esta concentra su energia en regular su sistema y no en
fermentar el azlicar presente en el sustrato (Calderdn, 2007). Asi mismo, la inversion de la
sacarosa a sus componentes monomericos presente en el sustrato, aumenta a medida que el
pH disminuye incidiendo en el tempo de fermentacidén. De igual forma pH cercanos al neutro
facilitan el desarrollo de flora microbiana contaminante del proceso y por ende la formacién de
subproductos indeseables (Calderén, 2007).

162 Temperatura

La fermentacion alcohdlica incrementa cuando la temperatura se encuentra en un rango de 30 —
35 °C con una Optima de 32 °C, dependiendo de la cepa de levadura utiizada. El metabolismo
aumenta su actividad paralelamente al aumento de la temperatura pero puede llegar a inhibir la
levadura (a >37 °C). El incremento de temperatura amplifica la probabilidad de desarrollo de
microorganismos contaminantes que perjudican la fermentacion (Calderon, 2007).

16.3 Concentracion de azlcar

Pramanik en el afio 2003 obtuvo en una femmentacion por lotes usando una cepa de
Saccharomyces aislada de un sustrato azucarado que la concentracion de etanol se incrementa
cuando se eleva la concentracion de sustrato pero dicho aumento repercute en el iempo que
toma la fermentacion afectando la productividad; demostrando asi que la concentracion de
sustrato, la produccién de alcohol y el iempo de fermentacion son directamente proporcionales y
dependen de los requerimientos y capacidad de la industria (Calderdn, 2007).



164 Tolerancia a altas concentraciones de alcohol

En cuanto al efecto inhibitorio del etanol la mayoria de cepas utiizadas para dicho proceso
soportan en promedio 9.5% Vv de alcohol en el vino, sin embargo esta concentracion a nivel de
planta s6lo se obtiene cuando el sustrato es puro, se suministran concentraciones de azlicar
controladas, no existe contaminacion bacteriana y el proceso esta estandarizado, de manera que
con sustratos de baja pureza dificimente se alcanzan estas concentraciones de alcohol, adicional
a esto las cepas comercialmente utiizadas son tolerantes, no tienden a sufrir estrés o inhibicién
por metabolito, en este caso por etanol (Calderdn, 2007).

165 Requerimientos de oxigeno

El oxigeno como elemento es requerido por la levadura para la sintesis de esteroles y écidos
grasos insaturados, componentes esenciales de sus membranas celulares, que le permiten en
algunos casos soportar factores de estrés como temperatura, concentraciones de alcohol, sales,
acidos, azUcares, etc. La Saccharomyces cerevisiae logra propagarse mas eficientemente en
condiciones aertbicas. Cuando el medio se encuentra en ausencia de oxigeno y rico en niveles
de glucosa se produce etanol. (Calderdn, 2007).

1.7 VINAZAS

La vinaza es un residuo industrial del proceso de destilacion alcohdlica, se producen en una
proporcion de 12 a 15 liros por cada litro de alcohol destilado. Debido a su alto contenido de
materia organica, este residuo presenta una elevada Demanda Quimica de Oxigeno (DQO),
ademas posee un pH muy bajo (4 —4,5) y una temperatura muy elevada (80 — 95 °C), lo que la
convierte en un agente muy contaminante del medio ambiente, que si es descargado
directamente a cuerpos de agua causaria una alteracion ireversible de los ecosistemas
acuaticos (Cobos y Ortiz, 2007).

1.8 ANTECEDENTES DE LA PRODUCCION DE BIOETANOL AP ARTIR DE SORGO
DULCE

En el Instituto de la investigacion agricola (NARI) en la India se abrio el trabajo de estudio de sorgo
dulce (tallo) en Maharashtra, India a mediados de 1970, por lo que en este lugar se tiene un alto
conocimiento sobre la especie y sobre la utiizacién de esta para la produccion de etanol
(Rajvanshi, 1989). En China se han realizado estudios sobre los cultivos de sorgo dulce en



aquelios suelos que son desfavorables y poseen poca cantidad de agua para el cultivo de cafia
de azlcar en 20 provincias de los valles de los rios amarillo y yangzé (FAO, 2002). En
Latinoamérica el sorgo esta siendo estudiado en paises como Brasil, Nicaragua, Uruguay entre
otros. En Argentina en la Universidad Nacional del Nordestes Argentina se ha estudiado la
sacarificacion y fermentacion en lo que respecta el microorganismo a utilizar y el sisterma mas

adecuado para este proceso, todo a nivel de laboratorio. (Femandez, 2005).

