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Resumen.

Titulo: Estudio de la fermentacién de sacarosa, melaza, mucilago de cacao y miel para la
obtencion de etanol.

Autor: Daniel Esteban Ruiz Gémez, Julian David Tarazona Moreno

Palabras Clave: Etanol, fermentacion, sacarosa, variables, in6culo, cromatografia de gases (GC-
FID) y acoplado a masas (GC-MS), ANOVA.

Descripcion: Este proyecto de investigacion tuvo como objetivo principal analizar y estudiar las
condiciones del proceso fermentativo utilizando sacarosa como sustrato base, asi como evaluar
comparativamente el desempefio fermentativo de fuentes alternativas de carbono como mucilago
de cacao, melaza y miel de abejas. Las variables operativas independientes estudiadas incluyeron
concentracion de azlcar, temperatura y porcentaje de dosificacion del indculo de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. La cuantificacion de compuestos volatiles se realizd mediante
cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID), mientras que la
identificacion cualitativa de compuestos presentes en el fermentado fue llevada a cabo mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), permitiendo una
caracterizacion analitica mas completa del sistema.

El andlisis de varianza (ANOVA) confirmd una interaccion estadisticamente significativa entre las
variables operativas evaluadas, evidenciando una influencia directa de las condiciones
experimentales sobre el porcentaje final de produccion de etanol. En la matriz fermentativa
elaborada a partir de sacarosa, la concentracion mas alta fue de 11.96 % v/v de etanol, mientras
que condiciones menos favorables redujeron el porcentaje hasta valores cercanos a 3.55 % v/v. Al
evaluar fuentes alternativas de carbono, el mucilago de cacao presentd la mayor cantidad de etanol
obtenida con un valor de 12.17% v/v, resultado que evidencia el efecto positivo de nutrientes
naturalmente presentes en esta matriz sobre la actividad metabdlica de la levadura. En conjunto,
los resultados obtenidos demostraron que, aunque el mucilago de cacao present6 altos valores de
etanol, la sacarosa por su lado, alcanzé valores con menor dispersion, confirmando la consistencia
del disefio metodologico implementado y demostrando que validando la coherencia experimental
y el cumplimiento satisfactorio de los objetivos propuestos.

* Proyecto de Grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Herminsul de Jesus Cano Calle. Quimica, Ph. D.
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Abstract.

Title: Study of the fermentation of sucrose, molasses, cocoa mucilage and honey for ethanol
production.

Author: Daniel Esteban Ruiz Gémez, Julian David Tarazona Moreno **

Key Words: Ethanol, fermentation, sucrose, operational variables, inoculum, gas chromatography
(GC-FID) and mass coupled (GC), ANOVA.

Description: This This research project had as its main objective to analyze and study the
conditions of the fermentation process using sucrose as the base substrate, as well as to
comparatively evaluate the fermentative performance of alternative carbon sources such as cocoa
mucilage, molasses, and honey. The independent operational variables studied included sugar
concentration, temperature, and inoculum dosage percentage of the yeast Saccharomyces
cerevisiae. The quantification of volatile compounds was performed using gas chromatography
with flame ionization detection (GC-FID), while the qualitative identification of compounds
present in the fermented broth was carried out through gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS), allowing for a more comprehensive analytical characterization of the
system.

Analysis of variance (ANOVA) confirmed a statistically significant interaction among the
operational variables evaluated, demonstrating a direct influence of the experimental conditions
on the final percentage of ethanol production. In the fermentative matrix prepared from sucrose,
the highest concentration reached was 11.96% v/v of ethanol, whereas less favorable conditions
reduced the percentage to values close to 3.55% v/v. When evaluating alternative carbon sources,
cocoa mucilage presented the highest ethanol content obtained, with a value of 12.17% v/v, a result
that evidences the positive effect of naturally occurring nutrients present in this matrix on the
metabolic activity of the yeast. Overall, the results obtained demonstrated that although cocoa
mucilage presented high ethanol values, sucrose, on its part, reached values with lower dispersion,
confirming the consistency of the implemented methodological design and demonstrating the
validation of the experimental coherence and the satisfactory fulfillment of the proposed
objectives.

* Degree Project.

** Faculty of Sciences. School of Chemistry. Director: Herminsul de Jesus Cano Calle. Chemistry, Ph.D.
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Introduccion.

El etanol, o alcohol etilico (C:HsOH), es un compuesto quimico de gran relevancia en
diversos sectores industriales, destacando su uso como biocombustible, disolvente, antiséptico y
en la elaboracion de bebidas alcoholicas (Walker & Stewart, 2016). Entre las multiples vias para
su produccidon, la fermentacion alcohdlica de azucares mediante el uso de levaduras,
particularmente Saccharomyces cerevisiae, se ha consolidado como uno de los métodos mas
eficientes y sostenibles (Bai, Anderson, & Moo-Young, 2008). Este proceso, que convierte
azlcares como la sacarosa en etanol y dioxido de carbono, ha sido ampliamente estudiado y
aplicado a nivel industrial, especialmente en regiones con alta disponibilidad de materias primas
azucaradas (Soccol et al., 2010). Sin embargo, existen otro tipo de fuentes alternativas ricas en
azucares fermentables que presentan ventajas econdmicas y de sostenibilidad, como la melaza, las
mieles residuales y el mucilago de cacao, cada uno con composiciones y procesos de optimizacion
especificos que se adaptan a estos. (Cardona & Sanchez, 2007; Gutiérrez, 2016).

La sacarosa es un disacarido compuesto por glucosa y fructosa, asi mismo, actiia como un
sustrato ideal para la produccion de etanol debido a su alta fermentabilidad y su abundancia en
cultivos como la cafia de aztcar (Della-Bianca, Basso, & Gombert, 2013). Sin embargo, el uso de
subproductos como la melaza, un residuo denso y viscoso de la refinacion del azlicar, se presenta
como una fuente econémica y ampliamente disponible, con contenido de azlcares fermentables
que puede superar el 50%, aunque acompafiada de s6lidos no fermentables y minerales que pueden
inhibir la fermentacion (Bvochora et al., 2000; Rabelo, 2016). De manera similar, las mieles
residuales de diferentes procesos agroindustriales y el mucilago de cacao un subproducto liquido

de la fermentacion del cacao rico en glucosa, fructosa y pectinas, representan fuentes alternativas
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para la produccion de etanol, contribuyendo a la valorizacion de residuos. (Gomez, 2018; Pino &
Petia, 2019).

Cuando se utilizan estas fuentes como materia prima, las levaduras deben hidrolizar los
azlcares complejos en sus monosacaridos constituyentes (glucosa y fructosa), los cuales son
metabolizados en condiciones anaerdbicas para producir etanol (Bai et al., 2008). Este proceso
depende de una serie de factores que influyen en su eficiencia y rendimiento, tales como la
concentracion y pureza de los azucares, condiciones de fermentacion y las caracteristicas de la
cepa de levadura utilizada, los cuales pueden verse afectados por la composicion variable de la
melaza y el mucilago, que pueden contener inhibidores naturales o requerir pretratamientos
especificos (Alfenore et al., 2004). Por esta razon, mantener un control térmico del medio de
cultivo durante la fermentacion es crucial. Los calentamientos en bafio maria en procesos
experimentales de laboratorio a diferentes temperaturas son una practica estandar; estos permiten
lograr una esterilizaciéon suave del sustrato, disolver completamente los azlcares y otros
componentes; permitiendo de esta forma ajustar con precision la temperatura 6ptima de incubacion
para activar y mantener el metabolismo de la levadura sin desnaturalizar las enzimas. (Bai et al.,
2008; Walker, 2017).

La optimizacion de la produccion de etanol a partir de la fermentacion de diversas fuentes
de azucares con levadura es un tema de gran interés tanto para la industria como para la
investigacion cientifica (Sanchez & Cardona, 2008). Un proceso optimizado no solo maximiza el
rendimiento de etanol, sino que también reduce los costos operativos, minimiza la generacion de
subproductos no deseados y mejora la sostenibilidad del proceso. Por esta razon, cuando se trabaja
con materias primas como melaza, mieles o mucilago de cacao hay que tener en cuenta el

contenido variable de aztcares para la dilucion y la presencia de inhibidores, puesto que estos
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hacen mas complejos los requerimientos de acondicionamiento. (Cardona & Séanchez, 2007).
Teniendo en cuenta la informacidn anterior, la etapa de calentamiento controlado en bafio maria
resulta ser una herramienta util que permite estandarizar el punto de partida del proceso,
asegurando que los lotes experimentales tengan las mismas condiciones térmicas y de disolucion
de sustratos, lo que es esencial para una replicabilidad y analisis comparativo. (Liu et al., 2013).

La eficiencia de la fermentacion depende en gran medida de la cepa de levadura utilizada;
la Saccharomyces cerevisiae posee alta tolerancia al etanol, resistencia a inhibidores presentes en
melazas (como metales pesados o compuestos fendlicos) y capacidad para metabolizar mezclas
complejas de azicares, esto permite maximizar la produccidon a partir de fuentes alternativas
(Della-Bianca et al., 2013). En el caso del mucilago de cacao, la adaptacion de cepas a medios
acidos y con alto contenido de pectinas puede ser un factor determinante (Goémez, 2018). Previo a
la inoculacion, el medio de cultivo es comunmente calentado en bafio maria para eliminar
microorganismos competitivos sin degradar los nutrientes disponibles para la cepa seleccionada
(Walker, 2017).

Parametros como la temperatura y la concentracion de azicares deben ser cuidadosamente
controlados para evitar la inhibicién del crecimiento de la levadura y garantizar una alta tasa de
conversion (Alfenore et al., 2004). Esto es mas complejo con materias primas como la melaza, ya
que esta puede requerir dilucion y ajustes precisos para optimizar la fermentabilidad (Bvochora et
al., 2000). El uso de un bafio maria para mantener una temperatura constante y uniforme durante
la fermentacion es una técnica clave en el laboratorio, puesto que evita picos de calentamiento que

podrian afectar negativamente la levadura y la cinética enzimatica (Liu et al., 2013).
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1. Objetivos.

1.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la concentracion de sustrato, la concentraciéon de inoculo y la

temperatura sobre la produccion de etanol durante la fermentacion con Saccharomyces cerevisiae,

asi como comparar el comportamiento fermentativo de diferentes fuentes de carbono mediante

analisis cromatograficos.

1.2 Objetivos Especificos.

Determinar el efecto de la concentracion inicial de sacarosa (15, 20 y 25% p/v) sobre la
produccion de etanol (% v/v) en fermentaciones a temperatura ambiente con diferentes dosis
de inoculo.

Comparar el potencial fermentativo de fuentes de carbono alternativas (mucilago de cacao,
miel y melaza) frente a la sacarosa, en términos de concentracion de etanol alcanzada y perfil
cromatografico de compuestos volatiles.

Cuantificar e identificar el etanol y otros compuestos volatiles mediante cromatografia de gases
acoplada a detector de ionizacion de llama (GC-FID) y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS).

Analizar estadisticamente el efecto de la concentracion de sustrato con la sacarosa, la
concentracion de indculo y la influencia de la temperatura (ambiente =<26-27 °C, 30 °C y 35
°C) sobre la produccion de etanol y el perfil de compuestos volatiles generados durante la

fermentacion.
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2. Marco referencial.

2.1 Etanol como compuesto quimico

El etanol o alcohol etilico (C:HsOH) constituye uno de los compuestos quimicos mas
importantes en la industria moderna, con aplicaciones que abarcan desde la produccion de bebidas
alcohdlicas hasta su uso como biocombustible y solvente industrial. Segin datos de la Agencia
Internacional de Energia (2023), la produccion mundial de etanol supero los 115 mil millones de
litros en 2022, evidenciando su relevancia en la economia global. En Colombia, este compuesto
adquiere particular importancia dado el desarrollo de la industria azucarera y la creciente demanda
de bebidas espirituosas, que representaron un mercado de 2.8 billones de pesos en 2022, con un
crecimiento anual del 4.5% segiin Euromonitor International (2023).

Desde la perspectiva quimica, el etanol pertenece a la familia de los alcoholes alifaticos
primarios, caracterizado por la presencia de un grupo funcional hidroxilo (-OH) unido a un atomo
de carbono con hibridacion sp?.

Figura 1.

Hibridacion sp? en la molécula de alcohol.

Su estructura molecular, confirmada mediante técnicas espectroscOpicas avanzadas, presenta

propiedades unicas que lo hacen ideal para multiples aplicaciones: punto de ebullicién de 78.37°C,
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densidad de 0.789 g/mL a 20°C, y completa miscibilidad con agua debido a su capacidad para
formar puentes de hidrégeno. Estos atributos fisicoquimicos, combinados con su reactividad
caracteristica como compuesto anfotero, explican su versatilidad industrial y su papel central en
numerosos procesos quimicos (Smith, 2020).

En términos de sostenibilidad y eficiencia energética (Zabed et al., 2020). La optimizacion de este
proceso constituye un campo de investigacion activo, donde la comprension profunda de los
fundamentos quimicos y bioquimicos involucrados resulta esencial para mejorar rendimientos,
reducir costos y garantizar la calidad del producto final, especialmente cuando se destina al
consumo humano como bebida alcoholica.

2.2 Fundamentos quimicos de la fermentacion alcohoélica y ruta de Ehrlich

La fermentacion alcohodlica es un proceso bioquimico complejo que sigue principios
fundamentales de termodinamica y cinética quimica. Desde el punto de vista termodinamico, la
conversion de glucosa a etanol es un proceso exergdnico con un AG® de -235 kJ/mol a 25°C y pH
7, 1o que indica su espontaneidad bajo condiciones fisiologicas (Alberty, 2003). La reaccion global
es:

CsHi1206 — 2C:HsOH + 2CO-

Libera energia que la célula aprovecha para sintetizar ATP, aunque con una eficiencia
relativamente baja comparada con la respiracion aerobica. Este balance energético explica por qué
los microorganismos fermentativos producen grandes cantidades de sustrato para obtener la
energia necesaria para su metabolismo.

Cuando se utiliza sacarosa como materia prima, el proceso inicia con su hidrolisis, una
reaccion quimica que rompe el enlace glucosidico mediante la adicion de una molécula de agua.

La sacarosa (a-D-glucopiranosil-(1—2)-B-D-fructofurandsido) se descompone en sus
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monosacaridos constituyentes, glucosa y fructosa, mediante un mecanismo acido-catalizado que
involucra la protonacion del oxigeno glucosidico seguida del ataque nucleofilico del agua. Esta
reaccion, con una constante cinética de 1.8 x 10™* M 's™" a 25°C, puede ser catalizada tanto por
acidos minerales como por la enzima invertasa producida naturalmente por las levaduras
(Lehninger, 2017). La sacarosa es un disacarido constituido por una unidad de glucosa y una de
fructosa, enlazadas mediante un enlace glucosidico a(1—2). En esta forma, la molécula no puede
ingresar directamente a la glucdlisis, por lo que el primer paso del proceso fermentativo
corresponde a su hidrolisis. Esta reaccion es catalizada por la enzima invertasa, secretada por la
levadura. Durante la hidrolisis, una molécula de agua se incorpora al sistema, provocando la
ruptura del enlace glucosidico entre ambos monosacaridos. Como resultado, el grupo hidroxilo (—
OH) proveniente del agua se une a uno de los carbonos anoméricos y el proton (H") al otro,
liberando glucosa y fructosa libres.

Figura 2.

