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RESUMEN

El almidén es la reserva energética de las plantas, semillas, cereales
legumbres, tubérculos y algunas frutas. Esta formado por largas cadenas de
amilosa (lineales) y amilopectina (ramificadas), siendo el polisacarido mas
abundante e importante después de la celulosa comercialmente. Los usos
comerciales y tecnoldgicos principalmente se destina para fines alimentarios,
aunque en su forma natural tienen un uso limitado, por medio de procesos
fisicoquimicos es modificado para obtener derivados que satisfacen la
funcionalidad deseada.

Los residuos que producen las industrias del procesamiento de
alimentos tienen efecto negativo al ambiente, debido a los fuertes volimenes
de agua y la elevada carga organica que contienen, como los solidos
generados durante la extraccion de gluten de trigo, generando residuos liquidos
con un alto contenido de sustancias organicas. Estos residuos pueden ser
utilizados con fines como alimentacion animal, fertilizantes y productos
quimicos como el biodiesel y el bioetanol, utilizando procesos de

biotransformacion.

En el presente trabajo de investigacion se obtuvieron aguas residuales
ricas en almidon con una concentraciéon de 2. 626 g/It., obtenidas de la
separacion de gluten de trigo. Lo anterior se utiliz6 como fuente de carbono
para el proceso fermentativo con la levadura S. diastaticus que se inoculé con

el tubo no. 4 de acuerdo con la escala de McFarland modificada.

S. diastaticus €S un microorganismo que produce enzimas
extracelulares, lo que permite obtener una alta produccion de etanol y es
tolerante a altas concentraciones del mismo en comparacion con las
metodologias tradicionales en donde se utilizan procesos enzimaticos previos
para degradar la cadena almidon. Las caracteristicas anteriores permiten la

reduccion del tiempo de produccion.
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Se obtuvo una concentracién de etanol mayor a 3% a las 84 horas
después de la inoculacion del medio, bajo condiciones controladas de pH 4.2-
4.3 y temperatura de 27T, con la finalidad de evitar la presencia de

microorganismos contaminantes y evitar obtener productos secundarios.

Palabras clave: almidén, etanol, fermentacion, aguas residuales,

levadura, Saccharomyces diastaticus
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I. INTRODUCCION

En la produccién de alimentos, anualmente millones de toneladas de
cereales y frutos son dafiados por el clima, durante el transporte, durante su
almacenaje o bien durante su procesado, generando residuos organicos, tanto

sélidos como liquidos. (Dominguez, 2002)

El gluten de trigo es utilizado en la industria panadera para la fortificacion
de harinas de panificacion. Estd conformado en su mayoria por las proteinas
contenidas en el trigo que forman una masa visco-elastica a partir de la adicion
de agua al harina. El gluten estd compuesto por 80% de proteinas, 7% de
lipidos y 5% de hidratos de carbono. Las prolaminas y las gluteninas, en
relacion con los lipidos, aportan una caracteristica muy particular en la
formacion del gluten. Son responsables de la cohesion y visco-elasticidad de la
masa, propiedad que permite la retencidon de gas durante el amasado y en la
coccion cuya consecuencia es un producto panificado poroso, esponjoso y con

una corteza elastica.

A partir de harina de trigo se extrae el gluten por el método convencional
generando residuos solidos de la cascarilla de trigo y una corriente residual
principalmente constituida por residuos fermentables del grano y minerales
(Dominguez, 2000). La finalidad es liberar gradualmente el almidén sin dafar el
gluten. Los solidos que se pierden en el agua de lavado y centrifugado,
generan voliumenes de agua ricos en carbohidratos compuestos. Los soélidos
obtenidos al evaporar el efluente son comunmente utilizados como aditivo en
alimentos para animales o para la obtencion de almidén purificado (Dominguez,
2002)

Debido a lo anterior y a que los residuos no tienen un fin adecuado,
llegando a ser altamente contaminantes, se pueden utilizar como fuentes de
carbono para realizar fermentaciones para la obtencion de bioetanol utilizando
microorganismos fermentadores como Saccharomyces diastaticus, sin la
necesidad de una hidrdlisis previa, con la finalidad de reducir el tiempo de la

fermentacion con el empleo de levaduras productoras de enzimas
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extracelulares que degradan la cadena de almiddn, con la conversion directa a

etanol.
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1.1 JUSTIFICACION

Las aguas residuales con alto contenido de soélidos como el almidon,
provenientes del procesamiento de cereales y otros alimentos, generan un
impacto al medio ambiente, estos pueden ser utilizados como materia prima en
la sintesis de compuestos quimicos de interés industrial, reduciendo el

problema de la contaminacion.