En agosto del 2007 en la Universidad Nacional de Colombia se realiz un trabajo de grado
titulado “La caracterizacion del sorgo dulce (Sorghum Bicolor) para la produccion de alcohol
etilico”. Se trabajaron aspectos tales como: Caracterizacion del jugo de sorgo dulce de varias
especies culivadas en la sede La Libertad de CORPOICA, caracterizacion preliminar desde la
etapa de floracion, pesaje de planta, porcentaje peso de hojas, tallos, panojas, longitud y didmetro
de tallos entre otros. También realizaron estudios preliminares de fermentacion sumergida. (Cruz,
2007). En el afio 2008 se realizo una caracterizacion de varias especies de sorgo dulce
cultivadas en la sede Nataima de CORPOICA. En el trabajo se presenta un disefio de obtencion
de etanol a partir de sorgo dulce a nivel laboratorio y un andlisis de costos de este proceso.

En este documento se planted una serie de experimentos donde se fermento el jugo de sorgo
dulce con una levadura nativa (Saccharomyces cerevisiae) aislada de un medio azucarado y una
levadura hiper productora de etanol (ethanol red) como testigo para comparar los resultados

obtenidos en la fermentacion.



2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se trabajo un proceso cuya transformacién de los jugos azucarados provenientes de los tallos de
sorgo dulce sea efectiva, para esto se decidio trabajar sobre la fermentacion de los mismos y
sobre el microorganismo a utilizar para este fin.

Para conseguir las condiciones de operacidn en la fermentacion que se acomoden a las
exigencias del proceso, se trabajé con un disefio de experimentos, en el cual, se tenia tres
variables, (grados BRIX, pH y Temperatura) para las cuales se manejaron dos medidas iniciales
distintas para cada una y durante el proceso se llevd un seguimiento de la variable de grados

BRIX para obtener datos que proporcionaran informacion acerca de la cinética del proceso.

Un problema importante sobre el cual presentar altemativas de tratamiento son las vinazas
obtenidas en la etapa de destilacion, para esto se optd por recircular parte de las vinazas en una
solucién diluida con jugo de sorgo dulce. Se realizaron dos ensayos a distinta concentracion de
vinazas de tal forma que la concentracidn de este sustrato no inhibiera el microorganismo y se

fermento la solucidén con la cepa de levadura saccharomyces cerevisiae nativa.

Es importante destacar que para partir de datos y generar resultados confiables fue necesario
realizar una prueba para conocer el contenido de azlcares reductores totales (ART) en el jugo de
sorgo dulce. Esta prueba fue realizada en el Laboratorio de Alimentos (CICTA), sede Guatiguara
de la Universidad Industrial de Santander. Los resultados se muestran en la tabla 3.

PARAMETROS UNIDAD RESULTADO MUESTRA
Az(cares Reductores % 848
Az(cares Totales % 17.09

Tabla 3. Andlisis de azucares del Jugo de Sorgo Dulce mediante el método de andlisis

volumeétrico
El desarrolio experimental de este trabajo se realizd en el Laboratorio de Operaciones Unitarias y

Procesos de la Escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad Industrial de Santander. En la

figura 2 se presenta un diagrama de bloques del proceso desarrollado en este proyecto:
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SORGO DULCE

EXTRACCION DE
Jucos

FILTRACION Y

ESTERILIZACION

JUGOS DE SORGO EILTRADOS
Y ESTERILIZADOS

INOCULACION CON LA CEPA
Saccharomyces cerevisiae NATIVA
(FERMENTACION AEROBIA)

FERMENTACION ANAEROBIA

\ 4
DESTILACION JUGO FERMENTADO VINAZAS

\ 4
ALCOHOL DILUIDO RECICLO A ETAPA DE
FERMENTACION

Figura 2. Diagrama de bloques del desarrollo experimental.

2.1 EXTRACCION, FILTRACION Y ESTERILIZACION DEL JU GO DE SORGO DULCE

Los tallos de sorgo dulce son generados en la sede Nataima en el Espinal-Tolima de
CORPOICA. La extraccion del jugo se hizo moliendo el tallo entre pesados rodilos 0 masas en
un molino. El jugo recogido se midié en probetas, se midio la densidad con un densimetro y
grados BRIX con un refractdmetro. En la figura 3 se muestra el molino de masas marca
BERSTORFF donde se realiz6 la extraccion.
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Figura 3. Molienda de los tallos.

Para determinar el porcentaje de extraccion de este proceso se calcula el valor porcentual que

resulta de dividir el peso del jugo extraido y el peso de los tallos molidos.

masajugo extraido, 100 2
masatallos

Fuente [2]. Manual de cafia de azicar para la produccion de panela. CORPOICA.

La fitracion se llevo a cabo al vacio para eliminar las impurezas del jugo. El equipo para la
filtracion consta de un erlenmeyer de 1000 ml, un embudo de fittracion y una bomba de vacio de
diafragma de 1 etapa. El medio filtrante fue una capa de algodon de aproximadamente 2 cm de
grosor. Luego se elevo la temperatura del jugo extraido de los tallos de sorgo dulce hasta
aproximadamente 80 °C, se aimacend y se enfrio r@pidamente. Posteriormente fue guardado en
el congelador para evitar la fermentacion del jugo, hasta el momento de ser utiizado en el
proceso. Esta etapa es de gran importancia debido a que evita la presencia de bacterias u

hongos ajenos al proceso que puedan inhibir el crecimiento de las levaduras.