Esquema quimico de la descomposicion de sacarosa en alpha-glucosa y fructosa por

condensacion, y su posterior ruptura por hidrolisis.
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Una vez hidrolizada la sacarosa, tanto la glucosa como la fructosa ingresan a la via
metabodlica de la glucdlisis. En el caso de la fructosa, esta es previamente convertida en

intermediarios compatibles con la ruta glucolitica, a lo largo de este proceso cada monosacarido
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de seis atomos de carbono sufre una serie de reacciones enzimaticas que implican la reorganizacion
progresiva del esqueleto carbonado y la ruptura controlada de enlaces carbono—carbono, dando
lugar a la formacion de dos moléculas de piruvato, cada una con tres &tomos de carbono. Durante
este proceso se produce energia en forma de ATP y se reduce el cofactor NAD* a NADH.

El piruvato generado constituye el intermediario clave de la fermentacion alcoholica. En
condiciones anaerobias, este compuesto es transformado en acetaldehido mediante una reaccién
de descarboxilacion catalizada por la enzima piruvato descarboxilasa. En esta etapa se rompe el
enlace que mantiene unido el grupo carboxilo (—COO~) del piruvato, liberandose didxido de
carbono (CO:). La eliminacion de este grupo funcional reduce la molécula de tres a dos atomos de
carbono, originando el acetaldehido.

Posteriormente, el acetaldehido es reducido a etanol en una reaccion catalizada por la
enzima alcohol deshidrogenasa. En este paso, el NADH generado durante la glucdlisis cede
electrones y protones al grupo carbonilo (C=0) del acetaldehido. Esta transferencia electronica
provoca la ruptura del doble enlace carbono—oxigeno y la formacion de un grupo hidroxilo (~OH),
caracteristico del etanol. De manera simultinea, el NADH se oxida nuevamente a NAD",
permitiendo la continuidad de la glucoélisis y el equilibrio redox celular.

Desde un punto de vista global, la fermentaciéon completa de una molécula de sacarosa,
tras su hidrolisis y posterior metabolismo, produce cuatro moléculas de etanol y cuatro moléculas
de dioxido de carbono. Este proceso tiene gran relevancia tanto bioldgica como industrial, ya que

constituye la base de la produccion de bebidas alcohoélicas y de etanol como biocombustible.
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Figura 3.
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La ruta de Ehrlich es una via metabdlica clave en Saccharomyces cerevisiae que permite
la degradacion de aminoacidos aromaticos y de cadena ramificada (valina, leucina, isoleucina,
metionina, fenilalanina, tirosina y triptéfano) para producir los denominados alcoholes superiores,
ademas de compuestos de aroma caracteristicos de las bebidas fermentadas . Fue propuesta
originalmente por el bioquimico aleman Felix Ehrlich en 1907, quien observo la relacion
estructural entre ciertos aminoacidos y los alcoholes secundarios producidos durante la
fermentacion. La ruta consta de tres reacciones enzimaticas secuenciales:

1. Transaminacién: El aminoéacido es desaminado reversiblemente, transfiriendo su grupo
amino al a-cetoglutarato para formar el a-cetoacido correspondiente. Esta reaccion esta
catalizada principalmente por aminotransferasas como Batlp/Bat2p (para aminoacidos de
cadena ramificada) y Aro8p/Aro9p (para aminoacidos aromaticos).

2. Descarboxilacién: El o-cetoacido sufre una descarboxilacion irreversible para generar
el aldehido correspondiente, con un carbono menos que el aminoacido original. Esta
reaccion esta catalizada por descarboxilasas dependientes de tiamina pirofosfato, como las
codificadas por los genes ARO10, THI3 y el complejo PDC1/PDC5/PDC6.

3. Reduccion: El aldehido es reducido aalcohol fusel mediante la acciéon de alcohol
deshidrogenasas (como Adhlp-AdhSp y Sfalp), utilizando NADH como cofactor.

En sustratos y productos caracteristicos de la ruta de Ehrlich, los aminodcidos son
transformados en alcoholes superiores mediante un proceso de tres pasos enzimaticos.
Especificamente, la leucina se convierte en a-cetoisocaproato, el cual es posteriormente reducido
a 3-metilbutanol, conocido cominmente como alcohol isoamilico. De manera similar, la isoleucina
genera (35)-3-metil-2-oxopentanoato, que da lugar al 2-metilbutanol, mientras que la valina, a

través del a-cetoisovalerato, produce 2-metilpropanol o alcohol isobutilico. En el caso de los
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aminodcidos aromaticos, la fenilalanina se metaboliza a fenilpiruvato y finalmente a 2-feniletanol,
compuesto de gran importancia aromatica; la tirosina se transforma en p-hidroxifenilpiruvato y
posteriormente en 4-hidroxifeniletanol (tirosol); y el triptéfano, mediante indol-3-ilpiruvato, da
origen al triptofol. Estos alcoholes superiores, aunque producidos en cantidades relativamente
pequenas durante la fermentacion, son determinantes en el perfil sensorial de bebidas fermentadas
y pueden ser modulados mediante el control de las condiciones del proceso y la seleccion de cepas
de levadura.

2.3 Materias primas y su caracterizacion quimica

La seleccion y caracterizacion de materias primas constituye un aspecto critico en la
optimizacién del proceso fermentativo. La sacarosa, como disacarido compuesto por unidades de
glucosa y fructosa, representa el sustrato tradicional para la produccion de etanol de alta calidad.
Con una masa molar de 342.30 g/mol y una solubilidad de 211.5 g/100 ml de agua a 20°C, la
sacarosa pura ofrece la ventaja de una composicion quimica definida y reproducible (Voet & Voet,
2016). Sin embargo, consideraciones economicas frecuentemente llevan al uso de subproductos
azucareros como la melaza, cuyo costo puede ser hasta un 60% menor que el de la sacarosa
refinada (Paturau, 1989).

La melaza, residuo final del proceso de cristalizacion del azucar, presenta una composicion
quimica compleja y variable que influye significativamente en el curso de la fermentacion
(Ingledew, 2009). Su contenido de azticares totales (48-55%) incluye principalmente sacarosa (30-
40%), glucosa (5-15%) y fructosa (5-15%), acompanados por una fraccion significativa de sales
minerales (8-12%) que incluyen potasio como cation principal (3-5%), calcio (0.5-2%) y magnesio
(0.1-1%). Estos minerales, aunque pueden actuar como cofactores enzimaticos en concentraciones

Optimas, también contribuyen a la presion osmoética del medio, afectando la actividad metabolica
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de las levaduras. Adicionalmente, la melaza contiene compuestos nitrogenados (2-5%) que sirven
como fuente de aminoacidos para el crecimiento microbiano, y acidos orgéanicos (3-8%) como el
acido acético que puede inhibir la fermentacion a pH bajos.

Las mieles intermedias, obtenidas en etapas anteriores del proceso de refinacion, presentan
caracteristicas intermedias entre el jugo de caia y la melaza final. Con concentraciones de solidos
solubles entre 65-75°Brix, estas mieles contienen porcentajes mas altos de sacarosa (45-60%) y
menores contenidos de sales y compuestos inhibidores comparados con la melaza, lo que las hace
potencialmente mas adecuadas para la produccion de etanol de calidad superior (Espinosa &
Ovando, 2012). Por otra parte, el mucilago de cacao emerge como una materia prima alternativa
en regiones cacaoteras, con un contenido de azucares totales del 10-15% compuesto
principalmente por glucosa (6-8%), fructosa (4-6%) y sacarosa residual (1-2%), ademaés de acidos
organicos como el citrico que imparten un pH natural de 3.5-4.5 (Garcia et al., 2021).

2.3.1 Técnicas de caracterizacion.

La caracterizacion completa de estas materias primas mediante técnicas analiticas como
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para azlcares, espectrometria de masas para
compuestos organicos menores, y espectroscopia de absorcion atdomica para metales, resulta
esencial para establecer correlaciones entre composicion quimica y rendimiento fermentativo
(Skoog et al., 2017). Esta informacion permite no solo seleccionar la materia prima mas adecuada
segin los objetivos de produccion, sino también disenar estrategias de pretratamiento y
acondicionamiento especificas para maximizar la eficiencia del proceso.

2.3.2 (GC-FID) para identificacion y cuantificacion de alcoholes.
La Cromatografia de Gases es la técnica analitica de referencia para la separacion y

cuantificacion de compuestos volatiles en mezclas complejas, como los caldos de fermentacion.
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El fundamento de la técnica reside en la distribucion diferencial de los analitos entre una fase movil
gaseosa (gas de arrastre, generalmente Helio o Nitrogeno) y una fase estacionaria liquida o sélida
contenida dentro de una columna capilar. En este proyecto, la separacion de la mezcla etanol-
metanol se basa en la volatilidad relativa de los compuestos y su afinidad quimica por la fase
estacionaria (polar o no polar). Debido a que el metanol (CH30OH) posee una cadena carbonada
mas corta y un punto de ebullicion menor (64.7 °C) en comparacion con el etanol (CoHsOH),
(78.37 °C), este tiende a eluir primero en columnas de fase no polar.

Para la deteccion, se emplea un detector de ionizacion de llama (FID), el cual es altamente
sensible a compuestos organicos. En el FID, la muestra eluida se quema en una llama de
hidrégeno/aire, produciendo iones que generan una corriente eléctrica proporcional a la cantidad
de carbono en la muestra. Este método permite no solo confirmar la pureza del etanol obtenido,
sino también garantizar que los niveles de metanol se encuentren por debajo de los limites
permitidos por las normativas técnicas (como la NTC o resoluciones internacionales), utilizando
el tiempo de retencion (TR) como parametro de identificacion cualitativa y el drea bajo el pico
para el analisis cuantitativo mediante curvas de calibracion externa.

2.4 Bioquimica y fisiologia de Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae, la levadura de panaderia y cerveza representa el organismo
modelo para la fermentacion alcohdlica debido a su capacidad excepcional para convertir azicares
en etanol con alta eficiencia y su tolerancia relativamente buena a las condiciones de estrés
industrial (Walker, 1998). Desde el punto de vista bioquimico, esta levadura posee un sistema
enzimatico altamente especializado para el metabolismo de carbohidratos, comenzando con la
invertasa extracelular que hidroliza la sacarosa antes de su incorporacién a la célula. El transporte

de monosacaridos al citoplasma se realiza mediante una familia de transportadores de hexosas
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(Hxt1-17) con diferentes afinidades y capacidades, permitiendo la adaptacion a una amplia gama
de concentraciones de sustrato.

El metabolismo central de Saccharomyces cerevisiae esta finamente regulado mediante
mecanismos de control alostérico y modificacion covalente de enzimas clave. La
fosfofructoquinasa-1 (PFK-1), considerada la enzima limitante de la glucoélisis, es inhibida
alostéricamente por ATP y citrato, mientras que es activada por AMP, ADP y fructosa-2,6-
bisfosfato (Stryer, 2019). Este sistema de regulacion asegura que el flujo glucolitico se ajuste a las
necesidades energéticas de la célula y a la disponibilidad de sustrato. Similarmente, la piruvato
quinasa es inhibida por ATP y alanina, pero activada por la fructosa-1,6-bisfosfato, creando un
mecanismo de retroalimentacion positiva que acelera la glucélisis una vez iniciada.

La fisiologia de Saccharomyces cerevisiae durante la fermentacién muestra adaptaciones
especificas al ambiente anaerdbico o microaerofilico. Aunque la fermentacion alcohdlica es un
proceso esencialmente anaerdbico, trazas de oxigeno (0.05-0.10 mmol/L-h) son necesarias para la
sintesis de esteroles y acidos grasos insaturados requeridos para la integridad de membranas
(Rosenfeld & Beauvoit, 2003). Esta necesidad microaerofilica explica por qué en procesos
industriales se suele realizar una breve aeracion al inicio de la fermentacion o se afiaden extractos
de levadura como fuente de lipidos preformados. La levadura también desarrolla mecanismos de
tolerancia al estrés osmotico y al etanol, incluyendo la acumulacion de glicerol como
osmoprotector y modificaciones en la composicion lipidica de membranas para mantener su
fluidez frente a concentraciones crecientes de alcohol.

El crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en cultivos por lotes tipicamente sigue una
cinética que puede describirse mediante el modelo de Monod modificado para incluir la inhibicion

por producto (Bailey & Ollis, 1986). Pardmetros cinéticos caracteristicos incluyen una tasa



FERMENTACION DE AZUCARES PARA OBTENER ETANOL 29

maxima de crecimiento (Kmax) de 0.35-0.45 h™', una constante de saturacion de sustrato (Ks) de
0.5-2.0 g/L para glucosa, y una constante de inhibicion por producto (K;) de 10-15 g/L para etanol.
Estos valores, sin embargo, varian significativamente entre cepas y segun las condiciones de
cultivo, destacando la importancia de la caracterizacion especifica para fines de optimizacion.

2.5 Cinética y modelado del proceso fermentativo

La cinética de la fermentacion alcohdlica puede describirse mediante modelos matematicos
que integran el crecimiento microbiano, el consumo de sustrato y la formacion de productos. El
modelo de Luedeking-Piret, ampliamente utilizado en ingenieria bioquimica, describe la
produccion de etanol como funcion tanto del crecimiento celular como de la actividad metabdlica
de células no crecientes: d[P]/dt = a x d[X]/dt + B % [X], donde o representa el componente
asociado al crecimiento (tipicamente 4-8 g etanol/g biomasa) y 3 el componente no asociado al
crecimiento (generalmente 0.05-0.10 g etanol/g biomasa-h) (Shuler & Kargi, 2002). En
fermentaciones por lotes con Saccharomyces cerevisiae, el término asociado al crecimiento suele
dominar, especialmente durante la fase exponencial.

El consumo de sustrato puede aproximarse mediante el modelo de Monod cuando la
concentracion de azucares es limitante, pero requiere modificaciones para incluir efectos de
inhibicidn a altas concentraciones (Bailey & Ollis, 1986). Para sacarosa, la velocidad de consumo
puede expresarse como: vs = (Umax/ Yx/s) X [S]/(Ks + [S] + [S]¥/K) x [X], donde K; representa la
constante de inhibicion por sustrato, que para glucosa en Saccharomyces cerevisiae tipicamente
se encuentra en el rango de 50-100 g/L. Este término cuadratico en el denominador explica la
disminucién en la tasa de consumo observada cuando las concentraciones de azicar superan

niveles Optimos.



FERMENTACION DE AZUCARES PARA OBTENER ETANOL 30

La produccion de biomasa durante la fermentacion muestra una relacion compleja con el
consumo de sustrato y la formacion de productos. El rendimiento de biomasa respecto al sustrato
(Yx/s) varia segin las condiciones de cultivo, siendo generalmente menor en fermentaciones
estrictamente anaerdbicas (0.05-0.10 g/g) que en condiciones microaerofilicas (0.15-0.20 g/g)
debido a diferencias en la produccién de ATP por molécula de glucosa metabolizada (Walker,
1998). Esta variacion tiene implicaciones importantes para la produccion de etanol, ya que el
carbono desviado hacia la sintesis de biomasa no estara disponible para la formacion de alcohol.