El uso de la levadura Saccharomyces diastaticus aislada por Andrews y
Gililand, considera hoy en dia una cepa de S. cerevisiae, secreta una enzima
extracelular (glucoamilasa), capaz de hidrolizar la cadena del polimero de
almidon, para obtener etanol apreciado por las industria farmacéutica, de
biocombustibles y vinicola. Esta caracteristica permite la reduccién de tiempo y
costo que implica los procesos de licuefaccion y sacarificacion, posterior
fermentacion. Ademas presenta las siguientes caracteristicas: es altamente
floculante, resistente a la concentracion de alcohol y una alta velocidad de

crecimiento celular.

La situacion mundial de produccion y aumento en el precio del
petrdleo, las condiciones de las reservas mundiales del mismo ha llevado
a diferentes paises a desarrollar programas de produccion de
combustibles alternativos al mismo. A diferencia de estos que provienen
de la energia almacenada de restos fosiles, los biocombustibles

provienen de la biomasa que constituye a los seres vivos.
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1.2 HIPOTESIS

Es posible obtener bioetanol a partir de aguas residuales ricas en
almidon sin la necesidad de un tratamiento enzimatico previo al proceso

fermentativo.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Obtener bioetanol a partir de aguas residuales ricas en almidén, sin

pretratamiento enzimatico, mediada por Saccharomyces diastaticus.

1.3.2 Objetivos especificos

» Caracterizacion del agua residual rica en almidén.

» Determinacion del inoculo necesario para el tipo de agua almidonosa
utilizada.

 Realizar la cinética de fermentacién utilizando Saccharomyces
diastaticus.

* Seguir la fermentacion mediante andlisis de laboratorio para establecer
el tiempo O6ptimo que permita la mayor concentracién de bioetanol.

* Obtener etanol de carbohidratos poliméricos sin la necesidad de una
hidrolisis enzimatica previa.

16



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 ALMIDON

El almiddn es una reserva energética de las plantas y para el hombre un
alimento. Esta formado por amilosa en su parte interna y amilopectina en sus
capas mas externas. Es el polisacarido mas abundante e importante después
de la celulosa desde el punto de vista comercial, tiene un gran nimero de usos
industriales. (Gaytan, 2007)

Es el principal polisacarido de reservas de los vegetales Se encuentra
en forma de complejas particulas (granulos), en semillas, cereales, legumbres,
tubérculos, y en algunas frutas como se muestra en la figura 1 (Badui, 1999). A
diferencia de los demas carbohidratos, estos son relativamente densos e
insolubles. Se sintetiza a partir de la glucosa generada en los procesos de
fotosintesis y se almacena en los amiloplastos. El contenido relativo de
amilosa y amilopectina, asi como las caracteristicas de los granos, varia segun

la fuente del almidon. (Latorre, 2007).

Figura 1. Fuentes naturales de almidén.

Quimicamente es una mezcla de dos polisacaridos muy similares, la
amilosa y la amilopectina. Ambas son largas cadenas unidas, sin embargo la
amilosa es una cadena lineal y la amilopectina tiene ramificaciones. Las

ramificaciones hacen a la amilopectina menos soluble en agua. (Badui, 1999)
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2.1.1 Composicion quimica del almidon

2.1.1.1 Amilosa

Es el producto de la condensacion de D-glucopiranosas por medio
de enlaces glucosidicos a (1-4), que establece largas cadenas lineales
con 200-2500 unidades y pesos moleculares hasta un millon; es una a-D-
(1,4)-glucana cuya unidad repetitiva es la a-maltosa como se muestra en

la figura 2.

H OH

Figura 2. Fragmento de la estructura lineal de la amilosa.

Tiene la facilidad de adquirir una conformacion tridimensional
helicoidal en la que cada vuelta de la hélice consta de seis moléculas de
glucosa como se muestra en la figura 3. El yodo reacciona con la amilosa
debido al complejo que se establece entre una molécula de este con
cada 7-8 glucosas, esto hace posible la prueba del yodo para localizar el
almidon. El color del complejo depende de la longitud de la hélice y por
ello, del numero de moléculas de yodo involucradas. Si la hélice es larga,
el complejo de almidon-yodo es azul; si es corta el complejo es rojo
(Badui, 1999).

18



Figura 3. Estructura helicoidal de la amilosa

2.1.1.2 Amilopectina

La amilopectina es una molécula ramificada, esta formado por cadenas
de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a (1-4) asi como ramificaciones
gue ocurren cuando el enlace es a (1-6) localizados cada 15-25 unidades
lineales de glucosa aproximadamente como se muestra en la figura 4 (Badui,
1999).

8]

5 6l Punto de .
CH;OH CH;  ramificacién CH;OH

O H

Figura 4. Estructura quimica de la amilopectina.
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La estructura cristalina de los granulos proviene de la amilopectina, esta
por calentamiento en agua, proporciona soluciones claras y de alta viscosidad.
A diferencia de la amilosa, esta no forma geles, aunque la concentracion sea

alta.

Tanto la amilosa como la amilopectina influyen de manera determinante
en las propiedades reologicas y sensoriales de los alimentos, principalmente
mediante la capacidad de hidratacion y gelatinizacion. En el cuadro 1 se
observan algunas caracteristicas de algunos almidones usados en la industria
alimentaria (Badui, 1999).