2.2 CULTIVOY AISLAMIENTO DE LA CEPADE LEVADURAN ATIVA

El cultivo de la cepa se hizo en un medio rico en sustancias carbonadas (azticar), con suministro
de aire (medio aerobio) y a temperatura ambiente. De esta forma se obtuvo la cepa de levadura
Saccharomyces cerevisiae nativa y posteriormente se aislo a un cultivo puro en el laboratorio;
para esto fue cultivada por medio de repique en cajas Petri cuyo medio de cultivo fue agar YGC.
En el anexo 1 se encuentra el método para preparar el agar, repicar la cepa y la curva de

crecimiento de la levadura.
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2.3 FERMENTACION

Para la fermentacion del jugo se realizo con la cepa de Saccharomyces cerevisiae nativa aislada.
Antes de iniciar la fermentacion se hizo un indculo. Esta etapa se realizo con el objeto de lograr la
propagacion de la levadura en el medio y se debe realizar en condiciones aerobicas. Para realizar
esto se tomo en un tubo de ensayo una pequefia cantidad de jugo de sorgo fitrado y esterilizado
y a temperatura ambiente (aproximadamente 10 ml de jugo de sorgo dulce). A este recipiente se
le adicion6 una pequefia cantidad de levadura Saccharomyces cerevisiae nativa tomada de la
caja petri con ayuda de un asa cunva y se dejé en medio aerdbico durante 24 horas. Pasado el
tiempo necesario se traspasd este volumen a un erlenmeyer de 200 ml con jugo de sorgo dulce
hasta completar 100 ml de solucion. El inéculo estuvo durante 24 horas aproximadamente en
medio aerdbico y suministrando aire con ayuda de una bomba de acuario marca Resun AC-
2000 (110 V - 60 Hz -5 W, presion: 0.014 MPa, capacidad: 3 L/min.), tal como se muestra en la
figura 4.

Figura4. Inculos de 100 ml.

Luego de las 24 horas estos indculos se pasaron a una mayor cantidad de jugo (500 ml), se le
incorporaron los nutrientes pues se sabe que el medio a fermentar debe contener nitrdgeno N,
potasio K, azufre S y fosforo P. Para suministrar estos compuestos se adiciono nitrato de potasio
(KNQy) y fosfato de amonio (NH4).PO4) en una concentracion de 100 ppm y 150 ppm
respectivamente. Se escogieron estas concentraciones basados en las relaciones usadas en la
planta piloto de bioetanol de CORPOICA en Barbosa, Santander. De igual manera se adiciono
acido sulfirico (H,SO,) hasta obtener un pH entre 4 y 5. Por Ultimo se ajustaron las condiciones
iniciales de grados BRIX y temperatura.

La fermentacién anaerobia (500 mi) se llevo a cabo en un reactor por lotes, para lograr esto se
adecud un erlenmeyer de 1000 ml con tapén. En el tapon se hicieron dos orificios, uno para la
manguera que se dirige a otro erlenmeyer que contiene agua destilada (rampa de agua). Este
conducto permite la salida del diéxido de cartono CO,, producto de la reaccion de fermentacion, y
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de igual forma evita el ingreso de aire al medio anaerdbico. El segundo orificio es para una
manguera que posee una jeringa en uno de sus extremos Y el otro extremo se encuentra dentro
del erlenmeyer en contacto con el fermentado. Este conducto facilita la extraccion de pequefias
muestras (aproximadamente 1 ml) para realizar el seguimiento de los grados BRIX durante la
fermentacion.

El edenmeyer que contiene el fermentado se ubicd con ayuda de un soporte con pinza de nuez
sobre una placa de agitacion magnética (la placa de agitacion magnética evita la sedimentacion
de las levaduras) a una distancia de aproximadamente 0.5 cm. Sobre la placa de agitacion se
colocod una lamina de asbesto la cual se usd como aislante para evitar el calentamiento del
fermentado por conveccion entre la placa y el edenmeyer. Este montaje se puede apreciar en la

figura 5.

Figura5. Montaje de las fermentaciones anaerobias.

En el laboratorio se trabajo teniendo en cuenta las condiciones tedricas y se realizaron distintos
experimentos tomando distintas medidas iniciales para las variables (grados BRIX, pH vy
temperatura). Se tomaron dos valores iniciales distintos para cada variable y se combinaron
estos parametros resultando ocho ensayos entotal. Para variar el nivel inicial de grados BRIX se
concentrd el jugo por medio de evaporacion hasta alcanzar los 25 grados BRIX.