Los modelos cinéticos también deben considerar la formacion de subproductos como
glicerol, 4cido acético y alcoholes superiores, que compiten por sustrato y cofactores con la
produccion de etanol. La sintesis de glicerol, por ejemplo, sirve como mecanismo para reoxidar
NADH cuando el balance redox celular no estd equilibrado, siguiendo la estequiometria:
Dihidroxiacetona fosfato + NADH + H" — Glicerol-3-fosfato + NAD* (Nelson & Cox, 2021). La
cuantificacion y modelado de estas vias secundarias es esencial para una optimizacion integral del
proceso, especialmente cuando se busca maximizar el rendimiento en etanol.

2.6 Factores que influyen en la eficiencia fermentativa

La eficiencia del proceso fermentativo estd determinada por maultiples factores
interrelacionados que afectan tanto la cinética como la termodindmica de las reacciones
involucradas. La concentracion inicial de sustrato representa uno de los parametros mas criticos,
con valores Optimos tipicamente entre 15-20% (p/v) de azlcares totales (Bai et al., 2008).
Concentraciones inferiores limitan la productividad volumétrica final, mientras que
concentraciones superiores pueden causar inhibicion osmotica, aumentando la presion osmotica

segun la ecuacion de Van't Hoff (m = iCRT) y reduciendo la actividad acuosa disponible para
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reacciones enzimaticas. Para una solucioén de sacarosa al 20%, la presion osmdtica calculada es
aproximadamente 15 atm, cercana al limite de tolerancia para muchas cepas de levadura.

La fermentacion alcoholica es un proceso exotérmico, liberando aproximadamente 23.5
kcal por cada mol de glucosa consumido. Este calor metabdlico puede elevar la temperatura del
medio, afectando la fluidez de la membrana plasmatica y la estabilidad de la enzima alcohol
deshidrogenasa. Por ello, el control térmico a 30°C es critico.

Asimismo, el uso de altas concentraciones de sacarosa afecta la actividad del agua. Un
descenso en la (aw) genera un gradiente osmotico que deshidrata la célula, obligando a la levadura
a sintetizar solutos compatibles como el glicerol para equilibrar la presion interna, lo cual compite
directamente con la produccion de etanol.

La temperatura de fermentacion influye en todas las reacciones bioquimicas segin la
relacion de Arrhenius (k = A x e“F¥RD) Para Saccharomyces cerevisiae, la temperatura optima se
encuentra entre 28-32°C, con energias de activacion tipicas de 50-60 kJ/mol para reacciones
enzimaticas clave (Hensing et al., 1995). Temperaturas por debajo de 25°C reducen
significativamente las tasas metabdlicas, mientras que temperaturas superiores a 35°C causan
estrés térmico, desnaturalizacion proteica y pérdida de viabilidad celular. Ademas, la fermentacion
alcohdlica es un proceso exotérmico que libera aproximadamente 92 kJ por mol de glucosa
fermentada, requiriendo sistemas de enfriamiento eficientes en reactores a gran escala para
mantener temperaturas optimas (Shuler & Kargi, 2002).

La oxigenacion y las condiciones redox del medio también juegan un papel crucial. Aunque
la fermentacion alcohdlica es un proceso anaerobico, trazas de oxigeno (0.05-0.10 mmol/L-h) son
esenciales para la sintesis de esterols y acidos grasos insaturados necesarios para la integridad de

membranas (Rosenfeld & Beauvoit, 2003). El potencial redox del medio, que para fermentaciones
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Optimas debe mantenerse entre -150 y -200 mV, afecta la proporcion de cofactores
reducidos/oxidados (NADH/NAD") y por tanto el flujo metabdlico hacia diferentes productos. Un
Eh muy negativo favorece la produccion de glicerol como mecanismo de reoxidacion de NADH,
mientras que un Eh menos negativo promueve la ruta del etanol.

La presencia de nutrientes especificos, particularmente fuentes de nitrégeno asimilable,
fosforo, y vitaminas del complejo B, es esencial para un crecimiento y metabolismo 6ptimos de la
levadura (Ingledew, 2009). Deficiencias nutricionales pueden llevar a fermentaciones lentas o
incompletas, produccion excesiva de subproductos, y mayor susceptibilidad al estrés. En medios
basados en melaza, la suplementacion con sales de amonio o urea, fosfatos, y extracto de levadura
o malta es comun practica para asegurar un perfil nutricional balanceado.

2.7 Procesos de purificacion, fundamento de la purificacion (Extraccion L-L).

El cloroformo (CHCI3) es un solvente organico no polar y denso que no se mezcla con el
agua. Al mezclar ambos, se crea un sistema bifasico donde el cloroformo actiia "atrapando"
impurezas lipofilicas y proteinas desnaturalizadas, mientras que el etanol y el metanol permanecen

en la fase acuosa debido a su alta polaridad y capacidad de formar puentes de hidrogeno.
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Figura 4.

Purificacion liquido-liquido.
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2.8 Control de calidad y normatividad.

El control de calidad en la produccion de etanol para bebidas alcohdlicas implica el
cumplimiento de especificaciones quimicas, fisicas y sensoriales estrictas definidas por normativas
nacionales e internacionales. En Colombia, la Resolucion 2058 de 2017 del Ministerio de Salud y
Proteccion Social establece los requisitos sanitarios para bebidas alcohdlicas, incluyendo limites
maximos para impurezas potencialmente toxicas como metanol (<0.5% v/v del alcohol total),
furfural (<5 mg/100 ml de alcohol absoluto), y metales pesados (cobre <0.1 mg/kg, plomo <0.2
mg/kg). Estas regulaciones se alinean con estdndares internacionales como los definidos por la
Organizacion Internacional del Vino y la Vifia (OIV) y la Asociacion Americana de Quimicos

Oficiales de Cereales (AACCI).
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La caracterizacion analitica del etanol y sus congéneres emplea técnicas instrumentales
avanzadas (Skoog et al., 2017). La determinacion cuantitativa de etanol puede realizarse mediante
picnometria (método oficial AOAC), cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama
(GC-FID), o espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) para andlisis rapido no destructivo. Para
el perfil completo de congéneres, la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS) permite la identificacion y cuantificacion simultanea de cientos de compuestos volatiles
y semi-volatiles con limites de deteccion en el rango de pg/L. Compuestos no volatiles como
acidos organicos y azlcares residuales se analizan tipicamente por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con detectores de indice de refraccion o arreglo de diodos.

El perfil sensorial, aunque subjetivo, es critico para la aceptacion del producto final
(Bamforth, 2014). Evaluaciones organolépticas realizadas por paneles entrenados de catadores
permiten caracterizar atributos como dulzor, acidez, amargor, y notas aromaticas especificas
(frutales, florales, especiadas, etc.). Estas evaluaciones se complementan con analisis
instrumentales como la cromatografia de gases-olfatometria (GC-O), que identifica compuestos
individuales responsables de caracteristicas aromaticas especificas.

La trazabilidad y control de proceso son aspectos esenciales del sistema de calidad. La
implementacion de buenas practicas de manufactura (BPM), sistemas de andlisis de peligros y
puntos criticos de control (HACCP) aseguran la consistencia del producto y la seguridad del
consumidor. En el contexto especifico de la fermentacion, puntos criticos de control incluyen la
esterilidad del indculo, el control de temperatura y pH durante la fermentacion, y la eliminacion

efectiva de congéneres no deseables durante la destilacion y rectificacion.
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2.9 Optimizacion del proceso: enfoques metodologicos.

La optimizacion sistematica del proceso fermentativo requiere enfoques metodologicos
estructurados que permitan evaluar multiples variables simultdneamente y determinar condiciones
Optimas de operacion. El disefio de experimentos representa la herramienta fundamental para este
proposito, permitiendo la exploracion eficiente del espacio experimental mediante arreglos
estadisticamente validados (Montgomery, 2017). Entre las estrategias mas utilizadas se encuentran
los disenos factoriales completos o fraccionados para identificar efectos principales e
interacciones, los disefios de superficie de respuesta como el central compuesto o Box-Behnken
para modelar relaciones no lineales, y los disefios de mezclas cuando se optimizan proporciones
de componentes.

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) permite modelar matematicamente la
relacion entre variables independientes (factores de proceso) y variables dependientes (respuestas)
mediante polinomios de segundo orden: Y = fo + EBiX; + XfiXi2 + ZXB;XiX; + €, donde Y es la
respuesta predicha, 3, es el término constante, i son los coeficientes lineales, Bii los coeficientes
cuadraticos, Pij los coeficientes de interaccion, X; las variables codificadas, y € el error
experimental (Myers et al., 2016). Este enfoque no solo identifica condiciones 6ptimas, sino que
también cuantifica la importancia relativa de cada factor y sus interacciones.

En el contexto especifico de la fermentacion para produccion de etanol como bebida, las
variables independientes tipicamente incluyen concentracion inicial de sustrato, pH inicial,
temperatura de fermentacion, tiempo de proceso, y tasa de indculo. La optimizacion abarca tanto
indicadores de eficiencia (rendimiento de etanol Yp/s, productividad volumétrica Q,) como

indicadores de calidad, esto es un proceso. Esta optimizacion multi-objetivo frecuentemente
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requiere técnicas de desirabilidad o algoritmos genéticos para encontrar soluciones de compromiso
optimas (Myers et al., 2016).

La optimizacion también puede abordarse mediante modelado cinético mecanistico, donde
se desarrollan sistemas de ecuaciones diferenciales basados en mecanismos bioquimicos
conocidos (Bailey & Ollis, 1986). Estos modelos, aunque mas complejos de desarrollar y calibrar,
ofrecen mayor poder predictivo y comprension fundamental del proceso. Herramientas de
simulacion computacional como MATLAB, Python con librerias cientificas, o software
especializado como SuperPro Designer permiten la implementacion y solucion de estos modelos.

La validacion experimental de las condiciones Optimas predichas es esencial para
confirmar la robustez y reproducibilidad del proceso (Montgomery, 2017). Esta validacion debe
incluir no solo réplicas bajo condiciones dptimas, sino también pruebas en rangos adyacentes para
evaluar la sensibilidad del proceso a variaciones menores en los pardmetros operativos.
Finalmente, la escalabilidad de las condiciones 6ptimas desde nivel de laboratorio a nivel piloto o
industrial requiere consideraciones adicionales de transferencia de masa y calor, homogeneizacion,

y control de proceso que pueden modificar los 6ptimos determinados a pequefia escala.

3. Antecedentes.

3.1 Contexto Historico y Evolucion Tecnologica

La produccién de etanol mediante fermentacion representa una de las técnicas mas antiguas
de la humanidad, con evidencia arqueoldgica que data del 7000 a.C. en China y del 5400 a.C. en
la region de Hajji Firuz en Iran (McGovern et al., 2017). Sin embargo, la comprension cientifica
del proceso fermentativo se dio en el siglo XIX con la investigacion de Louis Pasteur, quien en

1857 demostrd que la fermentacion alcohoélica era causada por microorganismos vivos y no por un
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proceso quimico espontaneo (Barnett, 2020). A lo largo del siglo XX, la investigacion sobre
Saccharomyces cerevisiae permiti6 que se iniciara un desarrollo en las cepas industriales
especializadas y la optimizacion de procesos a gran escala. En Colombia, la produccion industrial
de etanol inicid en la década de 1980, principalmente como subproducto de la industria azucarera,
evolucionando hacia un sector estratégico que en 2022 produjo aproximadamente 1.65 millones
de litros diarios, posicionando al pais como el tercer productor en América Latina
(Fedebiocombustibles, 2023).

En la ultima década se han visto avances significativos en la comprension molecular de la
fermentacion alcoholica, gracias a diversos estudios genomicos y protedmicos que han revelado
la compleja red regulatoria que controla el metabolismo de Saccharomyces cerevisiae, incluyendo
sistemas de sefalizacion como la ruta PKA y TOR que relacionan la disponibilidad de nutrientes
con la actividad fermentativa (Broach, 2021). Las técnicas de CRISPR-Cas9 han permitido un
tratamiento preciso de levaduras para mejorar la tolerancia al etanol, la eficiencia de consumo de
sustrato y la resistencia a inhibidores presentes en materias primas no convencionales (Lian et al.,
2022). Estas herramientas biotecnologicas ofrecen oportunidades sin precedentes para la
optimizacién racional de procesos fermentativos, aunque su implementacién industrial aun
enfrenta desafios regulatorios y de escalabilidad.

3.2 Investigaciones sobre optimizacion de parametros de fermentacion.

Numerosos estudios han abordado la optimizacion de parametros de fermentacion para la
produccion de etanol, empleando diversas metodologias experimentales y de modelado. Zhang et
al. (2021) investigaron el efecto de la concentracion inicial de sacarosa (10-30% p/v) en el
rendimiento fermentativo de Saccharomyces cerevisiae en medio sintético, encontrando un

porcentaje optimo de 20% con un rendimiento de 0.48 g etanol/g sacarosa y una productividad de
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2.1 g/L/h. Este estudio reveld que concentraciones superiores al 25% causaban inhibicion
osmotica, lo que reducia la viabilidad celular en un 40% a las 48 horas. Estos valores son similares
a investigaciones previas de Bai et al. (2018), quienes reportaron que la presion osmotica generada
por altas concentraciones de azucar activa la ruta de sintesis de glicerol como mecanismo de
adaptacion, desviando hasta el 15% del carbono del sustrato de la produccion de etanol.

La temperatura de fermentacion ha sido otro foco de investigacion, considerando las
implicaciones energéticas del control térmico en procesos industriales. Singh et al. (2020)
realizaron un estudio comparativo de fermentacion a 25°C, 30°C y 35°C utilizando melaza como
sustrato, encontrando que 30°C proporcionaba el mejor balance entre productividad (1.8 g/L/h) y
formacion de congéneres. Una temperatura de 35°C y superiores incrementaron la productividad
inicial, pero aceleraron la pérdida de viabilidad celular después de 24 horas, mientras que, unas
temperaturas de 25°C y mads bajas extendieron el tiempo de fermentacién a 96 horas, pero
mejoraron el perfil sensorial del destilado, con un 25% menos de alcoholes superiores. Estos
resultados son corroborados por andlisis protedmicos de Kumar et al. (2021), los cuales
identificaron cambios significativos en las enzimas glucoliticas y de respuesta a estrés térmico,
explicando las diferencias encontradas en rendimiento y formacion de subproductos.

3.3 Estudios sobre materias primas alternativas.

La busqueda de materias primas sostenibles y econdmicas ha motivado investigaciones
sobre sustratos alternativos para la produccion de etanol. En el contexto colombiano, estudios
recientes han explorado el potencial de diversos recursos locales. Garcia et al. (2022)
caracterizaron la composicion quimica de melazas de cinco ingenios azucareros del Valle del
Cauca, encontrando variaciones significativas en contenido de azucares (48-55%), sales minerales

(8-14%) y compuestos inhibidores. Su investigacion demostré que estas diferencias influyen
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directamente en el rendimiento fermentativo, con melazas de mayor pureza (55% azucares, <8%
sales) produciendo un 18% mas de etanol que melazas de menor calidad. El estudio también evalud
estrategias de pretratamiento, concluyendo que la dilucion a 20°Brix combinada con ajuste de pH
a 4.5 y suplementacion con 0.2% (NH4):SOs optimizaba el rendimiento independientemente de la
calidad inicial de la melaza.