Cuadro 1. Diferentes almidones usados en la industria alimentaria

Tipo Amilopectina (%) Amilosa (%) temperatura Tamafio de
de granulo
gelatinizacion (micras)
()
Maiz 73 27 62-72 5-25
Papa 78 22 58-67 5-100
Arroz 83 17 62-78 2-5
Tapioca 82 18 51-65 5-35
Trigo 76 24 58-64 11-41

(Badui, 1999)

2.1.2 Importancia biotecnoldgica del almidén

El almidon es uno de los polisacaridos mas abundantes que
existen en la naturaleza. Es una fuente de energia ubicua y facilmente
accesible ya que las principales fuentes son los granos de cereales,

legumbres y tubérculos. (Latorre, 2007).

Los usos comerciales y tecnoldgicos son diversos y numerosos.
Una gran proporcion del almidon se destina para fines alimentarios, se
adiciona a refrescos, salsas, helados, alimentos precocinados o
infantiles, etc., para utilizarlo como estabilizador de emulsiones, agente

gelificante o sustituto de grasas, mejorando las propiedades de los
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alimentos, modificando su estructura y consistencia (Synowiecki, 2007;
Latorre, 2007). Ademas de su aplicacion en la industria alimentaria, se
utiliza almidén en la industria textil, minera, papelera, cosmética, y
farmacéutica que se observa en la figura No. 5 (Pandey et al., 2000;
Latorre, 2007).

ALTWMENTO
Estabilizante, espesarte, desmoldante,
encapsulante, texturizanbe, consistencia. sopas,

postres, relleno, embutidos, e,
FARMACEUTICO PAPEL

Es empleado como excdpiente Mejora la Resistendia superficial &
para la Formacion de tabletas, interna, la retencion de finos v
espesante de jarabes, / cargas minerales, la formacion de |a
hoja v apariencia supedficial,
PECAMENTO Aplicaciones del Almiddn CARTON
Es empleado como base <7—— enel Sector ——">  Esempleado como
para la Fabricacion de adhesivoen &l proceso de
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Figura 5. Aplicaciones del almidon en el sector industrial.

2.1.3 Obtencion del almidon

Los almidones tienen caracteristicas diferentes y distintivas en
cuanto a forma, distribucion de tamafios, composicion y cristalinidad de
los granos, abundan en los alimentos amilaceos, a partir de grano o
subproductos, de los que puede extraerse facilmente, conservando la
estructura nativa del almidén, siendo el mas utilizado el obtenido a partir
de maiz. (Guardado, 2006)

Aunque la mayor produccién de almidén proviene de la molturacion
del maiz, también existe una gran cantidad de almidon que se extrae del

trigo, sin embargo, este se obtiene mas como un subproducto de la
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obtencién de gluten de trigo que por sus propiedades nutritivas 0 usos

industriales (Anénimo, 2006).

En el caso del trigo, es a partir de harinas con bajo grado de
extraccion, en vez de partir del grano. Consiste en hacer una masa con
harina y agua, en la cual el gluten se hidratara y formara la masa, se lava
el gluten y el almidén arrastrado por el agua se separa mediante cribas.
Otra forma consiste en amasar la mezcla bajo un chorro de agua con lo
que el gluten se aglomera vy el almidon es arrastrado por el agua

elevando la pureza del gluten (proceso Martin). (Guardado, 2006)

2.1.4 Usos del almidoén

Los almidones en su forma natural son de utilidad limitada, por
medio de procesos fisicoquimicos el almidén nativo es modificado para
obtener distintos derivados que satisfagan la funcionalidad deseada. Los
procesos de modificacion van encaminados a cambiar las caracteristicas
e integridad del granulo, por lo consiguiente, altera sus propiedades de
gelatinizacion, cocimiento, retrogradacion o gelificacion. El objetivo es
modificar las propiedades de viscosidad y las propiedades de los geles
resultantes asi como las propiedades de retrogradacion vy afinidad de

agua.

2.1.4.1 Productos derivados del almidon

A partir de este hidrato de carbono se obtienen distintos derivados,
como la glucosa, las dextrinas y los almidones modificados, todos
aguellos ampliamente usados en la elaboraciéon de un gran numero de
alimentos e incluso en muchas otras industrias de productos no
comestibles. (Badui, 1999).
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Glucosa.- Se fabrica por hidrolisis completa del almidon, con

acidos y enzimas amiloliticas.

Dextrinas.- Se obtienen por una hidrolisis parcial del almidon
empleando &cidos y calor. A diferencia de los jarabes de glucosa estas

no cristalizan.

Almidones  modificados.- Presentan mas  propiedades
funcionales que los naturales, se obtienen por gelatinizacion,

eterificacion, esterificacion, enlaces cruzados y oxidacion.