De igual forma se hizo seguimiento a la variable grados BRIX durante el proceso de fermentacion
en periodos de tiempo adecuados. Los intervalos de tiempo para la fermentacion de los jugos de
las ocho pruebas fue el mismo (24 horas). En la tabla 4 se presentan los niveles de las variables

grados BRIX, pH y Temperatura:

ENSAYO 1|2
Grados BRIX 18| 25
Temperaturainicial °C) | 27 | 35
pH 4 |5

Tabla 4. Valores iniciales de las variables del proceso de fermentacion
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Realizando las combinaciones donde C representa la concentracion de grados BRIX, T
representa la temperatura y pH las variaciones de pH se obtiene un total de 8 ensayos. Estos se
muestran en la tabla 5.

ENSAYO C ENSAYO G

1 C1T1pH1 5 CZTlle
2 C1T2pH1 6 CZTZle
3 C]_T]_sz 7 Clesz

4 Cszsz 8 Cszsz
Tabla 5. Combinaciones de los ocho ensayos trabajados.

Para tener unos resultados con los cuales comparar los obtenidos al realizar el proceso con la
cepa de levadura nativa se realizaron dos ensayos (9 y 10) de fermentacion anaerobia utilizando
la levadura ethanol red proporcionada por la Planta pioto de bioetanol, CIMPA sede de
CORPOICA en Barbosa — Santander. Se trabajo con iguales condiciones iniciales de pH y
Temperatura, mientras que para los grados BRIX se opto por dos medidas iniciales distintas y el
tiempo de fermentacion para estos dos ensayos fue de 24 horas. También se hizo un tercer
ensayo con Ethanol red (11) pero durante mayor tiempo de fermentacion (67 horas). El volumen
fermentado para los 3 experimentos fue 500 ml. En la tabla 6 se observa las condiciones iniciales

paralos ensayos 9,10y 11:

ENSAYO 9 1011
Grados BRIX 18| 25|18
Tiempofermentacion(h) | 24 | 24 | 67

Tabla 6. Condiciones iniciales para los ensayos 9,10y 11aTi=27°CypHi=45

24 DESTILACION

Se realizé una destilacion simple de los jugos fermentados con el fin de determinar de manera
volumétrica la cantidad de alcohol producido. Se utilizé un equipo de destilacidn de laboratorio que
contiene una manta de calentamiento, balén de fondo redondo de 1000 ml, condensador,
termémetro de 150 °C, codos y erflenmeyer de 500 ml para recoger el destilado. Este montaje se
aprecia en la figura 6. De este proceso se obtuvo alcohol diluido y vinazas. Se recogié un

volumen de destilado que superara el 60% del volumen del fermentado para garantizar que todo
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el alcohol presente en la solucion fuera separado. Para conocer el porcentaje de alcohol en el
destilado se utilizé un alcoholimetro y una probeta de 100 ml.

s s e R

Figura6. Montaje de destilacion.

Se tom6 una cantidad de vinazas para diluifas con jugo de sorgo dulce hasta completar 500 mly
se realizaron dos ensayos de fermentacion con Saccharomyces cerevisiae nativa (12 y 13) a
distintas concentraciones de vinazas, 10% viv y 15% vy respectivamente.

Para realizar estos ensayos (12 y 13) se procede de igual forma como se describe en la seccion
2.3 variando las condiciones iniciales del medio a fermentar. Estas condiciones se muestran en la
tabla 7:

ENSAYOS | 12|13
%vivVinazas | 10 | 15
GradosBRIX | 21 | 21
Tabla 7. Condiciones iniciales para losensayos 12y 13aTi=27°CypHi=45

16



3. RESULTADOSY ANALISIS

3.1 RESULTADOS DE EXTRACCION DEL JUGO

A partir de 20000 g de tallos se obtuvieron 5755.8 g de jugo en una sola molienda, por lo tanto el
porcentaje de extraccion fue 28.78%. Este porcentaje de extraccidn se obtuvo al realizar la
molienda en un molino que no es el adecuado para este tipo de cafias El porcentaje de
extraccion es bajo segin el manual de cafia de azlcar para la produccion de panela de
CORPOICA, ya que se considera un porcentaje de extraccion satisfactorio en el intervalo entre
58% a 63% (CORPOICA, 1998). . De igual manera el iempo que paso luego del corte de los
tallos fue superior a 24 horas lo que puede ocasionar una reduccion en la humedad y por
consiguiente mayor dificutad en la extraccion de los azlcares. También algunos tallos se

encontraban contaminados de diatrea (anexo 2), lo que ocasiond reduccion en azlcares del tallo.

3.2 RESULTADOS DE FERMENTACION

Enlatabla8 se observan los resultados obtenidos en los trece ensayos de fermentacion.