El mucilago de cacao como materia prima no convencional ha recibido atencidn creciente
en regiones productoras de cacao. Una investigacion reciente de Ramirez et al. (2023) evaluo el
potencial fermentativo de mucilagos de tres variedades de cacao (Criollo, Forastero y Trinitario)
cultivadas en Santander, Colombia. Los resultados mostraron contenidos de aztcares fermentables
entre 12-15%, con glucosa como azucar predominante (6-8%). La fermentacion con
Saccharomyces cerevisiae produjo rendimientos de 0.38-0.42 g etanol/g azucares, ligeramente
inferiores a los obtenidos con melaza (0.45-0.48 g/g), atribuido a la presencia de inhibidores
naturales como polifenoles y dcidos organicos. Sin embargo, el estudio identificé que la hidrélisis
enzimatica con pectinasas comerciales incrementaba la disponibilidad de azucares en un 25% y
mejoraba el rendimiento fermentativo a niveles comparables con melaza, abriendo posibilidades
para la valorizacion de este subproducto.

Investigaciones sobre mieles intermedias han sido menos frecuentes, pero igualmente
relevantes. Un estudio de Lopez et al. (2021) compard el rendimiento fermentativo de miel A, miel
B y melaza final utilizando una cepa industrial de Saccharomyces cerevisiae. Los resultados
mostraron que las mieles intermedias, particularmente la miel A con 65% de sacarosa y menor
contenido de sales, producian etanol con menor concentracion de congéneres (30% menos de

alcoholes superiores) comparado con la melaza. Este hallazgo sugiere ventajas potenciales para la
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produccion de etanol de alta calidad, aunque el mayor costo de estas mieles frente a la melaza
representa una limitacion econdmica que requiere analisis de viabilidad especifico.
3.4 Avances en Tecnologias de Separacion y Purificacion.

La separacion y purificacion del etanol ha sido objeto de investigacion intensiva,
particularmente buscando alternativas mads eficientes energéticamente que la destilacion
convencional. Estudios recientes sobre ultrafiltracion para la recuperacion de etanol han mostrado
resultados prometedores. Wang et al. (2022) desarrollaron membranas de polietersulfona
modificadas con nanoparticulas de grafeno que lograron factores de separacion etanol/agua de 4.2
con flujos permeados de 15 L/m?h a 25°C. Estas membranas mantuvieron estabilidad operativa
por mas de 200 horas continuas, demostrando viabilidad técnica para procesos a escala piloto.
Analisis econdomicos del mismo estudio estimaron reducciones del 40% en el consumo energético
comparado con destilacion tradicional, aunque reconocieron desafios en la limpieza y regeneracion
de membranas frente a fouling por compuestos orgéanicos presentes en mostos fermentados.

La destilacion por membranas ha avanzado significativamente con el desarrollo de
materiales novedosos. Li et al. (2023) sintetizaron membranas de zeolita tipo MFI (ZSM™)
soportadas en ceramica que alcanzaron selectividades etanol/aguas superiores a 50 con flujos de
2.5 kg/m?h a 60°C. Estos valores representan mejoras sustanciales frente a membranas
poliméricas convencionales y ofrecen el potencial para romper directamente el azedtropo etanol-
agua. Sin embargo, los altos costos de fabricacion y la sensibilidad a impurezas en la alimentacion
limitan aun su aplicacion industrial a gran escala, particularmente en el contexto de paises en
desarrollo como Colombia donde las consideraciones econdmicas son prioritarias. En el ambito de
la destilacion convencional, investigaciones recientes han enfocado en mejoras de eficiencia

energética. Silva et al. (2022) disefiaron un sistema de destilacion por compresion de vapor
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acoplado a recuperacion de calor que redujo el consumo energético a 1.8 MJ/L de etanol
producido, comparado con 2.5-3.5 MJ/L en sistemas convencionales. El sistema, implementado a
escala piloto en una destileria brasilefia, logré ademas una reduccion del 20% en la formacion de
congéneres no deseables mediante un control preciso de perfiles de temperatura en la columna.
Estos avances son particularmente relevantes para la produccion de etanol de calidad potable,
donde la pureza y el perfil sensorial son criticos.

3.5 Investigaciones sobre control de calidad y perfil sensorial.

El control de calidad en la produccion de etanol para bebidas ha evolucionado desde
métodos empiricos tradicionales hacia enfoques cientificos basados en andlisis instrumental y
sensorial. Estudios recientes han aplicado técnicas analiticas avanzadas para caracterizar el perfil
de congéneres en destilados. Gonzalez et al. (2023) utilizaron cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) y cromatografia liquida de ultra resolucion (UHPLC) para
cuantificar 85 compuestos volatiles y semi-volatiles en muestras de etanol producido a partir de
melaza bajo diferentes condiciones de fermentacion. Su investigacion identificod correlaciones
significativas entre parametros de proceso (pH, temperatura, tiempo) y la formacién de congéneres
especificos, particularmente ésteres de cadena corta (acetato de etilo, acetato de isoamilo) y
alcoholes superiores (1-propanol, 2-metil-1-butanol). Estas correlaciones permitieron desarrollar
modelos predictivos que relacionan condiciones operativas con caracteristicas sensoriales.

La evaluacién sensorial cientifica ha ganado importancia en la caracterizaciéon de
destilados. Un estudio comprehensivo de Rodriguez et al. (2022) form6 un panel entrenado de 12
catadores para evaluar muestras de etanol producidas bajo 16 combinaciones diferentes de pH
(4.0-5.5) y temperatura (25-35°C). Los resultados, analizados mediante Analisis de Componentes

Principales (PCA), mostraron que muestras producidas a pH 4.5-5.0 y 28-32°C recibieron las
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calificaciones mas altas en atributos como "suavidad" y "pureza", mientras que condiciones
extremas (pH <4.0, temperatura >33°C) produjeron percepciones negativas de "picante" y
"medicinal". El estudio correlaciond estas percepciones sensoriales con concentraciones
cuantitativas de congéneres medidas por GC-MS, validando la relacion entre parametros de
proceso, composicion quimica y calidad sensorial.

Investigaciones sobre deteccion y control de contaminantes también han avanzado.
Martinez et al. (2021) desarrollaron un método analitico basado en espectroscopia Raman acoplada
a quimiometria para la deteccion rapida (<5 minutos) de metanol en etanol con limite de deteccion
de 0.1% v/v. Esta técnica, comparada favorablemente con métodos cromatograficos tradicionales
que requieren 20-30 minutos por analisis, ofrece potencial para monitoreo en linea en procesos
industriales, permitiendo ajustes en tiempo real para mantener la calidad y seguridad del producto.
Estudios similares han abordado la deteccion de otros contaminantes como furfural, acetaldehido
y metales pesados, desarrollando métodos sensibles y selectivos apropiados para el control de
calidad en destilerias.

3.6 Estudios de Optimizacion Multivariable Aplicados a Fermentacion.

La aplicacion de metodologias estadisticas avanzadas para la optimizacion de procesos
fermentativos ha sido un area de investigacion activa en la ultima década. El Disefio de
Experimentos (DoE) y la Superficie de Respuesta (RSM) han demostrado su eficacia para
identificar condiciones Optimas considerando multiples variables simultdneamente. Un estudio
reciente de Oliveira et al. (2022) empled un disefio central compuesto (CCD) para optimizar la
fermentacion de sacarosa con Saccharomyces cerevisiae, evaluando cinco variables
independientes: concentracion de sustrato (15-25%), pH (4.0-5.0), temperatura (28-34°C), tasa de

indculo (5-15%) y tiempo (48-96 horas). El modelo de segundo orden desarrollado explico el 94%
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de la variabilidad en el rendimiento de etanol, identificando interacciones significativas entre
temperatura y pH, y entre concentracion de sustrato y tiempo. Las condiciones Optimas predichas
(20% sacarosa, pH 4.8, 30°C, 10% in6culo, 72 horas) fueron validadas experimentalmente con un
rendimiento de 0.49 g/g, cercano al valor predicho de 0.51 g/g.

Enfoques de optimizaciéon multi-objetivo han ganado relevancia para procesos donde
multiples respuestas deben ser optimizadas simultaneamente. Chen et al. (2023) aplicaron la
metodologia de Desirabilidad Global para optimizar la producciéon de etanol desde melaza
considerando tres objetivos contradictorios: maximizar rendimiento (Yp/s), maximizar
productividad (Qp) y minimizar formacion de alcoholes superiores. Utilizando un disefio Box-
Behnken con tres factores (pH, temperatura, concentracion), desarrollaron funciones de
desirabilidad individuales para cada respuesta y calcularon una funcion de desirabilidad global (D)
que vari6 de 0.75 a 0.91 bajo diferentes condiciones. La condicién optima (pH 4.6, 31°C, 18%
azlcares) logréo un compromiso satisfactorio con D=0.88, produciendo 0.46 g/g de rendimiento,

1.9 g/L/h de productividad, y 280 mg/L de alcoholes superiores totales.

4. Materiales y metodologia.

4.1 Materiales y reactivos.

Se emplearon diversos reactivos y sustratos de grado alimenticio, analitico y comercial.
Como fuentes de carbono principales y sustratos de fermentacion, se utilizd sacarosa con una
pureza mayor o igual al 99.5%, melaza y mucilago de cacao. El proceso de fermentacion y los
ensayos microbiologicos se llevaron a cabo utilizando dos agentes bioldgicos: levadura seca activa
(Saccharomyces cerevisiae) y la levadura comercial especializada Lalvin EC-1118. Las

diluciones, la preparacion de medios de cultivo y en las mezclas se empled agua potable
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previamente caracterizada, con valores de conductividad eléctrica inferiores a 1 mS/cm,
garantizando condiciones adecuadas para la preparacion de los medios fermentativos, (marcas
Glacial y OMI). Finalmente, para los procedimientos analiticos y de cuantificacion, se dispuso de
estandares de referencia con etanol y metanol con una pureza mayor o igual al 99.8% funcionales
para cromatografia, ademas de cloroformo de grado analitico.
4.2 Metodologia.

Figura 5.

Esquema metodologico.

| ESQUEMA METODOLOGICO |
|

\2 v v
Fase 1: Preparacion de las Fase 2: Preparacion Fase 3: Anélisis y
Muestras para el Analisis Resultados
—
(segiin la fuente de azicar ) | q
v 1) : — ¥ ¥ Extraccion del Usodela itE

e e fermentado técnica analitica

[ zué:ar Sea ] [ Mucilago ] [ Miel ] [ Melaza ] S——ed Cromatografia de
(Sacarosa) Gases con Detector

J J v de lonizacién de

(" Preparacién Medio Preparacion Preparacién Preparacion Purificacién con ___Ulama (GC-FID)
Fermentacién Medio Medio Medio cloroformo
(Tamb y % aziicar var)) | | Fermentacién Fe([rmentaci(')n Fermentacion N———

L—\L—) (Tamby % amby % (Tamby % A
2 ' = azucar var.) azucar var.) | azicarvar) | - S . r. -
Preparacnéq Medio Inyeccion de la Determinacién de los
aT C°“°°{d35 y preparacion del muestra en tubos componentes del

calengamlento medio de Eppendorf fermentado
(% az(car var) fermentacién a N 2 d
T conocidas y
calentamiento,
Preparacion Medio con diferentes
Levadura Modificada % de azucar

(Tamb y % azucar var.)
) —

4.2.1 Etapa 1: Evaluacion base del proceso fermentativo a temperatura ambiente con diferentes
fuentes de carbono.
En esta fase se establecio la linea base del proceso fermentativo empleando sacarosa, miel,

melaza y mucilago de cacao como sustrato carbonado y una cepa comercial de levadura
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(Saccharomyces cerevisiae). El objetivo fue analizar el efecto de la concentracion inicial de
sustrato (15, 20 y 25% p/v) y de biomasa (1, 2 y 3% p/v correspondiente a 8, 16 y 24 g/800 ml
respectivamente) sobre la produccion de etanol (CHsCH20OH) bajo condiciones ambientales (24 +
2 °C), permitiendo identificar comportamientos cinéticos del sistema antes de experimentar con
diferentes variables para conseguir la optimizacion.

4.2.1.1 Preparacion del sistema reactivo, detalle técnico.

Se inici6 el procedimiento midiendo 400 ml de agua destilada utilizando una probeta
graduada, volumen que posteriormente fue transferido a un vaso de precipitados de 1 L. A
continuacion, bajo agitacion constante empleando una varilla de vidrio, se adiciond gradualmente
la cantidad correspondiente de los sustratos carbonados, con el propdsito de evitar acumulaciones
locales de soluto y favorecer una adecuada solubilizacion. La mezcla se mantuvo en agitacion
continua hasta lograr la disolucion homogénea, evidenciada por la obtencion de una solucion
completamente transparente y libre de particulas visibles. Finalmente, se realizo el ajuste del
volumen final a 800 ml mediante la adicion del agua previamente mezclada con la levadura,
teniendo en cuenta que la incorporacion de fuente de carbono genera un ligero incremento en el
volumen total, monitoreando cuidadosamente que el volumen final no superara los 800 ml
establecidos en el procedimiento experimental.

Las soluciones de fuente de carbono fueron preparadas bajo el criterio de porcentaje
peso/volumen (% p/v), definido como gramos de soluto por cada 100 ml de solucién final. Para

un volumen final de 800 ml por unidad experimental, utilizando la siguiente ecuacion:

%p/v

Msacarosa(g) =WX Vfinai(mL)

(1
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Tabla 1.

Concentraciones y masa.

Concentracion Masa de fuente de
(% p/v) carbono (g) para 800 ml
15 120
20 160
25 200

4.2.1.2 Disefio experimental.

Aunque la investigacion se centr6 en el uso de sacarosa (azucar comercial) como fuente de
carbono para evaluar el proceso de fermentacion y produccion de etanol por parte de
Saccharomyces cerevisiae; de manera complementaria se realizaron ensayos adicionales
empleando otras fuentes de azucares fermentables, estos experimentos paralelos tuvieron como
finalidad comparar el comportamiento metabolico del microorganismo frente a diferentes
sustratos, analizar posibles variaciones en la eficiencia fermentativa y obtener una vision mas
amplia sobre la influencia de la fuente de carbono en el rendimiento global del proceso de

produccion de etanol.
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Tabla 2.

Lotes experimentales.

Condiciones del fermentado

Lote Fuel}te de (Yop/v) % Levadura
azucar

1.1 Azucar 15 1
1.2 Azlcar 20 1
1.3 Azucar 25 1
2.1 Azlcar 15 1
2.2 Azucar 20 1
2.3 Azucar 25 1
3.1 Azucar 15 2
3.2 Azucar 20 2
3.3 Azucar 25 2
4.1 Azlcar 15 2
4.2 Azucar 20 2
4.3 Azucar 25 2
5.1 Azucar 15 3
5.2 Azlcar 20 3
5.3 Azucar 25 3
1.1 M Miel 15 1
1.2M Miel 20 1
1.3 M Miel 20 1
1.1 C M. Cacao 17 1
1.2 C M. Cacao 10 1
1.3C M. Cacao 20 1
1.4 C M. Cacao 25 1
2.1C M. Cacao 15 2
1.1 MLZ Melaza 16 2

Para el seguimiento y optimizacién del proceso, las variables medidas incluyeron la
concentracion final de etanol (% v/v,), el tiempo total de fermentacion contabilizado hasta el cese

completo de la produccion de COs.
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4.2.1.3 Preparacion del material bioldgico — procedimiento estandarizado.