En la actualidad, numerosas investigaciones estan centradas en la
produccién de bioetanol a partir de almidon. El bioetanol tiene una
importancia creciente como alternativa de los combustibles fosiles (Lin y
Tanaka, 2006;). Aunque la mayor parte del etanol que se genera
actualmente procede del petréleo, cada dia aumenta la produccion de
etanol de origen biolégico a partir de la fermentacion anaerdbica de
residuos agroindustriales, la utilizacibn de estos residuos resulta

beneficioso pera el medio ambiente (Pandey et al., 2000; Latorre, 2006).

2.2 AGUAS RESIDUALES GENERADAS POR LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

La produccion de aguas residuales generadas por la industria
alimentaria ha aumentado debido a cambios socioecondmicos, ya que la
poblacibn en constante crecimiento consume productos de primera
necesidad (alimentos procesados) cuya demanda es constante. Las
materias primas obtenidas de la naturaleza deben ser tratadas mediante
procesos tecnoldgicos industriales, con la finalidad de la obtencion de un
producto alimenticio preparado y listo para su consumo. Los

procedimientos son numerosos y varian en funcion al tipo de industria,
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caracteristicas de la materia prima y de producto final que se desea
obtener. También se puede clasificar segun la naturaleza de su accion,

procesos quimicos, fisicos, mecanicos, bioldgicos, etc.

El tratamiento de las materias primas es determinado por las

caracteristicas exigidas al producto final y estos procesos son diversos desde:

» simple manipulacion de la materia prima: seleccién y clasificacién segun

su calidad, tamafo, color, etc.

» transformacion total para obtener productos diferentes: conservacion de
la materia prima para formar nuevos productos, separacion o extraccion

de alguno de los constituyentes de la materia prima, etc.

Los procesos empleados en la industria agroalimentaria son importantes
desde el punto de vista medioambiental, pues los residuos que generan son

diversos.

Las aguas residuales de las industrias agroalimentarias presentan
ciertas caracteristicas que las diferencian de los vertidos de otras industrias,
como son los fuertes volumenes de agua y su elevada carga organica. (Gaytan,
2007.).

2.2.1 Niveles de contaminacién de las aguas residua les

La extraccion de agua de los mantos acuiferos es mayor a la que se
aporta, debido a que la poblacién esta acostumbrada a consumir agua limpia.
El destino final de su utilizacién es dirigido a los cursos y masas de agua, esta
es la contaminacion consecuente de las actividades humanas, provocando el
enriquecimiento de las aguas con nutrientes y sales minerales responsables del
crecimiento de microorganismos provocando un desequilibrio biolégico,

afectando el sensible ambiente marino.
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2.2.2 Residuos de la industria agroalimentaria

Los residuos de la industria agroalimentaria son lo bastante
contaminantes para el medio ambiente, siendo el problema basico los efluentes
liquidos, de composicion tan variada como los productos fabricados, y por lo
tanto son dificiles de caracterizar, tanto en calidad como en cantidad.
(Seoanez, et al., 2003).

En la elaboracion de un alimento, y en particular transformados
vegetales, se generan las mayores cantidades de residuos organicos,
determinados por: el tipo de materia prima a procesar, tamafio, forma, partes
aprovechables, lo que implica que los niveles de residuos sean distintos.
(Ostolaza, 1998).

Asi, es importante tener en cuenta que dentro de cada producto
elaborado existen otras variables que influyen en la produccién de residuos
como:

» Calidad de la materia prima (frutos dafados, podridos,
madurez excesiva o insuficiente), que a su vez dependera de

la climatologia, variedad y sistema de recoleccion.

» Calidad del producto final: la obtencion 6ptima del producto
final requiere selecciones de materia prima mas rigurosas que
aumentan el porcentaje de residuos.

» Tecnologia de fabricacion empleada. (Viniegra, et al., 2002).

2.2.2.1 Caracteristicas de las aguas residuales de la industria

agroalimentaria

» Sus caracteristicas suelen ser accesibles a los sentidos (turbidez,
olor, sabor, color, temperaturas altas, etc.).
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» Tienen una presencia importante de materias en suspension, y en
menor grado de materia coloidal.

» Es frecuente la presencia de sustancias quimicas organicas:
aceites, grasas, etc.

» Es detectable la presencia de sustancias quimicas inorganicas
variadas (sulfatos, cloruros, amoniaco, fosforo, etc.), dependiendo

del tipo de industria.

En general las aguas residuales son esencialmente organicas, con una
demanda de oxigeno importante, y por lo tanto necesitan tanto tratamientos

bioldgicos como fisico-quimicos.