Ensayo Alcohal Rendimiento Eficiencia Productividad*
producido () o) o)
1 333 51.09 50 219
2 0 o % X 335 5117 5008 219
3 | S5 |08 3638 5647 5525 242
4 ? g | - 339 5852 50.89 223
5 842 326 4004 3447 214
6 J§ 5 % X 48 49.89 50.75 316
7 S 4104 6160 4339 269
8 N 4233 6362 44,81 279
9 462 63.79 69.36 304
10 Le"ad‘ﬁema”o' 476 6431 5033 198
11 4875 56.10 7319 115
12 | Vinazas10%W 28 56.06 4178 216
13 | Vinazas 15% W 354 68.80 44,87 233

Tabla8. Resultados de la fermentacion.
* Unidades: [masa de producto(g)/(volumen fermentado(L)*Tiempo de fermentacion(h))]

El rendimiento, la eficiencia y la productividad se determinaron a partir de las siguientes

ecuaciones:
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Pr oductogeneradd g)
Sustratoconsumiddg)

Rendimiento=

x100  [3]

Alcohol producido(g)
Alcoholtedrico(g)

Eficiencia= x100 [4]

El alcohol producido en gramos se obtuvo de la medicion volumétrica del destilado y la densidad
del alcohol. El alcohol tedrico esta determinado estequiométricamente a partir del sustrato
(sacarosa) alimentado al proceso.

masade alcohol producido(g)
volumentotal (L) x tiempo fermentaadn (h)

Productividal = Bl

Fuente [3][4][5]. CALDERON PEREZ. 2007. Pag. 71.

La eficiencia promedio de las fermentaciones 1 a 8 fue de 47.45%, donde los ensayos5, 7y 8 se
encontraron por debajo de este promedio. La eficiencia se ve afectada ya que a mayor
concentracion de sustrato mayor es la pérdida del mismo, debido a que el porcentaje de
conversion es independiente, en este caso, de la cantidad de azUicar presente.

En la tabla 8 se puede observar que el ensayo 6 fue el de mayor produccion de alcohol (48 ml)
utiizando la levadura Saccharomyces cerevisiae nativa, pero de igual manera su rendimiento fue
uno de los méas bajos debido a contaminacion por oxigeno en el erenmeyer al realizar la
fermentacidn anaerobia. Posibles entradas de aire afectan el medio anaerobio y repercute en la
formacion de biomasa mas que en la formacién de bioetanal.

Los ensayos 9,10 y 11 se fermentaron con la levadura comercial ethanol red la cual es hiper
productora de etanol, la produccién de etanol para estos tres ensayos fue mayor que para la
Saccharomyces cerevisiae nativa.

Segun los resultados obtenidos las condiciones mas adecuadas para fermentar los jugos de
sorgo dulce a 18 grados BRIX con la cepa de Saccharomyces cerevisiae nativa son las
condiciones del ensayo 3, cuya eficiencia fue de 55.25%, 36.8 ml de alcohol producido y
productividad de 2.42 Etanol producido (gY (litros de fermentado * iempo de fermentacion en
horas). Para los jugos a 25 grados BRIX la mejor condicion son las del ensayo 6 cuya eficiencia
fue 50.75% (a pesar que tuvo una contaminacion por aire y su rendimiento fuera uno de los méas
bajos), 48 ml de alcohol producido y con una productividad 3.16 Etanol producido (g)/ (litros de
fermentado * tiempo de fermentacion en horas), ésta productividad fue la mas alta de los ocho

ensayos.
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Los resultados obtenidos tanto para las fermentaciones usando la cepa Saccharomyces
cerevisiae nativa como para los que se usO la levadura ethanol red muestran que la
concentracion de etanol incrementa cuando se eleva la concentracion de sustrato, pero dicho
aumento repercute en el iempo que toma la fermentacion afectando la productividad, por lo tanto,
estos tres son directamente proporcionales.

Las eficiencias con ethanol red fueron superiores con respecto a las fermentaciones realizadas
con la cepa Saccharomyces cerevisiae nativa. El ensayo 11 present6 la mejor eficiencia,
73.19%, pero la menor productividad debido a que el iempo de fermentacion fue de 67 horas.

Si en la etapa de extraccion de los jugos se obtuviera un porcentaje de extraccion satisfactorio,
por elemplo del 58%, se alcanzarian valores cercanos a los 40.24 litros de etanol por tonelada de
cafia de sorgo realizando la fermentacion con la cepa Saccharomyces cerevisiae nativa. De
igual forma usando la levadura ethanol red los valores llegarian a los 50.75 litros de etanol por
tonelada de cafia de sorgo. Por tanto estos resultados son buenos pues la literatura reporta
rendimientos de 40 liros de etanol por tonelada de cafia de sorgo (Cruz, 2007).