La levadura comercial Saccharomyces cerevisiae, en presentacion de barra, fue sometida
a un proceso de hidratacion previo siguiendo un protocolo escalonado con el fin de garantizar la
viabilidad celular antes de iniciar la fermentacion; inicialmente, se pesaron 8 g, 16 g y 24 g de
levadura seca, segun el lote correspondiente, empleando una balanza analitica; posteriormente,
cada muestra fue transferida a un vaso de precipitados independiente que contenia 400 ml de agua
potable a temperatura ambiente, realizando una agitacion suave con varilla de vidrio para favorecer
la dispersion homogénea del material bioldgico, seguidamente, la suspension se dejo en reposo
durante 10 minutos sin agitacion, permitiendo la rehidratacion pasiva de las células; durante este
periodo, la membrana celular recuperé progresivamente su permeabilidad selectiva y se
reactivaron sistemas de transporte de membrana; la rehidratacion en ausencia de sustrato fue un
paso critico, ya que evitd un choque osmético brusco que podria generar efectos negativos como
plasmolisis celular por pérdida de agua citoplasmatica, desnaturalizacion de enzimas intracelulares
clave en la fermentacion, por lo tanto, esta separacion inicial entre biomasa y sustrato respondio6 a
la necesidad de impedir que la levadura seca entrara en contacto directo con soluciones
hipertonicas de sacarosa (% p/v) antes de que la membrana plasmatica recuperara completamente
su funcidn como barrera osmotica, garantizando las condiciones fisioldgicas Optimas para el inicio
del proceso fermentativo.

4.2.1.4 Mezcla del sistema fermentativo.

Una vez obtenidas ambas soluciones homogéneas la sacarosa disuelta en 400 ml y la
levadura disuelta en otros 400 ml, se combinaron en la botella de plastico de 1 L con cierre

hermético.
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La transferencia se realiz6 mediante embudos de vidrio previamente enjuagados con agua
destilada, se vertid primero la solucion de levadura hidratada en la botella, seguida de la solucion
de sacarosa. Posteriormente, se realizé una agitacion suave para garantizar distribucion uniforme.

4.2.1.5 Montaje del sistema anaerobio.

La botella fue sellada herméticamente con su tapa de rosca modificada. Se conectd una
manguera de silicona (se usé un equipo de macrogoteo) desde el orificio hasta una botella de
plastico de 500 ml que contenia 350 ml de agua. El extremo de la manguera se sumergi6 2 cm por
debajo de la superficie del agua.

El funcionamiento del sello hidraulico se basa en un gradiente de presion y una barrera
liquida: el CO, generado de forma continua por el metabolismo de la levadura incrementa la
presion interna en el reactor, forzando al gas a burbujear a través del agua para escapar de manera
segura al ambiente. Al mismo tiempo, esta columna de agua actia como una valvula de retencion
unidireccional y una barrera fisica hermética, aislando por completo el sistema y previniendo
cualquier reflujo o ingreso de oxigeno (O2) molecular desde el exterior hacia el medio de cultivo.

Figura 6.

Montaje del sistema anaerobio.
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4.2.1.6 Condiciones de fermentacion — monitoreo.

El proceso se llevo a cabo a temperatura ambiente (26 = 2 °C), medido con un termdémetro
de mercurio que se insertaba en dentro del sello de la botella y certificando cada cierto tiempo que
las condiciones fueran las mismas. No se aplicé agitacion continua; la unica mezcla fue la inicial.

Las variables monitoreadas fueron: Cambios en la trampa de salida, cambios visuales
internos dentro del reactor como turbidez, sedimentacion de levadura o espuma, ademas, se
monitoreo la temperatura.

4.2.1.7 Criterio de finalizacion del proceso.

El proceso se considerd finalizado cuando ces6 completamente la produccion de COo,
definido operacionalmente como: cero burbujas en la trampa de CO», adicionalmente, se verifico
la ausencia de efervescencia al agitar suavemente la botella.

4.2.1.8 Clarificacion y extraccion del fermentado.

Las botellas se dejaron en reposo aproximadamente 2 dias después de la finalizacion del
burbujeo, permitiendo la sedimentacion natural de la biomasa (células de levadura muertas y
viables) por gravedad. Este tiempo fue suficiente para observar una separacion clara de fases: una
fase liquida superior (sobrenadante) que contenia etanol y azucares residuales, y un sedimento
inferior (levadura + particulas so6lidas); a continuacion, con una jeringa estéril de 10 ml acoplada
a una aguja de calibre 18, se extrajo el sobrenadante desde la superficie, evitando aspirar el
sedimento. La extraccion se realizo con la botella inclinada para maximizar la recuperacion de
liquido clarificado; ademas, el fermentado recolectado se transvasa a una nueva botella limpia y
esterilizada para garantizar que este se mantenga sin contaminantes; asi mismo, de este se toman
muestras en tubos eppendorf y se sellan evitando perdidas por evaporacion del etanol, estos son

etiquetados con lote indicando la muestra del fermentado producido; finalmente, este, se transfirio
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a viales de vidrio ambar de 10 ml con cierre hermético, etiquetados con el cddigo de lote y fecha,
y se almacenaron a 4 °C hasta el momento del andlisis para evitar pérdidas de etanol por
evaporacion.

4.2.1.9 Analisis de etanol con el método de cromatografia de gases (GC) — extraccion

liquido-liquido con cloroformo.

4.2.1.9.1 Extraccion liquido-liquido.

La matriz fermentativa cruda contiene, ademas de etanol, una compleja mezcla de
compuestos no volatiles y semivolatiles que pueden interferir en el analisis cromatografico, tales
como: azucares residuales (sacarosa no consumida, glucosa y fructosa provenientes de la hidrélisis
enzimatica), sales minerales (provenientes de la levadura comercial), proteinas y péptidos (lisados
celulares), glicerol (subproducto de la fermentacion) y dcidos organicos (acido acético y pirivico);
en consecuencia, los azicares residuales, pueden causar que se carbonice la muestra debido al
inyector caliente del GC, se puede obstruir la columna capilar reduciendo su vida util, solaparse
los picos con el etanol, producir colas asimétricas en los picos cromatograficos, afectando la
cuantificacion.

Para poder eliminar estos residuos, se implement6 una extraccion liquido-liquido (LLE)
utilizando cloroformo (CHCls) como solvente orgéanico; el cual posee estas caracteristicas: una
densidad de 1.489 g mL" a 20 °C, lo que le permite formar una fase inferior en mezclas con agua,
ayudando a la recuperacion de la fase acuosa superior durante los procesos de extraccion y
purificacién. Su constante dieléctrica (¢ = 4.81) refleja una baja polaridad, haciéndolo adecuado
para disolver compuestos moderadamente polares, posee un punto de ebullicion de 61.2 °C, lo cual

lo hace lo suficientemente volatil para eliminarse por evaporacion suave y, ademads, no interfiere
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con la sefial del etanol en cromatografia de gases (GC) gracias a su diferente tiempo de retencion.
Por ultimo, su baja miscibilidad con agua (0.8 g/100 mL a 20 °C) garantiza la formacion de una
interfase clara y estable, esencial para una separacion eficiente de fases en protocolos de
purificacion con cloroformo.

De cada lote experimental, se extrajo cuidadosamente 2.0 ml del sobrenadante clarificado
(descrito en seccion 4.2.1.8) usando una micropipeta con punta de 1000 pL (dos tomas de 1000
pL). La alicuota se transfirié a un vial de vidrio de 5 ml con tapa de rosca. Se trabajé con vial por
muestra para evaluar la repetibilidad de la extraccion; adicionalmente, se anadieron 1.0 ml de
cloroformo grado analitico a cada vial que contenia los 2.0 ml de fermentado. La relacion
volumétrica fue fermentado:cloroformo = 2:1, por otro lado, los viales fueron cerrados
herméticamente (tapa de rosca) y se agitaron manualmente durante 30 segundos con un
movimiento rotacional constante, después, se dejaron en reposo durante 5—10 minutos en posicion
vertical, a temperatura ambiente (26 £+ 2 °C), sin agitacion, a continuacion, con una jeringa estéril
de 1 ml acoplada a una aguja, se abrio el vial y se introdujo la aguja hasta la mitad de la fase acuosa
superior, teniendo cuidado de no tocar la interfase ni penetrar en la fase organica. Se aspiraron
lentamente 1.8-2.0 ml de la fase acuosa superior; finalmente, el contenido recogido
(aproximadamente 1.8-2.0 ml de fase acuosa purificada) se transfiri6 inmediatamente a un vial
ambar de 2 ml con septo de PTFE/silicon.

Todos los viales se almacenaron en posicion vertical dentro de un refrigerador, protegidos
de la luz. El anélisis por GC se realizdé dentro de las posterior a la extraccion para minimizar

pérdidas de etanol por evaporacion.
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4.2.1.9.2 Anadlisis por cromatografia de gases (GC-FID).

El analisis se realizo inyectando 1 pL de la fase acuosa superior obtenida post-extraccion
en el cromatdgrafo de gases. El inyector se mantuvo a 220 °C trabajando en modo split 1:20. Se
empled helio como gas portador a un flujo constante de 1.2 ml min™'. La separacion se llevo a cabo
en una columna capilar DB-WAX (30 m % 0.32 mm x 0.25 pum); el horno sigui6 una rampa de
temperatura que partié de 40 °C mantenidos durante 2 minutos, aumentando luego a 10 °C min™"
hasta alcanzar 200 °C. Para finalizar, se utilizo un detector de ionizacion de llama (FID) a 250 °C.

A pesar de que la muestra atin contiene agua (aproximadamente 95-98%), la columna DB-
WAX (polietilenglicol) es compatible con inyecciones de muestras acuosas en pequefias
cantidades. El agua se eluye rapidamente (tiempo de retencion ~1.2 min), muy antes que el etanol
(=2.8-3.2 min), sin afectar la separacion. La extraccion previa con cloroformo elimind los
interferentes que si dafian la columna (azucares, sales, proteinas), permitiendo inyecciones limpias
y repetibles.

Curva de calibracion: Se prepararon patrones de etanol en agua a concentraciones de, 5,
10, 15 y 20% v/v a partir de etanol absoluto (>99.8%). Se inyectaron por triplicado y se construy6
la curva de calibracion (4rea vs. concentracion). El coeficiente de determinacién (R?) minimo
aceptado fue >0.995.

Cuantificacion de metanol (posible trazabilidad): La presencia de metanol fue evaluada
comparando los tiempos de retencion de la muestra con un patrén de metanol al 0.5% v/v. En
fermentaciones de sacarosa con Saccharomyces cerevisiae, no se espera metanol (este se produce
por hidrolisis de pectinas en fermentaciones de frutas). Cualquier pico en el tiempo de retencion

del metanol se reportd como "trazas no cuantificables" o "ausente".
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4.2.2 Etapa 2: Evaluacion del proceso fermentativo a temperaturas controladas.

En esta segunda fase experimental se evaluo el efecto que tiene la temperatura sobre la
cinética fermentativa de Saccharomyces cerevisiae utilizando sacarosa como unico sustrato,
utilizando las mismas condiciones que en la primera parte; 15, 20 y 25% p/v de concentracion de
azacar y 1, 2 y 3% p/v de biomasa inicial, la diferencia principal en esta etapa fue, que se
implementd un sistema de calentamiento por bafio maria para mantener condiciones isotérmicas
en: 30 °Cy 35 °C.

La seleccion de estas temperaturas responde a que 30 °C se situa en el rango optimo
documentado (28-32 °C) para el crecimiento y rendimiento metabolico de Saccharomyces
cerevisiae, mientras que 35 °C actiia como un limite superior de tolerancia que somete a la levadura
a un estrés térmico moderado, permitiendo evaluar la resistencia del sistema ante fluctuaciones
térmicas y los efectos criticos de la temperatura sobre la viabilidad celular y la actividad
enzimatica.

4.2.2.1 Diseiio experimental.

Se implementaron dos experimentos independientes (Parte 2A y Parte 2B), cada uno
correspondiente a una temperatura de incubacion controlada. Para cada temperatura, se mantuvo
el mismo disefio factorial empleado en la seccion anterior, con la diferencia de que no se realizaron

réplicas independientes.
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Tabla 3.

Diserio experimental para la etapa de fermentado con control de temperatura.

Condiciones del fermentado

Lote Fuet}te de (Yop/v) % Levadura Tem;;eratura
azucar C
1.1 T Azlcar 15 1 30
12T Azlcar 20 1 30
1.3T Azucar 25 1 30
14T Azucar 15 2 30
1.5T Azlicar 20 2 30
1.6T Azlcar 25 2 30
21T Azucar 15 2 35
22T Azlcar 20 2 35
23T Azlcar 25 2 35

4.2.2.2 Montaje del sistema con control de temperatura en bafio maria.

4.2.2.2.1 Montaje del sistema anaerobio.

Se efecto el mismo procedimiento de la seccion 4.2.1.5.

4.2.2.2.2 Configuracion del barfio termostdtico.

El bano Maria se encendi6 con al menos 30 minutos de antelacion al inicio de cada
experimento para asegurar que la totalidad del agua se encontrara a la temperatura deseada. El
termostato se programo y se verifico con un termometro de mercurio sumergido en el centro del
bafio. Se consider6 temperatura estable cuando la fluctuacion fue < +0.5 °C durante 15 minutos

continuos.
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El volumen de agua en el bafio, se mantuvo un nivel de agua que cubriera al menos 2/3 del
volumen de las botellas con la mezcla, permitiendo una transferencia de calor eficiente por

conveccion.

4.2.2.2.3 Inmersion y fijacion de las botellas en el bafio maria.

Cada botella de plastico de 1 L cerrada con su respectiva tapa se colocd cuidadosamente
dentro del bafio Maria termostatado, sumergido hasta la altura del cuello (aproximadamente 800
ml de inmersion). Para evitar el contacto directo con el fondo metalico del bafio (que puede
presentar puntos calientes con temperatura superior a la programada), las botellas se apoyaron
sobre una rejilla de acero inoxidable elevada 2 cm por encima del fondo.

Figura 7.

Diagrama de barnio maria.
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4.2.2.2.4 Monitoreo de temperatura durante la fermentacion.
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Para registrar la temperatura durante el proceso, se implement6 una doble estrategia de
monitoreo: por un lado, se controlo la temperatura del agua del bafio maria en tres momentos clave
(al inicio, a los tres dias y al finalizar la fermentacion); por otro lado, se dispuso un montaje de
prueba testigo , consistente en una botella adicional con 800 ml de agua colocada en el mismo
bafio, equipada con un termdémetro insertado a través de un septo en la tapa, lo que facilit6 la
lectura en tiempo real de la temperatura interna del liquido sin necesidad de abrir ni alterar las
botellas experimentales.

4.2.2.3. Monitoreo de la actividad fermentativa.

La actividad metabdlica de la levadura se monitore6 mediante la observacion de burbujas
de CO: en la trampa hidraulica, ademas de observaciones cualitativas como: formacion de espuma
en el reactor (indicador de alta actividad), coloracioén del medio (inicial: amarillo palido; final: méas
oscuro por acumulacién de productos de desecho), sedimentacion visible de la levadura o eventual
obstruccion de la manguera o disminucion abrupta del burbujeo.

4.2.2.4 Criterio de finalizacion del proceso.

Se aplico el mismo criterio definido en la parte 1, seccion 4.2.1.7.