El agua utilizada en las industrias agroalimentarias tiene varios fines:
para el transporte, como materia prima, al formar parte de la fabricacion de
productos como los zumos de frutas, jugos, etc.; como vehiculo térmico, al
transformarse en vapor, y, finalmente, para actuar sobre las materias primas en
los procesos de fabricacion, en este aspecto, se utiliza para lavar, pelar,
escaldar, etc., y también en la limpieza de la maquinaria industrial. Para todo
esto se emplean grandes volimenes de agua, cuya naturaleza es fuertemente
contaminante, una vez utilizada. La anterior obliga a las industrias agricolas a
intentar reutilizar el agua que usan y esto lo hacen en proporciones

considerables. (Seoanez, et al. 2007)

La mayoria de las industrias incorporan a sus productos una serie de
aditivos para mejorar sus cualidades y aumentar su conservacion
(antioxidantes, colorantes, antiapelmazantes, conservantes, estabilizantes,
potenciadotes de sabor, etc.). Dichas sustancias apareceran con mayor o

menor frecuencia como componentes de las aguas residuales.

Las materias en suspension en las aguas residuales son particulas
sélidas del lavado a la entrada de la fabrica (es el que mas agua exige, 31 al
55%, y en donde se provee de mayor materia en suspension), o bien desechos

vegetales residuales de los diferentes tratamientos por los que ha pasado el
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producto. La carga contaminante varia también segun la etapa del proceso de

fabricacion.

Los tipos de contaminantes que aparecen en estos efluentes son sélidos
y liquidos. Los primeros constituidos por recortes y pieles de frutos, huesos,
particulas de tierra y restos no aprovechables, deben ser tratados
separadamente y no diluidos en agua, reduciendo el problema de la
contaminacion. Los residuos liquidos se componen de agua, solidos en
suspension y solidos en disolucién. Generalmente se trata de suciedad
adherida a los productos y desprendida por lavado, asi como una gran
concentracion de materia organica originada en las operaciones de blanqueo,
donde el agua se enriquece con grandes cantidades de azucares, almidones y

productos solubles del fruto, (Seoanez, et al., 2003).

2.2.3 Aguas residuales de la industria de la obten  cion de
gluten de trigo

Uno de los usos mas importantes de los cereales es la obtencién de
granos, estos posteriormente utilizados para la obtencion de harina (Serna,
2001).

La industria refinadora de este carbohidrato, llamada molienda humeda,
tiene como objetivo obtener el maximo rendimiento de granulos de almidén
nativo o sin dafiar, para extraer los componentes quimicos del grano: almidon,
proteina (gluten), fibra (pericarpio) y aceite, este ultimo compuesto, mediante el
procesamiento del germen. La industria refinadora de almidon esta dominada
por pocas empresas y utiliza casi exclusivamente al grano de maiz como
materia prima. Esto se debe a que la semilla contiene una alta proporcion de
almidén (mayor de 70%) y principalmente al alto valor econémico-comercial de
los subproductos del proceso: gluten y germen. La refinacién industrial de
almidon de trigo a diferencia de la molienda humeda de maiz, se realiza con
dos grandes propdsitos: la obtencion de gluten vital y de almidon. El gluten vital
es utilizado para suplementar formulaciones para panificacion, especialmente

en la manufactura industrial de pan integral (Serna, 2001).
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2.2.3.1 Obtencion de almiddn y gluten de trigo

Existen diversos métodos para la obtencion de gluten de trigo y almidon,
estos tienen la finalidad de obtener el granulo sin dafar y separar la parte

proteica de la harina de trigo (Serna, 2001).

2.2.3.1.1 Proceso Halle

Consiste en hidratar al trigo con agua con la posterior molienda en
hamedo y fermentacién. Durante este Ultimo paso, el gluten se degrada para
facilitar la liberacion de los granulos de almidon. La separacion del almidén se
realiza por decantacion después de diluir la mezcla almidén-gluten con agua
(Serna, 2001).

2.2.3.1.2 Proceso Martin

Es el mas usado a nivel mundial ya que esta disefiado para obtener dos
productos con valor agregado: almidén y gluten. Este proceso utiliza harina de
trigo en lugar del grano entero. Se inicia cuando la harina de trigo se mezcla
con agua en una proporcion de 2:1; para hidratar las harinas de trigos duros se
emplea mayor cantidad de agua. Estos ingredientes se amasan par obtener
una masa uniforme con textura lisa. El almidon se obtiene por un simple lavado
de la masa. La etapa de lavado esta disefiada para liberar gradualmente a los

granulos de almidon sin romper el gluten en pedazos pequefios (Serna, 2001).

En el agua de lavado queda principalmente el almidén y las proteinas
solubles, albuminas y globulinas; en el residuo insoluble queda el gluten vital o
funcional constituido en su mayoria por prolaminas (gliadina) y glutelinas. El
exceso de agua del gluten se remueve por un proceso de compresion a traves
de rodillos para posteriormente deshidratarse a una humedad de 8-10% en
secadores de vacio o de tambor. El almidén disperso en agua (10% sélidos)
primeramente se tamiza con equipos vibratorios para remover el gluten y el
pericarpio contaminantes. Posteriormente, el almidon se separa por medio de

decantacion o centrifugacién. El almidon se seca a humedades de

28



aproximadamente 10% y contiene alrededor de 0.3% de proteina. En este
proceso se generan aproximadamente 65 y 14 kilogramos de almidon de
primera y gluten vital respectivamente, de 100 kilogramos de harina de trigo. El
resto es almidén de segunda y solidos que se pierden en el agua de lavado y

centrifugado (Serna, 2001).