En cuanto a la conversion se puede decir que de 500 ml de jugo de sorgo dulce se obtuvo en
promedio un volumen de 37.67 ml de etanal, es decir, la conversion a etanol de jugo de sorgo
dulce fue de un 7.5% del volumen inicial. La literatura reporta valores tedricos de 9% para el
sorgo dulce lo cual indica que los resultados obtenidos en las fermentaciones realizadas son
satisfactorios. En la figura 7 se reportan los porcentajes en volumen de alcohol en el fermentado

obtenidos en la fermentacion de los ocho primeros ensayos con la levadura Saccharomyces

cerevisiae nativa.
%V/V DE ALCOHOL EN EL FERMENTADO (500 ml)
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Figura7. %V de alcohol en el fermentado (500 ml)
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Comparando los rendimientos obtenidos para el sorgo dulce, 40 a 50 litros de etanol por tonelada
de cafia de sorgo, con los rendimientos reportados por las industrias que trabajan con cafia de
azUcar, 70 liros de etanol por tonelada de cafia (Sanchez, 2005), se puede observar que los
valores son buenos considerando que la eficiencia del proceso realizado en este trabajo no
supero el 60% Yy se puede mejorar en proximas investigaciones, se vislumbra una excelente
oportunidad de trabajar con el sorgo dulce como materia prima en la produccion de etanol.

Por ofra parte los ensayos con jugo de sorgo y vinazas (12 y 13) presentaron una buena
fermentacidn sin inhibicidn de la levadura. Se evidencid que a medida que aumenta la
concentracion de vinazas en el medio a fermentar el porcentaje de conversion por parte de la

levadura disminuye.

33 CURVAS CINETICAS DE LOS ENSAYOS DE FERMENTACION CON
Saccharomyces cerevisiae  NATIVA

En la figura 8 se encuentra la curva cinética para los ensayos 1 a 4. Estos ensayos se realizaron
con la cepa Saccharomyces cerevisiae nativa y concentracion inicial de 18 grados BRIX. La
curva muestra el comportamiento de los grados BRIX con respecto al tempo. En la grafica se
obsenvo que durante el tiempo de fermentacion de 24 horas la conversion para los cuatro
ensayos fue la misma (Concentracion inicial: 18 grados BRIX; Concentracion final: 10 grados
BRIX). En los ensayos 3y 4, los cuales trabajaron a pH inicial de 5, se evidencia una mayor
velocidad de reaccion porque este pH inicial pemmite que durante la fermentacion no se alcance
un pH igual o inferior a 3.7 donde la levadura se inhibe.

La figura 9 muestra las curvas cinéticas para los ensayos 5 a 8 con Saccharomyces cerevisiae
nativa y concentracion inicial de 25 grados BRIX. Se observa la variacion de los grados BRIX con
respecto al iempo.

Las curvas cinéticas para los ensayos 5 a 8 (figura 9) mostraron un comportamiento similar a las
curvas de los ensayos 1 a 4 (figura 8) excepto para la curva del ensayo 6 la cual durante las
primeras 8 horas tuvo un comportamiento retardado respecto a las curvas 5, 7'y 8 pero luego de
este iempo su cinética se acelerd debido a una contaminacién de oxigeno durante la

fermentacion anaerdhica
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GRADOS BRIX

GRADOS BRIX

CURVAS CINETICAS CONCENTRACION INICIAL 18 BRIX CON Saccharomyces cerevisiae  NATIVA

TIEMPO (HORAS)

‘ ¢ Ensayo 1: Ti:27 °C; pHi:4  m Ensayo 2: Ti:35°C; pHi:4 4 Ensayo 3: Ti: 27 °C; pHi:5 Ensayo 4: Ti:35 °C; pHi:5 ‘

Figura8. Curva cinética de ensayos 1 a 4, concentracion inicial 18 grados BRIX con

Saccharomyces cerevisiae nativa.

CURVAS CINETICAS CONCENTRACION INICIAL 25 BRIX CON Saccharomyces cerevisiae NATIVA

14 T T T T

TIEMPO (HORAS)

‘ * Ensayo 5: Ti:27 °C; pHi:4 = Ensayo 6: Ti:35 °C; pHi:4 Ensayo 7: Ti:27 °C; pHi:5 Ensayo 8: Ti:35 °C; pHi:5 ‘

Figura 9. Curvas cinéticas de ensayos 5 a 8, concentracion inicial 25 grados BRIX con
Saccharomyces cerevisiae nativa.
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Esta entrada de oxigeno al medio favorecié al crecimiento celular. Cuando se interrumpié esta
entrada de oxigeno existia en el medio una gran carga de levaduras lo que permmitid un mejor
rendimiento en la conversion del sustrato a etanal, por esta razén el ensayo 6 es el de mayor
produccion de etanol (48 ml de etanol producidos). Las curvas de los ensayos 7 y 8 son idénticas
porgue tuvieron un comportamiento similar durante la fermentacion, por tanto se encuentra una
sobre la otra y de igual manera estas curvas tienen una mayor velocidad de reaccion que la curva
5, la cual trabajo con un pH inicial de 4. Estos resultados indican que se obtiene mejores
resultados trabajando con pH inicial de 5 y la temperatura no es tan relevante mientras se
encuentre dentro del rango de 27°C a 35°C.