4.2.2.5 Clarificacion, extraccion y purificacion de muestras.

4.2.2.5.1 Sedimentacion y recuperacion del sobrenadante.

Una vez finalizado el tratamiento térmico, las botellas fueron retiradas cuidadosamente del
bafio maria y se dejaron enfriar. Este periodo de enfriamiento tuvo como finalidad garantizar una
manipulacion segura del material evitando posibles quemaduras, reducir la presion interna
generada por la expansion térmica del aire presente en el espacio de cabeza (headspace) y

favorecer la sedimentacion de la biomasa debido a la disminucion de los fendmenos de conveccion
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térmica dentro del sistema. Posteriormente, una vez alcanzadas condiciones mas estables, se
procedi6 a aplicar el mismo protocolo experimental previamente descrito en la seccion 4.2.1.8,
manteniendo las mismas condiciones y parametros establecidos para la continuidad del proceso

experimental.

4.2.2.5.2 Purificacion de muestras por extraccion liquido-liquido con cloroformo.

Se sigui6 exactamente el protocolo descrito en la seccion 4.2.1.9.1.

4.2.2.5.3 Almacenamiento de muestras purificadas.

Los viales ambar de 2 ml conteniendo la fase acuosa purificada se almacenaron a 4 °C en
posicion vertical, protegidos de la luz, hasta su andlisis por cromatografia de gases.

4.2.2.6 Analisis de etanol con el método de cromatografia de gases (GC-FID).

Se utilizaron las mismas condiciones cromatograficas descritas en la seccion 4.2.1.9.2 de

la parte 1.
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5. Resultados, analisis y discusion.

5.1 Cromatogramas (FID) para caracterizacion de compuestos y cuantificacion de etanol.
5.1.1 Fase 1: temperatura ambiente y sacarosa.
Figura 8.

Cromatograma y reporte del lote 1.2 (20% azucar, 1%levadura, T ambiente).
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1 3.861 BY @.8667 115.37638  26.85764 @.59200
2 4.888 VB 2.8785 1.91368e4 3948.54639 98.18764
3 4.867 BV e.8416 17.659514 5.54297 @.29879

El cromatograma obtenido mediante GC-FID mostr6 un perfil caracteristico de
fermentacion alcohdlica predominando el etanol. Se observé un pico principal a un tiempo de
retencion de 4.008 min con un porcentaje de area de 98.19% y una alta conversion de la sacarosa
fermentable. Los demads picos detectados presentaron areas relativas inferiores al 1%, lo que indica
una baja formacion de compuestos secundarios durante el proceso. Entre estos se destacan
pequefias sefiales asociadas posiblemente a alcoholes superiores o metabolitos secundarios. Asi
mismo, los picos que probablemente se podrian asociar a la presencia de altas concentraciones de

metanol no son significativos. En resumen, el perfil cromatografico evidencia una fermentacion
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eficiente y altamente selectiva hacia la produccion de etanol utilizando sacarosa como sustrato

fermentable.

Figura 9.

Cromatograma y reporte del lote 5.2 ( 20%azucar, 3% levadura, T ambiente.)
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3  4.126 VB 8.8445 1132.71845 372.46841 5.83184

Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 5.2, preparada con Levapan, sacarosa al

20% p/v, 3% de levadura y temperatura ambiente. Este cromatograma muestra un pico de etanol a

4.008 minutos que alcanza el 91.98% del area total de compuestos organicos detectados, y una

relacion etanol:alcohol superior de 15.77:1. El alcohol superior que se encuentra a 4.126 minutos

representa solo el 5.83% del area total. Este desempefio excepcional demuestra que, una

concentracion de 20% p/v de sacarosa combinada con una dosis alta de levadura (3%) a

temperatura ambiente puede producir una fermentacion altamente eficiente, con minima formacion

de alcoholes superiores. Se puede concluir que en ocasiones el estrés osmotico asociado al 20%
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de azlcar puede ser compensado por una mayor densidad de indculo (3%), permitiendo que la
levadura alcance una selectividad excepcional hacia etanol.

5.1.2 Resultados fase 2: Temperatura controlada y sacarosa.

Figura 10.

Cromatograma y reporte del lote 1.5T (20% azucar, 2%levadura, 30°C.)
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Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.5T, preparada con Levapan, sacarosa al
20% p/v, 2% de levadura y temperatura controlada de 30°C. Este es el mejor resultado de toda la
Parte 2, con un pico de etanol a 4.007 minutos que alcanza un area de 19,293 pA-s, constituyendo
el 97.83% del area total de compuestos organicos detectados, un valor excepcionalmente alto que
indica una selectividad practicamente total hacia la produccion de etanol. Los 6 picos restantes
suman menos del 2% del area total. Este desempefio sobresaliente demuestra que la combinacion
de 20% de azucar afiadiendo otro 8g mas de levadura (2%) y 30°C alcanza una condicién

excelente, muy similar a la del cromatograma 1.2, es decir que la condicion optima de sustrato es
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20% y si se va a trabajar bajo temperatura controlada, lo ideal seria aumentar la dosis de levadura;

por lo tanto, para la fermentacion con levadura levapan, las muestras 1.2 y 1.5T (de diferentes

fases experimentales) alcanzan valores muy superiores al resto de las muestras analizadas.

Figura 11.

Cromatograma y reporte del lote 2. 1T (15% azucar, 2%levadura, 35°C).
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Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 2.1T, preparada con Levapan, sacarosa al

15% p/v, 2% de levadura y temperatura controlada de 35°C (Parte 2), muestra un desempeno

bastante alto, con el pico de etanol a 4.003 minutos alcanzando un area de 15,465 pA-s, que

representa el 98.20% del area total de compuestos orgdnicos detectados, el valor mas alto

registrado en toda la Parte 2, superando incluso a la excelente muestra 1.5T (97.83% a 30°C). Los

5 picos restantes suman menos del 1% del area total. Este resultado es muy valioso puesto que

demuestra que a 35°C (condicion de estrés térmico para muchas levaduras), la cepa Levapan no

solo tolera la temperatura, sino que alcanza su maxima selectividad hacia etanol (98.2%) cuando
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se combina con concentraciones moderadas de azucar (15%) y dosis adecuada de in6culo (2%).

Esta observacion es util para procesos donde el control de temperatura a 30°C puede ser tedioso,

permitiendo operar a 35°C sin pérdida de eficiencia.
5.1.3 Resultados Fase 3: Temperatura ambiente y miel.

Figura 12.

Cromatograma y reporte del lote miel 1.3 (20% miel, 1%levadura, T ambiente).
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Cromatogramas de gases (GC-FID) de las muestras 1.2M y 1.3M, preparadas con miel de

abejas al 20% p/v, 1% de Levapan y temperatura ambiente (Fase 3). Ambas muestras presentan

un desempeio alto y consistente: la 1.2M muestra un pico de etanol a 4.000 minutos con un area

de 12,713 pA-s que representa el 97.11% del érea total, mientras que la 1.3M presenta un pico a

4.001 minutos con un area de 13,594 pA-s que alcanza el 97.49% del area total. Un resultado

notable es la ausencia del pico adicional grande que aparecia en la muestra 1.1M con 15%, lo que

sugiere que utilizando 20% de miel como sustrato consigue una fermentacion mas limpia y
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selectiva. Estos valores son comparables a los mejores resultados obtenidos con sacarosa en la
parte 2 (30-35°C, 97-98% de etanol), demostrando que la miel al 20% con 1% de levadura a
temperatura ambiente es una combinacion altamente eficiente para la produccion de etanol y que
aumentar la cantidad de sustrato en tan solo un 5% consigue resultados excepcionales para este
sistema, incluso sin control de temperatura.
5.1.4 Resultados Fase 4: Temperatura ambiente y mucilago de cacao.

Figura 13.

Cromatograma y reporte del lote mucilago 1.3 (20% mucilago, 1%levadura, T

ambiente).
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Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 1.3C, preparada con mucilago de cacao
al 20% p/v, 1% de levadura y temperatura ambiente (Fase 4). El pico de etanol a 4.006 minutos
presenta un area de 17,545 pA-s, que representa el 97.33% del area total de compuestos organicos

detectados, un valor alto que confirma la excelente fermentabilidad del mucilago incluso a
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concentraciones elevadas. Los 7 picos sobrantes suman menos del 2% del area total. Este resultado

es consistente con los obtenidos para mucilago al 10% (97.82%) y al 17% (97.30%), demostrando

que el mucilago de cacao funciona muy bien como sustrato para este tipo de fermentacion, puesto

que posee una selectividad excepcional (97.3-97.8%) en un amplio rango de concentraciones (10-

20%), a diferencia de lo observado con las otras fuentes de azucar analizadas hasta ahora (donde

al variar la concentracion cambiaba drasticamente la eficiencia). Esto sugiere que el mucilago tiene

una composicion mas favorable (principalmente glucosa y fructosa, monosacaridos directamente

fermentables) y una menor presion osmotica que la sacarosa a concentraciones equivalentes.

Figura 14. Cromatograma y reporte del lote mucilago 2.1 (15% mucilago, 2%levadura,

T ambiente).
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Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra 2.1C, preparada con mucilago de cacao

al 15% p/v, 2% de Levapan y temperatura ambiente (Fase 4). El pico de etanol a 4.002 minutos

presenta un area de 14,575 pA-s, que representa el 92.70% del area total de compuestos organicos
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detectados. A diferencia de los excelentes resultados obtenidos con 1% de levadura en
concentraciones de 10-20% de mucilago (que alcanzaron 97.3-97.8% de etanol), el aumento de la
dosis de inoculo al 2% no mejord la selectividad, al contrario, redujo ligeramente su valor
(92.70%). El mucilago de cacao es un sustrato excelente para la produccion de etanol utilizandolo
en las condiciones adecuadas alcanzando selectividades del 97.3-97.8% en el rango de 10-20% de
concentracion con solo 1% de levadura a temperatura ambiente. Por otro lado, aumentar demasiado
la concentracion del sustrato (25%) y de la levadura al (2%) resultan en una disminucién de la
eficiencia, por lo que no son recomendables.

5.1.5 Resultados fase 5: Temperatura y melaza.

Figura 15.

Cromatograma y reporte del lote melaza (16 brix, 2% levadura, 35°).
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Cromatograma de gases (GC-FID) de la muestra M, preparada con melaza de cafia (16
°Bx), 2% de Levapan y temperatura controlada de 35°C (Fase 5). El pico de etanol a 3.994 minutos

presenta un area de 9,835 pA-s, que representa el 89.34% del area total de compuestos organicos
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detectados, un valor alto y positivo para lo que se esperaba, puesto que la melaza es una fuente de
azlcar que contiene otros componentes como minerales y nutrientes que se pueden ver implicados
en el proceso de fermentacion, no obstante, esta se acerca a los mejores resultados de la Fase 3
(miel) y Fase 4 (mucilago). El pico que se observa 3.852 minutos tiene un area de 274 pA-s
(2.49%), que corresponde a una pequena cantidad de metanol. A pesar de que se obtiene un buen
resultado y que la melaza de cafa (un subproducto de bajo costo) es un sustrato eficiente para la
produccion de etanol, su manipulacion y preparacion para ser utilizada en estos procesos de
fermentacion conlleva mucho mas tiempo y cuidado que otros sustratos; ademas, para obtener una
buena selectividad también es necesario mantener una temperatura controlada.
5.1.6 Resultados fase 6: Levadura modificada y azucar.

Figura 16.

Cromatograma y reporte de levadura modificada 1.1 (20% azucar, 1 g levadura, T

ambiente).
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Cromatograma (GC-FID) de la muestra 1.1LN, preparada con sacarosa al 20% p/v, 1 g de levadura
Lalvin EC1118™ y temperatura ambiente. El pico de etanol a 3.995 minutos presenta un area de
4,605 pA-s, que representa el 76.84% del area total de compuestos organicos detectados; por otro
lado, la primera sefial que se observa en la figura tiene un tiempo de retencion de 3.856 minutos y
se atribuye al metanol, representando apenas un 1.547% del area total. En comparacion con la
levadura Levapan, se puede decir que mejora algunos resultados que se vieron en la parte 1, sin
embargo, no es lo que se esperaba al utilizar este indculo, ya que, esta muy por debajo del potencial
teorico de EC1118 (que segun su ficha técnica puede alcanzar tolerancia al alcohol del 18% v/vy
fermentaciones limpias), lo que sugiere que 1 g de inoculo es insuficiente para esta cepa a
temperatura ambiente, o que la concentracion de azicar (20%) genera estrés osmotico que la cepa
no puede compensar con baja dosis.

5.2 Curva de calibracion para cuantificacion del porcentaje de etanol.

Tabla 4.

Curva de calibracion y ecuacion de la recta.

Concentracion
%
Vv Area pA¥s
5 1,47E+04
10 2,07E+04
15 2,77E+04
20 3,25E+04

25 3,74E+04
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Figura 17.

Grafica de patrones de etanol y obtencion de ecuacion de la recta.
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Aplicando la ecuacion de calibracion a las areas de pico obtenidas para cada muestra
fermentada, se calcularon las concentraciones de etanol (% v/v) reportadas en la Tabla 38. Las
muestras con mayor rendimiento (mucilago de cacao al 25% y sacarosa al 25% con 3% de
levadura) presentaron concentraciones de 12,18% y 11,96% v/v respectivamente, valores que se
encuentran dentro del rango lineal de la curva de calibracion (5-25% v/v), por otro lado, las
muestras de miel y melaza, con concentraciones inferiores al 5% v/v, quedaron por debajo del
limite inferior de la curva, por lo que sus valores no fueron los esperados y deberian interpretarse
utilizando una curva de calibracion a concentraciones mdés bajas. Sin embargo, la curva de
calibracion obtenida (y = 1142,9x + 9484,8; R? = 0,9942) es adecuada y confiable para la
cuantificacion de etanol en muestras fermentadas con concentraciones entre 5% y 25% v/v; puesto
que, posee un alto coeficiente de determinacion evidenciando la precision del método
cromatografico y la calidad de los patrones utilizados, validando los resultados obtenidos en las

muestras de mayor rendimiento del proyecto.
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Tabla S.

Tabla final con todos los componentes de los fermentados, % de etanol e isopropanol.

Area i °
Lote Fii:iea?e baj(:) l: eClll)rs’(:l (%v/v) etanol | (oviv)
(pA¥s) isopropanol
1.1 Azucar 1,39E+04 3,820894216 1,09
1.2 Azucar 1,91E+04 8,444483332 -
1.3 Azucar 1,67E+04 6,329687637 2,43
2.1 Azucar 1,62E+04 5,840055998 -
2.2 Azucar 1,73E+04 6,817044361 1,3
2.3 Azucar 1,57E+04 5,466969989 2,38
3.1 Azucar 1,35E+04 3,554291714 1,62
3.2 Azucar 1,81E+04 7,515618164 1,26
33 Azucar 2,14E+04 10,46224517 1,06
4.1 Azucar 1,39E+04 3,829031411 0,9
4.2 Azucar 1,94E+04 8,701723685 2
4.3 Azucar 2,03E+04 9,462332663 1,5
5.1 Azucar 1,52E+04 4,957739085 0,8
5.2 Azucar 1,79E+04 7,331700061 0,47
53 Azucar 2,31552e4 11,96167644 1.6
11T Azucar 1,15E+04 1,783008137 0,33
12T Azucar 1,45E+04 4,412197043 0,96
13T Azucar 1,67E+04 6,344299589 1,44
14T Azucar 1,55E+04 5,303438621 1,1
15T Azucar 1,93E+04 8,582028174 -
1.6 T Azucar 1,48E+04 4,680286989 0,99
21T Azucar 1,55E+04 5,232216292 -
22T Azucar 1,94E+04 8,701548692 -
23T Azucar 1,74E+04 6,914953189 -
1.1 M Miel 1,06E+04 0,939714761 0,16
1.2M Miel 1,27E+04 2,824744072 -
1.3 M Miel 1,36E+04 3,595327675 -
1.1C M. Cacao 1,50E+04 4,858255315 -
1.2C M. Cacao 2,32E+04 11,97672587 -
1.3C M. Cacao 1,75E+04 7,052585528 -
1.4C M. Cacao 2,34E+04 12,17884329 0,6
2.1C M. Cacao 1,46E+04 4,453582991 -

70
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1.1 MLZ Melaza 9,84E+03 0,306783489 -

Finalmente, los experimentos realizados con la levadura Lalvin EC1118™ (Fase 6) no produjeron
valores de concentracion de etanol confiables, arrojando resultados negativos al ser procesados
mediante la ecuacion de calibracion con patrones. Esta baja eficiencia comprobada con este estudio
se debe a una fermentacion incompleta, es decir, a una cinética fermentativa mas lenta de esta cepa
a temperatura ambiente (26-27°C), sumada probablemente a un protocolo de rehidratacion no
adecuado y a dosis de indculo excesivas (1-2 g, frente a la dosis recomendada de 0.2-0.4 g/L). Por
lo tanto, estos datos fueron excluidos del analisis final por no ser representativos de una
fermentacion completa, recomendandose para futuros estudios extender el tiempo de
fermentacion, controlar la temperatura y seguir estrictamente el protocolo de rehidratacion de la
ficha técnica para explotar el potencial de esta levadura.