2.2.3.1.3 Extraccion de almidon de trigo con amonio

Se mezcla harina de trigo en cinco partes de una solucién 0.2 M de
hidroxido de amonio y se somete a operaciones de centrifugacién y de secado
por aspersion del sobrenadante rico en proteina. El almidén centrifugado se
trata de nuevo con amonio para bajar mas su contenido de proteina mediante
el filtrado al vacio y el secado. Con este proceso de obtiene un rendimiento de
aproximadamente 50% almidon y 25% de gluten vital seco (Serna, 2001).

2.2.3.1.4 Refinacion de almidon con diéxido de azuf  re

El proceso de refinacion de almidon después de tratar a los granos con
una solucion de dioxido de azufre sigue principios muy similares al proceso
convencional de la molienda humeda de maiz, el trigo se trata por
aproximadamente dos horas en una solucion de 2-4g/l de diéxido de azufre.
La desventaja de este método es que el gluten pierde su funcionalidad y valor
porque el dioxido de azufre rompe los enlaces disulfuro y asi solo se puede
utilizar como suplemento para alimentacion animal. El rendimiento de almidén
primario se estima en 55% aproximadamente (Serna, 2001). En el cuadro 2 se
pueden observar la diferencia entre cada proceso y los rendimientos que se
obtienen de almiddn y gluten de trigo.
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Cuadro 2. Comparacion de los diferentes procesos de obtencion de gluten y almidén de trigo.

Método de Rendimiento de Rendimiento Caracteristicas del
extraccion Almidon (%) de gluten proceso
(%)
Proceso El grano de trigo es
Halle hidratado para molienday
fermentacion. El gluten es
degradado
Proceso 65 14-15 Se realiza a partir de harina
Martin de trigo.

Se utiliza grandes
cantidades de agua.

Extraccion 50 25 Se realizan operaciones de
con centrifugado y secado por
hidréxido aspersion.
de amonio
Refinacion 55 El gluten pierde
con dioxido funcionalidad y valor (se
de azufre utiliza como suplemento de

alimentacion animal).

La textura, claridad y dureza de los geles elaborados con almidén de
trigo es muy similar a la del maiz, sin embargo el poder engrosante es menor

en el almidon de trigo (Serna, 2001).

2.2.4 Contaminacion por materia organica y microorg anismos

La mayoria de la materia organica que contamina el agua procede de
desechos de alimentos, de aguas negras domésticas y de fabricas y es
descompuesta por bacterias, protozoarios y diversos organismos mayores. Ese
proceso de descomposicion ocurre tanto en el agua como en la tierra y se lleva
a cabo mediante reacciones quimicas que requieren oxigeno para transformar
estas sustancias en energia. El oxigeno en el agua puede ser consumido por la
fauna acuatica a una velocidad mayor a la que es reemplazado desde la
atmosfera, lo que ocasiona que los organismos acuaticos compitan por el

oxigeno y se vea afectada la distribucion de la vida acuética (Gaytan, 2007)

Una medida cuantitativa de la contaminaciéon del agua por materia
organica (sirve como nutriente y requiere oxigeno para su descomposicion) es

la determinacion de la rapidez con que la materia organica nutritiva consume
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oxigeno por la descomposiciéon bacteriana y se le denomina Demanda
Bioguimica de Oxigeno (DBO). La DBO es afectada por la temperatura del
medio, por las clases de microorganismos, por la cantidad y tipo de elementos
nutritivos presentes. Si estos factores son constantes, la velocidad de oxidacion
de la materia organica se puede expresar en términos del tiempo de vida media
del elemento nutritivo. (Tiempo en que descompone la mitad de la cantidad

inicial de materia organica).

Otro tipo de contaminacion, es la contaminacion térmica; el vertido sale a
mayor temperatura que la del receptor (aproximacion al nivel térmico maximo
de ciertas especies), disminuye el oxigeno, y esto provoca menor auto

depuracion.

Si el efluente contiene sales y se vierte sobre el suelo; disminuye la
produccion vegetal y puede anularse totalmente los vegetales y no germinar los
mismos, las sales minerales vertidas en el agua provocan el desarrollo de algas
consumidoras de oxigeno, y en ciertos casos se llega incluso a la desaparicion
de la fauna acuatica. Los desechos que se aportan constantemente llegan a
modificar sensiblemente el ambiente marino y causan perturbaciones en la

pesca. (Seoanez, et al., 2003)

2.3 APROVECHAMIENTO DE LAS AGUAS RESIDUALES

Las aguas residuales se deben considerar, como una materia prima que
contiene una serie de productos utiles como: el agua, la materia organica y

algunas sales, y otros productos. (Seoanez, et al., 2003).