En las figuras 8 y 9 se observa que las curvas no alcanzaron a estabilizarse en 24 horas de
fermentacion, es de esperarse que después de las 25 horas estas curvas logren su estabilidad
puesto que en este tiempo las levaduras inician su fase de muerte como se puede observar en la
curva de crecimiento celular para la especie Saccharomyces cerevisiae nativa en la figura 10.
Cuando esta etapa inicia la conversion de sustrato se detiene en la fermentacion.  También se
presentd un comportamiento similar, generalmente cada dos horas habia disminucion en un
grado BRIX, esto se explica porque el tempo de duplicacion de las levaduras es de
aproximadamente 1.5 a 2 horas (Fogler. 2001).

El rendimiento de las reacciones nunca sera del 100% debido a que todo el sustrato consumido
no se transforma en etanol porque las levaduras también utiizan este sustrato para su propio
mantenimiento, para su crecimiento celular y en la produccion de etanol.

CURVA DE CRECIMIENTO PARA LA ESPECIE Saccharomyces cerevisiae  NATIVA
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1,4E+11 A
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Figura 10. Curva de crecimiento para la especie Saccharomyces cerevisiae nativa.
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4. CONCLUSIONES

Las fermentaciones de los jugos de sorgo dulce para producir bioetanol es un proceso
posible y eficiente por lo tanto se recomienda utilizar la planta de sorgo dulce como materia

prima altemativa para apoyar la demanda de recursos en la produccion de bioetanol.

Se presenta una mayor velocidad de reaccién y mejores rendimientos al fermentar jugos de

sorgo dulce con la cepa nativa Saccharomyces cerevisiae a condiciones iniciales de pH de 5.

Los rendimientos para la obtencion de bioetanol a partir de sorgo dulce alcanzaron los 40
litros de etanol por tonelada de cafia de sorgo hasta 50 litros de etanol por tonelada de cafia
de sorgo, contando con una eficiencia que no superd el 60%.

Es posible realizar fermentaciones de jugo de sorgo dulce y vinazas en concentraciones

hasta un 15 % viv, de esta forma se presenta la posibiidad de recircular parte de las vinazas
al proceso de fermentacion y una altemativa de tratamiento para las mismas.
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ANEXOS

ANEXO 1

A PREPARACION AGAR YGC

Elagar YGC se prepara de la siguiente manera:

. Antes de iniciar la preparacion se debe esterilizar las cajas petri y los demas instrumentos
para senvir en una estufa a 200 °C durante 2 horas. Estos materiales deben estar
empacados con papel kraff para evitar su contaminacion en el momento de ser sacados de
la estufa.

En un erlenmeyer se disuelve el agar YGC en agua destilada, 40 gramos de agar en 1000
ml de solucidn y se calienta en bafio maria hasta que se disuelva completamente el agar.

La solucién es llevada a autoclave a 15 psi durante 15 minutos.

Después de retirar la solucidén del autoclave se debe dejar enfriar hasta 45 °C y se procede a
senvirla en las cajas petri, 15 ml de solucion para cada caja.

Es muy importante que en el momento de senvir el agar en las cajas petri se mantenga
encendidos, minimo, cuatro mecheros. Estos ayudan a formar una barrera evitando la

contaminacion de los cultivos por las esporas presentes en el aire.

. METODO PARA REALIZAR LOS REPIQUES

Para realizar el repique del fermentado en las cajas petri se procede de la siguiente forma:

1. Elfermentado (jugo azucarado) se diluye en agua peptonada. La dilucion se hace de 1 en

10. Posteriormente esta solucion se lleva a una dilucion de 1 en 1000. Esta Ulima es la

indicada para realizar el repique en las cajas petr.
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2. Con ayuda de un asa de punta curva se introduce en la solucion a repicar y luego se realiza
la siembra en las cajas de petri. La forma indicada para realizar la misma es como se

muestra en la siguiente figura 11:

Figurall. Forma de la siembra en la caja petri.

3. Luego de realizar la siembra se tapa la caja petri y se sella con papel parafinado. Se deja
durante 3 dias aproximadamente a temperatura ambiente y se observa los microorganismos
gue crecieron.

4. Después que se dé el crecimiento se toma con un asa de punta recta una pequefia cantidad
de microorganismo de las distintas colonias formadas en la caja petri y se colorea en un porta
objetos, se fija y se le adiciona coloraciones, para finalizar se observa en un microscopio €l

microorganismo coloreado. Las levaduras tienen un aspecto redondo y sin polos.

5. Luego de tener aislada e identificada la levadura se continlia repicando en cajas petri para
mantener la especie.

C. CURVADE CRECIMIENTO

1. Prepararlas aguas de dilucidn (Agua peptonada, solucion de peptona universal al 0.2%).
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Repartir en tubos de ensayo 9 ml para cada uno. Se deben preparar los tubos que sean
necesarios.