5.3 Analisis de cromatogramas de 1.3T y 1.1M obtenidos mediante GC-MS:

Para identificar la naturaleza del compuesto correspondiente al pico secundario que
aparecia consistentemente en los cromatogramas de las fermentaciones (tiempo de retencion =
4.12-4.13 min), y que habia sido previamente nombrado como un "alcohol superior" basdndose
unicamente en su tiempo de retencion, se realizd un andlisis complementario mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Esta técnica permite la
identificacion de compuestos mediante la comparacion de sus espectros de masas con librerias
espectrales como el NIST, lo que permite comprender las rutas metabolicas desviadas durante la
fermentacion y evaluar la calidad del etanol producido, ya que la presencia de diferentes

compuestos puede afectar sus propiedades en aplicaciones alimentarias.
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Figura 18.

Cromatograma de 1.3 T por GC-MS.
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Figura 19.

Seriales caracteristicas de etanol y sus fragmentos en la muestra 1.3 T.
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Figura 20.

Identificacion del pico caracteristico del isopropanol en la muestra 1.3 T.
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El andlisis mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)
realizado sobre la muestra obtenida del proceso fermentativo a partir de sustrato compuesto por
Saccharomyces cerevisiae y sacarosa permitid identificar diversos compuestos volatiles asociados
tanto al metabolismo fermentativo como a compuestos secundarios e interferencias presentes en
la matriz analizada, por esta razon, se observa la presencia de varios picos distribuidos a diferentes
tiempos de retencion.

El primer pico cromatografico, correspondiente a un compuesto de alta volatilidad y baja
masa molecular, presentd una fragmentacién consistente con la presencia de etanol, principal
metabolito esperado en fermentaciones llevadas a cabo por Saccharomyces cerevisiae, teniendo
en cuenta la aparicion de fragmentos caracteristicos asociados a relaciones masa-carga cercanas a
m/z 31, 45 y el ion molecular correspondiente, sefiales ampliamente reportadas para alcoholes
primarios de cadena corta producidos durante la conversion anaerobia de azlcares fermentables;

la presencia predominante de este compuesto confirma que la via glucolitica seguida de
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descarboxilacion del piruvato y posterior reduccion a etanol se llevéd a cabo de forma eficiente y
completa.

Adicionalmente, se observaron sefales cromatograficas secundarias, uno de los picos
analizados present6 un patrén espectral compatible con alcohol isopropilico, evidenciado por un
ion fragmento dominante alrededor de m/z 43 acompanado de sefiales secundarias compatibles
con fragmentaciones cercanas a m/z 45 y un ion molecular préximo a m/z 60. Desde un punto de
vista netamente espectrométrico, estas sefales resultan altamente consistente con alcoholes
secundarios de bajo peso molecular, principalmente 2-propanol, cuya fragmentacion caracteristica
suele identificarse debido a la formacion del ion C3sH7" derivado de la ruptura del grupo hidroxilo.

Desde el punto de vista bioquimico, es imposible obtener una cantidad significativa de
alcohol isopropilico (propan-2-ol) mediante la fermentacion de azicar con Saccharomyces
cerevisiae, ya que esta levadura (levapan) no posee la ruta metabolica para sintetizarlo; ademas,
su enzima principal para producir alcoholes, la alcohol deshidrogenasa (ADH), tiene una afinidad
practicamente nula por el sustrato que se necesitaria para generarlo.

El punto central es la especificidad de sustrato del alcohol deshidrogenasa de
Saccharomyces cerevisiae, porque para producir isopropanol la levadura necesitaria que esta
enzima actuara sobre la acetona, reduciéndola a isopropanol; sin embargo, la ADH de
Saccharomyces cerevisiae estd optimizada para trabajar con etanol y acetaldehido, por lo tanto, su
actividad con otros alcoholes, y especialmente con alcoholes secundarios como el isopropanol, es
extremadamente baja.

La constante de Michaelis (Kwm) es un indicador de la afinidad de una enzima por su sustrato
(a menor Ky, mayor afinidad), teniendo en cuenta esta informacion, la Kv de la ADH de levadura

para el etanol es de aproximadamente 2.1 x 10~ M, mientras que para el isopropanol es de 1.4 x
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10" M; esto quiere decir que la enzima necesita una concentracion de acetona de 60 veces mayor
para tener la misma actividad que con el etanol, lo que la hace inviable para la produccion del
alcohol isopropilico en condiciones normales de fermentacion.

Por consiguiente, desde el punto de vista bioquimico, la deteccion de isopropanol como
producto metabdlico primario en fermentaciones convencionales mediadas por Saccharomyces
cerevisiae resulta poco probable, en contraste, metabolitos secundarios mas esperados incluyen
alcoholes superiores como 1-Propanol, isobutanol o alcohol isoamilico, derivados principalmente
de la degradacion de aminoacidos a través de rutas catabdlicas tipo Ehrlich.

No obstante, para explicar la deteccion de la sefal asociada al isopropanol se identificd
durante el andlisis experimental un factor metodolégico de relevancia critica, relacionado con el
procedimiento de preparacion de muestras previo a la corrida cromatografica. Los viales
empleados para depositar las muestras fueron previamente lavados con agua y jabdn,
posteriormente se utilizo alcohol isopropilico como agente de limpieza, lo que introduce una fuente
potencial de contaminacion residual. Considerando la elevada volatilidad del isopropanol, asi
como la alta sensibilidad analitica del sistema GC-MS, incluso trazas minimas retenidas en la
superficie interna de los viales, septum o materiales de manipulacion pueden ser suficientes para
generar sefales detectables durante la inyeccion.

En consecuencia, a pesar de que el patron de fragmentacidn observado presenta
correspondencia espectral con alcohol isopropilico, la evidencia experimental y comparacion con
la literatura indica que dicho compuesto no debe ser interpretado como producto derivado del
metabolismo fermentativo, puesto que, la aparicion de esta sefial cromatografica se atribuye con
mayor probabilidad a un fenémeno de contaminacion cruzada originado por residuos del solvente

de limpieza utilizado durante la preparacion experimental; por esta razon, el pico detectado en el
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espectro compatible con isopropanol fue excluido del analisis metabdlico final, evitando generar
conclusiones erroneas sobre la capacidad fermentativa del sistema biologico evaluado.

Finalmente, los resultados cromatograficos obtenidos demuestran que el proceso
fermentativo estuvo principalmente dirigido hacia la produccion de Etanol como metabolito
mayoritario, acompafnado de otros compuestos volatiles secundarios presentes en concentraciones
inferiores, mientras que la sefial atribuible a isopropanol corresponde a contaminacién
experimental y no representa un producto obtenido del metabolismo microbiano desarrollado
durante la fermentacion.

5.4. Analisis estadistico.
5.4.1 ANOVA de los resultados obtenidos de porcentaje de etanol con sacarosa.

ANOVA de tres vias, considerando como factores: A: % de azacar (15, 20, 25), B: % de
levadura (1, 2, 3), C: Temperatura (Ambiente ~26-27 °C, 30 °C, 35 °C) y su variable de respuesta
en % de rendimiento.

Figura 21.

Diagrama de superficie 3D, representativo del ANOVA.
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En la figura 21, resultados muestran un comportamiento claramente no lineal del sistema,
evidenciado por superficies con forma parabdlica donde el rendimiento aumenta progresivamente
al incrementar tanto la concentracion de aziicar como la concentracion de levadura hasta alcanzar
una region maxima localizada aproximadamente en valores intermedios de ambas variables. Se
observa que la concentracion de 20 % de azicar genera los mayores rendimientos, mientras que
concentraciones inferiores (15 %) producen una disminucion atribuida a menor disponibilidad de
sustrato fermentable, limitando el flujo metabolico a través de la glucolisis. Por otro lado,
concentraciones superiores (25 %) generan una reduccion en la eficiencia fermentativa,
probablemente asociada al incremento en la presion osmética extracelular, fendmeno que afecta el
transporte de nutrientes y genera estrés osmotico celular, reduciendo la actividad metabdlica de la
levadura.

Respecto a la concentracion de indculo, se evidencia que el aumento de 1 % a 2 % de
levadura favorece significativamente el rendimiento, debido al incremento de biomasa activa
disponible para metabolizar el sustrato y acelerar la cinética fermentativa. Sin embargo, al
aumentar hasta 3 %, la superficie comienza a mostrar una tendencia de estabilizacioén e incluso
ligeras disminuciones en algunas condiciones, lo cual puede explicarse por competencia
intracelular por nutrientes limitantes, acumulacion mas rapida de metabolitos inhibitorios como
etanol y acidos orgénicos, asi como mayor demanda metabolica del sistema fermentativo.

La variable temperatura mostré un efecto determinante sobre el rendimiento global del
proceso. A 30 °C se observaron las superficies con mayor altura, indicando que esta condicion
proporciona el ambiente mas favorable para la actividad enzimatica involucrada en el metabolismo
fermentativo. La temperatura ambiente (2627 °C) presentd un comportamiento similar, aunque

con rendimientos ligeramente inferiores, lo cual sugiere una reduccion moderada en la velocidad
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de reaccion metabolica. En contraste, a 35 °C se observa una disminucion generalizada del
rendimiento en todas las combinaciones evaluadas, indicando la presencia de estrés térmico
celular, condiciéon que puede alterar la estabilidad de proteinas, modificar la permeabilidad de
membrana y reducir la eficiencia catalitica de enzimas clave involucradas en la produccion de
etanol.

La topografia general de las superficies indica ademas la existencia de interacciones
significativas entre los tres factores experimentales, ya que el efecto de cada variable depende
directamente del nivel de las demas. Particularmente, se observa que el efecto positivo de una
mayor concentracion de levadura es mas pronunciado cuando la concentraciéon de azucar se
encuentra en valores intermedios, mientras que temperaturas elevadas potencian efectos
inhibitorios cuando se combinan con concentraciones extremas de aziicar o biomasa.

De manera global, el andlisis permite establecer que la condicion experimental 6ptima
corresponde a una concentraciéon de 20 % de azlcar, 2 % de levadura y una temperatura de
fermentacion de 30 °C, combinacidn en la cual se obtiene el mayor rendimiento porcentual de
etanol. Estos resultados demuestran que el proceso fermentativo depende de un equilibrio entre
disponibilidad de sustrato, densidad celular inicial y condiciones ambientales adecuadas que
permitan maximizar la actividad metabolica de la levadura y favorecer una conversion eficiente
hacia el producto final.

5.4.2 Modelo Predictivo y Optimizacion Multivariable.

Para resolver la hipotesis sobre la combinacion Optima de variables operacionales que

maximice el rendimiento de la fermentacion, se utilizé el método estadistico formal de superficie

de respuesta (RSM) acoplado a la optimizacion por funcion de deseabilidad.



FERMENTACION DE AZUCARES PARA OBTENER ETANOL 79

Las variantes y niveles del sistema se definieron de la siguiente manera:

X1 (Concentracion de Azucar): Niveles de 15%, 20% y 25% p/v.

X2 (Porcentaje de Levadura): Niveles de 1%, 2% y 3%.

X3 (Temperatura): Ambiente (26-27 °C), 30 °C y 35 °C.

La funcién de deseabilidad asigna un puntaje de 0 (completamente indeseable) a 1 (el
escenario ideal) a la variable de respuesta clave. Para el etanol (Y1), el objetivo industrial es m
maximizar con una meta de > 11.0 % v/v.

Si el valor obtenido (Y) es menor o igual a un minimo aceptable (L), la deseabilidad es 0.

Si supera un objetivo maximo deseado (T), la deseabilidad es 1. La formula de transicion lineal (s

=1)es:
0 siY <L
di=1¢ (3E) siL<Y<T
1 siY >T

(6]
Para este modelo, se fij6 el limite minimo aceptable (L) en 3.5 %v/v y el objetivo ideal (T)
en 12.0 %v/v.
La combinacion operacional 6ptima para el sistema fermentativo es:
e Azlcar: 25% p/v
e Levadura: 2% o 3% (Evaluando la viabilidad cinética frente a la carga osmotica)
e Temperatura: Ambiente (26-27 °C)
Analisis del Comportamiento del Sistema
Los datos experimentales demuestran que el maximo absoluto de etanol se alcanz6 con una
concentracion de azucar del 25%, levadura al 3% y temperatura ambiente, registrando un valor de

11.96% v/v de etanol. El modelo matematico confirma que una alta concentracion inicial de
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sustrato (25% p/v) satura eficientemente el sistema, impulsando el flujo de carbono hacia la via
glucolitica y la fermentacion alcohdlica, especialmente bajo condiciones de temperatura ambiente,
lo cual reduce el estrés térmico de la levadura en comparacion con los tratamientos a 35 °C.

Por el contrario, las disminuciones en la concentracion de sustrato (15% p/v) provocaron
un desplome critico en los rendimientos de etanol (valores entre 3.5% y 4.9% v/v), una condicion
inviable desde la perspectiva de la eficiencia e interés industrial.

Estructura matematica del modelo polinomial:
El comportamiento del sistema biologico se ajustod a una ecuacion polinomial de segundo

grado mediante el método de minimos cuadrados ordinarios, se resume en la siguiente ecuacion:

3 3 z 3
Y =6y Z B; X Z Si:Xf f Z Z ﬁf,f'Xf'X.f
i=1 i=1

i=1 j=i+1 4)
Donde: Y representa la variable de respuesta predicha (Porcentaje de etanol % v/v), Bo
corresponde al intercepto o estado basal del sistema, Bi, Pii, Bij, representan los coeficientes de
regresion para los efectos lineales, cuadraticos y de interaccion cruzada, respectivamente y X, X
y X3 definen los factores independientes codificados: concentracion de Aztcar (% p/v),
concentracion de levadura (%) y temperatura (°C).
Ecuacion predictiva ajustada.
Tras procesar la matriz experimental y resolver la descomposicion matricial del sistema, se obtuvo
la siguiente ecuacion de prediccion en términos de los factores reales:
A. Modelo de prediccion para etanol (% v/v): La acumulacion final de etanol en el medio

fermentativo se rige por la siguiente funcion de transferencia:

= 352+ 0.64(Xy) + 1.25(Xy) — 0.18(Xs) — 0.04(X, Xp) — 0.015(X7) 5,

Y etanol
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El modelo exhibe un coeficiente de determinacion (R? = 0.782), lo que indica que el 78.2%
de la variabilidad experimental del etanol es explicada con alta confianza por las variables del
disefio.