2.3.1 Uso de los residuos organicos

Los residuos restantes que quedan tras el maximo aprovechamiento en
la industria transformadora también se utilizan con otros fines: alimentacion
animal, fertilizante, obtencion de productos comercializables. Actualmente, en
la industria de transformados vegetales los principales destinos de los residuos

sélidos organicos generados en sus procesos son:
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2.3.1.1 Alimentaciéon animal

Se utiliza principalmente para vacas, animales jovenes, y ganaderia

brava. (Fonolla y Boza, 1993).

2.3.1.2 Produccion de composta

Es el producto obtenido mediante un proceso de descomposicion
bioldégica de la materia organica, en condiciones controladas de humedad y
temperatura, provocando la destruccién de elementos patdgenos. La materia
organica mejora la estabilidad del suelo, aumentando su porosidad y capacidad
de retencidn hidrica, favoreciendo el intercambio de gases y agua. Asimismo
favorece la fijacion de nutrientes, aumenta el desarrollo de su flora microbiana,
por esto, es una de las vias mas importantes de regeneraciéon de suelos.
(Costa, et al., 1991; Antén, 1992).

2.3.1.3 Produccién de metano

La fraccion de residuos vegetales que se depositan en vertederos es
susceptible de someterse a un proceso de fermentacidon anaerdbica de los
componentes organicos de los residuos solidos. La fermentacién es producida
por bacterias que se desarrollan en ambientes carentes de oxigeno. Estas
producen "biogas", el cual se compone fundamentalmente de metano (CH4) y
de diéxido de carbono (CO2). El metano se puede utilizar en la produccion de

energia eléctrica y de energia térmica. (Campos, 2002).

2.3.1.4 Biodiesel

El biodiesel proviene del procesamiento de aceites vegetales, tanto
naturales como reciclados (soya, girasol, palma, etc.) y de grasas animales. Se
lo obtiene mediante el proceso de transesterificacion de los aceites por
reaccion quimica con el alcohol para formar ésteres grasos (biodiesel) y

glicerina.
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2.3.1.5 Bioetanol

La obtencién de etanol por fermentacion alcohdlica ha cobrado interés
debido a la posibilidad de utilizar alcohol como combustible. La fermentacion
alcohdlica se lleva a cabo por microorganismos anaerobios o aerobios
facultativos a partir de azucares. Estos azlcares se pueden encontrar en forma

de polimeros: almidon y celulosa (Jiménez, et al., 1989).

Los residuos producidos por la industria de conservas vegetales, por su
contenido en celulosa, pueden utilizarse como fuente de energia renovable,
evitando asi su acumulacion. La fraccion celulésica de los residuos, se
transforman mediante hidrélisis en glucosa, que por fermentacion se convierte

en combustible (etanol) (Lazaro y Arauzo, 1994).

2.3.2 Microorganismo utilizado en la fermentacion

2.3.2.1 Levaduras

Las levaduras estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se hallan
sobre la piel de algunas frutas, hojas, flores, piel, cuero, plumas y tracto
digestivo de animales. Algunas estan asociadas con insectos pero el suelo es
el mayor reservorio, constituyen la causa mas probable de alteracién de
productos como frutas y bebidas sin alcohol, que contienen azucares
fermentables, y de substratos donde la elevada acidez, la baja actividad del
agua o la presencia de etanol, reducen el desarrollo bacteriano (Déak &
Beuchat 1996, Brackett, 1997).

Las levaduras son las mas abundantes y ocupan un papel importante en
la elaboracion de cerveza, licores y pan, y en distintos procesos de
fermentacion o inversion de azucares, proporcionan compuestos saborizantes,
acidos nucleicos y otros productos quimicos utiles. Se distribuyen a través del
viento principalmente y en general son organismos unicelulares con formas

variadas, desde esféricas, ovoides y elipsoidales.
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Las levaduras son los microorganismos mas utilizados por su capacidad
de transformar almidén o azucares y dar alcohol y diéxido de carbono por via
fermentativa, ademas producen un contenido de toxinas muy inferior a otros

microorganismos.

Se multiplican por reproduccion asexual (gemacion vy fision binaria) y de
manera sexual a través de la conjugacion de dos células haploides con la
disolucidn de la pared colindante para formar un cigoto diploide. El ntcleo en el
zigoto puede dividirse una o varias veces y formar ascoesporas y cada una de
estas se convierte en un nuevo individuo que puede reproducirse otra vez por

gemacion, fision o fusion sexual.

2.3.2.2 Factores de crecimiento

2.3.2.2.1 Oxigeno:

Las levaduras son microorganismos anaerobios facultativos, aunque se
ha probado que en escasa proporcion son capaces de desarrollarse bajo
condiciones anaerobias por completo. En presencia de oxigeno, el crecimiento
de la levadura es mucho mas vigoroso que en cultivos bajo condiciones en que

no es posible el acceso de oxigeno.