En un erlenmeyer se inocula un volumen de jugo de sorgo con varas asadas de
microorganismo, se inicia una fermentacion aerobia (suministrar aire con bomba de acuario).

. Cada hora se debe tomar 1 ml de fermentado y se diluye en un tubo de ensayo con las
aguas de dilucién (completar 10 ml), posteriormente de este tubo se toma 1 mly se diluye en
otro tubo de ensayo y asi sucesivamente hasta tener EXP 10°,

Del imo tubo de dilucion se toma 100 pl con una micropipeta (esteriizada) y se pasa a una
caja petri con agar YGC, con ayuda de un asa digraski se esparce por toda la superficie. Se
tapa la caja petri y se sella con papel parafinado. (En el momento de la siembra y dilucion se
debe mantener la asepsia adecuada).

Este procedimiento se realiza por 12 horas; Los medios de cultivo se dejan en crecimiento
durante 48 horas (Temperatura 30 — 35 °C), por Ultimo se hace el conteo de las colonias que
aparezcan. Este nimero se multiplica por las veces que se diluyo, # * 10 ® y esta es la

poblacion de levaduras que existian en el momento de tomar la muestra.

En la Tabla 9 se muestra los datos tomados para realizar la curva de crecimiento de la levadura

nativa. En lafigura 12.se encuentra la curva.

28



Tabla9. Datos de la curva de crecimiento de la levadura nativa

TIEMPO MUESTRA |BRIX|TT | pH | Rio.Celular
1 JugotlevSivestre| 175 | 30 [400| 2IxE2
2 JugotlevSivestre | 175 | 324 400| 2IxE2
3 JugoH evSivestre| 175 | 34 |400| 40xE2
4 JugoH evSivestre| 173 | 331|4,00| 80xE2
5 JugotlevSivestre| 173 | 30 [400| 160xE2
6 JugotlevSivestre | 17,1 | 29,7 400| 240xE2
7 JugotlevSivestre | 169 | 279[400| 38xE3
8 JugoH evSivestre | 168 | 27,8|4,00| 64xE4
9 JugoH evSivestre | 168 | 279|4,00| 129xE5
10 | JugoHevSivestre| 165 | 27,8|390| 260xE5
11 | JugotevSivestre| 162 | 279|386| 52xE6
12 | JugotevSivestre | 156 | 274|380 104xE6
13 | JugotlevSivestre | 149 | 275|375| 208xE6
14 | JugotlevSivestre| 142 | 276|371 | 416xE6
15 | JugotevSivestre| 136 | 27,8|368| 832XEY
16 | JugotevSivestre| 131 | 279|362 1664xE7
17 | JugotlevSivestre | 128 | 27,8 355| 3328xE7
18 | JugotlevSivestre| 122 | 27,7 | 352 | 66,56XE8
19 | JugotlevSivestre| 119 | 279|352| 120xE8
20 |[JugoHevSivestre| 119 | 281|352| 530xE9
21  |[JugoHevSivestre| 119 | 28 |350| 1024xE9
22 | JugoHevSivestre| 115 | 283|350| 120xE9
23 |JugoHevSivestre| 11,3 | 284|350| 150xE9
24 | JugoHevSivestre| 108 | 28,7|350| 155xE9
25 | JugoH.evSivestre| 108 | 284|350| 160xE9
26 | JugoHevSivestre| 108 | 283|355| 150xE9
30 |JugoHevSivestre| 105 | 284|355| 140xE9
32  |JugoHevSivestre| 105 | 286|355| 130xE9
36 | JugoHevSivestre| 105 | 285|355| 100xE9
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ANEXO 2

A DIATREA

Es un insecto originario del Continente Americano. Se han registrado 40 especies gramineas
como hospederos que le sirven de alimento en culivos comerciales como maiz, sorgo, millo,
aoz, avena, trigo, cebada, pastos forrajeros y malezas gramineas. En la figura 13 se muestra
uno de los tallos de sorgo dulce contaminados por diatrea.

Causa tres tipos principales de dario:

a. Cogollos muertos: Por lesion y destruccion de sus puntos de crecimiento, reduciendo el
numero de tallos/ha y produciendo atraso de las plantillas (cafias que se siembran por primera

vez), de preferencia en el periodo de 1 a 6 meses de edad de la cafia.

b. Darfio de la semilla asexual, al perforar y destruir las yemas en el material de siembra, en la

edad de semilleros.

c. Perforaciones circulares en los nudos o entrenudos, con ataques a partir de los seis meses de
edad del cultivo hasta el corte, con reduccidn sensible en el contenido de sacarosa, inversion de
azUcares, facilitando la presencia de otros insectos como el Metamasius y el Rhynchophorus, o
de enfermedades como Physalospora tucumanensis, el hongo de la “pudricion roja 0 muermo
rojo” y el aumento en la cantidad de fibra (Corpoica, 1998).

Figura12. Contaminacion por diatrea.
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