5.4.3 Comparacion datos agrupados de las diferentes variables del proceso de fermentacion.
5.4.3.1 Comparacion de fuentes de carbono, para la obtencion de etanol.

Tabla 6.

Comparacion de fuentes de carbono.

Indicador Sacarosa Miel Mucilago Melaza
Minimo 8.58 2.82 11.98 0.31
Miximo 11.96 3.60 12.18 0.31

Mediana 8.70 3.21 12.08 0.31
Rango 3.38 0.78 0.20 0.00

n 3 2 2 1

Media 9.75 3.21 12.08 0.31

Varanza 3 o8 0.30 0.02 N/A

(C)
Desviacion
estandar 1.92 0.55 0.14 N/A

O]
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Figura 22.

Grdfico comparativo de las fuentes de carbono.

Comparacion de sustratos en produccion de etanol
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En la figura 22 se presenta el diagrama de caja comparativo de las cuatro fuentes de aziicar
evaluadas en el proyecto (sacarosa, miel, mucilago de cacao y melaza), utilizando las mejores
condiciones obtenidas para cada una durante las diferentes fases experimentales. El mucilago de
cacao presenta los valores mas altos de produccion de etanol, con un rango de 11.98-12.18% v/v
y una mediana aproximada de 12.08% v/v. La sacarosa muestra un rango mas amplio (8.58-
11.96% v/v), con una mediana de 8.70% v/v, aunque su valor maximo (11.96% v/v con 25% de
azucar y 3% de levadura) es comparable al del mucilago. Por el contrario, la miel presenta valores
notablemente inferiores (2.82-3.60% v/v), mientras que la melaza apenas alcanza 0.31% v/v en las
condiciones evaluadas. Estos resultados indican que el mucilago de cacao es el sustrato mas
prometedor para la produccion de bioetanol, seguido de cerca por la sacarosa, mientras que la miel

y especialmente la melaza requieren condiciones mas optimizadas (mayor concentracion de
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azlcares fermentables, mayor dosis de inoculo o control de pH) para competir con los dos

primeros.

5.4.3.2 Comparacion %p/v de fuentes de carbono para la obtencion de etanol.

Tabla 7.

Comparacion de %p/v de fuente de carbono.

% Azucar % Etanol (v/v)
15% 3.82,5.84, 3.55, 3.83, 4.96, 1.78, 5.30
20% 8.44, 6.82, 7.52, 8.70, 7.33, 4.41, 8.58, 8.70
25% 6.33,5.47, 10.46, 9.46, 11.96, 6.34, 4.68, 6.91

Figura 23.

Grafico comparativo de los %p/v de fuentes de carbono.
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Tabla 8.

Indicadores estadisticos.

Indicador 15% 20% 25%
Minimo 1.78 441 4.68
Maximo 5.84 8.70 11.96
Mediana 3.83 7.52 6.91

Rango 4.06 4.29 7.28

n 7 8 8

Media 4.16 7.43 7.69

Varianza - o 179 7.15
)

Desviacion

estandar 1.4 1.3 2.7

(O]

La concentracion de azucar del 20% presenta la mediana mas alta (7.52% v/v) y la mayor
consistencia (rango de 4.29 puntos). La concentracion del 25% alcanza el valor maximo absoluto
(11.96% v/v), pero también presenta la mayor variabilidad (rango de 7.28 puntos), lo que indica
que su éxito depende criticamente de otras condiciones (especialmente una alta dosis de levadura).
La concentracion del 15% produce los valores mas bajos y consistentemente pobres (mediana de
3.83% v/v), lo que sugiere que es insuficiente para maximizar la produccion de etanol en las

condiciones evaluadas.
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5.4.3.3 Comparacion % levadura, para la obtencion de etanol.
Tabla 9.

Comparacion de % de levadura.

% Levadura % Etanol (v/v)

3.82,8.44, 6.33,5.84, 6.82,5.47,1.78, 4.41,

0
1% 6.34
2o, 3.55,7.52, 10.46, 3.83, 8.70, 9.46, 5.30, 8.58,
’ 4.68,5.23, 8.70, 6.91
3% 4.96,7.33, 11.96

Figura 24.

Grafico comparativo del % de levadura.
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Tabla 10.

Indicadores estadisticos.

Indicador 1% 2% 3%
Minimo 1.78 3.55 4.96
Maximo 8.44 10.46 11.96
Mediana 6.33 7.52 7.33
Rango 6.66 6.91 7.00
n 9 12 3
Media 5.86 7.38 8.08
Varianza
) 4.88 4.59 12.31
(s)
Desviacion
estandar 2.2 2.1 3.5
)

Los tres grupos presentan una amplia superposicion en sus rangos de produccion de etanol,
con medianas muy cercanas (6.3-7.5% v/v). Aunque el valor maximo se alcanza con 3% de
levadura (11.96% v/v) y el valor minimo con 1% (1.78% v/v), la superposicion de los intervalos
indica que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las dosis cuando se agrupan
todos los datos sin considerar la concentracion de azucar ni la temperatura. Esto confirma que el

efecto de la dosis de levadura estd mediado por la concentracion de azicar.



FERMENTACION DE AZUCARES PARA OBTENER ETANOL 87

5.4.3.4 Comparacion del efecto de la temperatura, para la obtencion de etanol.
Tabla 11.

Comparacion de temperatura.

Temperatura % Etanol (v/v)

3.82, 8.44, 6.33, 5.84, 6.82, 5.47, 3.55, 7.52,

Ambiente (26-27°C) 10.46, 3.83, 8.70, 9.46, 4.96, 7.33, 11.96

30°C 1.78, 4.41, 6.34, 5.30, 8.58, 4.68

35°C 5.23,8.70, 6.91

Figura 25.

Grdfico comparativo de temperatura.
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Tabla 12.

Indicadores estadisticos.

Indicador Ambiente 30°C 35°C
Minimo 3.55 1.78 5.23
Maximo 11.96 8.58 8.70
Mediana 6.82 5.30 6.91

Rango 8.41 6.80 3.47
n 15 6 3
Media 6.98 5.18 6.95
Varianza
5 6.88 5.56 3.05
©)
Desviacion

2.6 2.4 1.7
estandar (s)

La temperatura ambiente presenta la mayor variabilidad en la produccién de etanol,
abarcando desde valores muy bajos (3.55% v/v) hasta el maximo de todo el estudio (11.96% v/v).
Las temperaturas controladas de 30°C y 35°C muestran rangos mas reducidos y valores maximos
similares (=8.6-8.7% v/v), lo que sugiere que el control térmico reduce la variabilidad del proceso.
Sin embargo, el valor maximo alcanzado a temperatura ambiente (11.96% v/v) no fue superado a
temperaturas controladas, indicando que con las condiciones adecuadas (alta concentracion de

azucar y alta dosis de levadura) es posible obtener excelentes resultados incluso sin control de

temperatura.



FERMENTACION DE AZUCARES PARA OBTENER ETANOL 89

6. Conclusiones

El analisis estadistico evidencio que la concentracion de sustrato, la concentracion de inoculo
y la temperatura influyeron significativamente en la produccion de etanol obtenida durante la
fermentacion (p < 0.05). En las condiciones evaluadas con sacarosa como sustrato, el lote 5.3
(25 % p/v de sacarosa y 3 % p/v de levadura, a temperatura ambiente) presentd la mayor
concentracion de etanol, alcanzando un valor de 11.96 % v/v, a diferencia de las combinaciones
con menor concentracion de biomasa y alta concentracion de sustrato que produjeron menores
concentraciones de etanol.

Los andlisis cromatograficos mediante GC-FID y GC-MS permitieron identificar y cuantificar
el etanol como el principal compuesto presente en los fermentados, este presentd tiempos de
retencion reproducibles entre 4.005 y 4.013 minutos. Por otro lado, no se detectaron sefiales
correspondientes a metanol bajo las condiciones analiticas empleadas, confirmando la
adecuada selectividad del método para las muestras analizadas.

La evaluacion del efecto de la temperatura mostrd variaciones en la concentracion de etanol
obtenida durante la fermentacion. Bajo las condiciones experimentales estudiadas, los ensayos
realizados a 35 °C presentaron incrementos en la concentracion de etanol respecto a algunos
tratamientos realizados a 30 °C con igual concentracion de sustrato e indculo, evidenciando
que la temperatura constituye un factor que influye sobre el comportamiento fermentativo de
Saccharomyces cerevisiae; no obstante, su efecto debe interpretarse conjuntamente con la
concentracion de sustrato y la concentracion de inéculo.

La comparacion entre las fuentes alternativas evaluadas demostré que, el mucilago de cacao

presentd la mayor produccion de etanol, alcanzando 12.17% v/v con 25% p/v de sustrato y 1%



FERMENTACION DE AZUCARES PARA OBTENER ETANOL 90

de levadura, superando incluso a la sacarosa en su condiciéon 6ptima. Su baja variabilidad
(desviacion estandar de 0.14) sugiere que su composicion natural aporta nutrientes que
favorecen la actividad metabolica de la levadura. En contraste, la miel de abejas mostrd una
produccion limitada (méximo 3.60% v/v), y la melaza apenas alcanzo 0.31% v/v en las
condiciones evaluadas, lo que indica que estos sustratos requieren condiciones especificas
(dilucioén, pretratamiento o mayor indculo) para ser competitivos.

e Debido a que el presente trabajo cuantifico la concentracion final de etanol, pero no determino
el consumo de sustrato ni el rendimiento de conversién de azlcares a etanol, los resultados
permiten comparar la produccién de etanol alcanzada bajo las diferentes condiciones
experimentales, mas no establecer la eficiencia de conversion, el rendimiento fermentativo ni
definir condiciones Optimas del proceso desde un punto de vista estequiométrico. En este
sentido, se recomienda que investigaciones futuras incorporen balances de materia y
determinacion del consumo de azlcares para complementar la evaluacion del proceso
fermentativo.

e El andlisis estadistico multivariable demostré que las condiciones Optimas para aumentar la
concentracion de etanol y limitar la obtencion de subproductos no deseados, es encontrando el
balance entre el sustrato y la biomasa. El andlisis de varianza confirmdé un efecto
estadisticamente significativo (p < 0.05) entre las variables operativas; bajo condiciones de
temperatura ambiente. Por otro lado, el ANOVA identificd que, exponer el medio a un alto
estrés osmoético combinado con la minima biomasa inicial disminuye la eficiencia de la
levadura. Este fendémeno se evidencia en el lote 1.3 (25% p/v de sustrato y 1% p/v de in6culo),
donde la produccion del alcohol principal se redujo a 6.32% v/v de etanol. Este

comportamiento, reproducido en el lote 2.3 (5.46% v/v de etanol, valida estadisticamente como
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el déficit de biomasa (1%) ante altas concentraciones de azucar (25%) satura mecanicamente
la célula.

e Las pruebas realizadas bajo control térmico demostraron que la temperatura de 35°C ejerce un
efecto que contribuye a la tolerancia celular frente a las altas concentraciones de azucares. Al
realizar los ensayos con 25% p/v de sacarosa y 2% p/v de levadura, el leve aumento de la
temperatura de 30°C a 35°C modifico drasticamente el perfil metabdlico; por ejemplo, en el
lote 1.6 T (30°C), la levadura sufrié una marcada inhibicion por sustrato, alcanzando apenas
4.68% v/v de etanol; por el contrario, cuando la temperatura se mantuvo en 35°C como en el
Lote 2.3 T con la misma carga de sustrato y biomasa, el rendimiento de etanol se elevo a 6.91%
v/v, esta tendencia confirma estadisticamente que el control térmico a 35°C optimiza la fluidez
de la membrana celular de Saccharomyces cerevisiae, reduciendo el estrés osmotico y
bloqueando la ruta de Ehrlich evitando asi la obtencion de otro tipo de alcoholes, diferentes al

etanol en procesos con alta carga de azlicares.
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7. Recomendaciones.

Se recomienda que en investigaciones posteriores se repliquen de manera idéntica y
sistematica cada uno de los lotes y tratamientos en la totalidad de las fuentes de aztcar evaluadas
(sacarosa, melaza, miel y mucilago de cacao), puesto que, al unificar las variables independientes
(concentracion de sustrato, dosificacion de inoculo y regimenes de temperatura) de forma
homogénea en todas las matrices, se podra estructurar un Andlisis de Varianza (ANOVA)
multifactorial completamente balanceado y ortogonal, lo que permitira evaluar no solo los efectos
principales, sino también las interacciones que suceden entre el tipo de sustrato y las condiciones
operativas, garantizando un estudio estadistico mas profundo, mejorando la reproducibilidad de
los datos y consolidando un modelo predictivo mas amplio para la optimizacion del proceso.

Dado que la presencia natural de compuestos nitrogenados en el mucilago de cacao y la
melaza demostrd ser un factor importante para contrarrestar la ruta de Ehrlich y evitar la formacion
de alcoholes superiores, obteniendo cromatogramas mejores, sin tantos picos detectados, por lo
tanto, se recomienda hacer un andlisis cuantitativo detallado en estas materias primas antes de
iniciar la fermentacion, porque esto permitira que las mezclas de mostos se puedan estandarizar
teniendo en cuenta balances estequiométricos exactos de nutrientes.

Finalmente, se recomienda fuertemente que en futuros trabajos experimentales que utilicen
sacarosa pura como sustrato base, se incorpore al medio una fuente de nitrégeno asimilable
controlada (como fosfato de amonio, sulfato de amonio o extracto de levadura), esto con el fin de
que se logre inhibir la sintesis de alcoholes superiores gracias a la adicion de nitrogeno exdgeno;
el cual, actuaria como un protector para la levadura Saccharomyces cerevisiae contra el estrés

metabodlico celular en los lotes de sacarosa. Esta adicion seria una prevencion que permitira
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bloquear de manera eficaz la ruta de transaminacién de aminoacidos (ruta de Ehrlich) en la matriz
base, garantizando la selectividad del proceso y manteniendo una fermentacioén limpia, mejorando
los andlisis cromatograficos sin comprometer los altos rendimientos de etanol conseguidos.

Para futuros experimentos, se recomienda optimizar rigurosamente el protocolo de
preparacion y acondicionamiento del material utilizado durante el analisis cromatografico,
especialmente en lo relacionado con el lavado de viales y recipientes destinados al almacenamiento
de muestras. Se sugiere emplear solventes con mayor volatilidad y menor persistencia residual en
superficie, asi como garantizar tiempos de secado completos antes de realizar la transferencia o
inyeccion de las muestras. Esta recomendacion surge a partir de la presencia detectada de alcohol
isopropilico en los espectros obtenidos, cuya aparicion fue atribuida a contaminacion cruzada
generada por residuos remanentes del solvente empleado durante la limpieza experimental. La
implementacion de estas medidas permitird reducir interferencias analiticas, evitar falsas
identificaciones de compuestos y aumentar la confiabilidad de los resultados obtenidos en futuras

corridas cromatograficas.
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