2.3.2.2.2 Temperatura:

En la mayoria de las levaduras el rango de temperatura para el
crecimiento es 24 — 47° C, ademas determina la actividad de las distintas

enzimas de la levadura, y las diversas especies reaccionan de forma diferente.

2.3.2.2.3 Concentracion de iones de hidrogeno:

El crecimiento y la fermentacion de la levadura dependen en alto grado
de la reaccion del medio nutritivo. El pH para el crecimiento de la levadura
Saccharomyces diastaticus es entre 4.2 — 4.5 para dar las condiciones optimas
para la reproduccion de las levadura y la fermentacion; ademas actia como
agente precipitante de materia organica y mantiene bajas las poblaciones de

microorganismos contaminantes.



2.3.2.3 Saccharomyces diastaticus

La levadura Saccharomyces diastaticus como se muestra en el cuadro
3, es considerada una cepa de S. cerevisiae. (Kriger, 1984, Latorre, 2007,) La
cepa Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus fue aislada por Andrews y
Gilliland (1952) como un contaminante durante la fabricacion de la cerveza
(Sakai et al., 1986) y debido a la gran diversidad existente dentro de esta
especie, fue necesario subdividirla en seis grupos sin valor taxonémico pero
con relevancia practica. Las diferencias funcionales entre estas cepas son de
importancia tecnoldgica para los procesos de produccidn, estas diferencias
significativas, son el resultado de pequefias mutaciones en el material genético
(Garcia, 2004). Estos grupos son: cerevisiae, ellipsoideus, oviformis,
cheresanus, logos y diastaticus (Carro y Pifia, 2001). En el género
Saccharomyces, la glucosa es el principal sustrato regulatorio en condiciones
aerobicas. La represion de la respiracion por glucosa en condiciones aerobicas,
lleva a un decrecimiento en la velocidad especifica del consumo de oxigeno y
consecuentemente en la acumulacion de etanol. Poseen la capacidad de
crecer en ausencia de aire (proceso fermentativo) o en su presencia (proceso
oxidativo). Las caracteristicas del crecimiento y produccion de productos

dependen de las condiciones de desarrollo.

Cuadro 3. Clasificacion taxonémica de S. diastaticus

Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Hemiascomycetes
Orden Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Genero Saccharomyces
Especie Diastaticus

(Andrews y Gililand, 1962)
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La produccion industrial de etanol comGo combustible a partir del
almidon involucra tres pasos: (A) licuefaccion por endoamilasas (alfa-amilasa y
beta amilasa), (B) sacarificacibn enzimatica (glucoamilasas y enzimas
desramificantes) y (C) fermentacién de la glucosa (Forgaty y Kelly, 1979,
Benitez y colaboradores, 1992). La cepa Saccharomyces. var. diastaticus
resulta de interés para la produccion de etanol a partir de materias primas
amilaceas, por la capacidad de producir y secretar una enzima extracelular
denominada glucoamilasa, que favorece la produccién de etanol a partir del
almidon, la misma difunde hacia el medio de cultivo hidrolizado a unidades de
glucosa desde el extremo no reducido de la cadena de este polisacarido, con lo
cual el proceso de sacarificacion resulta mas sencillo. Ademas son altamente
tolerantes al etanol (Wang y Sheu, 2000, Benitez y otros, 1992).

2.3.2.3.1 Floculacién

El fendbmeno de floculacibn como se observa en la figura 6
(sedimentacion), se debe a un cambio en la composicién de la pared celular de
la levadura, donde tienen particular relevancia las proteinas y carbohidratos de
la superficie, provocando la agregacion de las células mediante la formacién de
puentes de calcio o de magnesio (Rose, 1980, Nishihara, 1982, Nishihara y
Toraya, 1987)

Figura No. 6: Sedimentacion de S diastaticus en medio de proliferacion.
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2.3.2.3.2 Capacidad de produccion y tolerancia a la

concentracion de etanol

La capacidad de produccion de alcohol y la tolerancia al mismo son dos
caracteristicas relacionadas desde el punto de vista funcional, ya que la
segunda puede limitar a la primera; sin embargo son independientes de su
origen fisioldgico, es decir, la habilidad de una levadura de producir alcohol a
partir de un carbohidrato no necesariamente implica que esta tenga alta
tolerancia y viceversa (D"Amore y G., 1987). La produccién de alcohol es un
fendbmeno complejo que cuyo rendimiento depende de diversos factores como:
la caracteristicas intrinsecas de la cepa, las condiciones de aeracién, la
concentracion del inoculo, la composicion del medio, las condiciones de la

fermentacion, etcétera (Jones, 1981, Garcia, 2004).

La tolerancia al alcohol involucra fenémenos bioquimicos, fisicoquimicos
y metabdlicos; sin embargo, no existe una definicién universal de tolerancia al
alcohol, puede referirse a la concentracion de alcohol que inhibe el crecimiento
o bien a la inhibicion sobre la velocidad especifica de fermentacion o al efecto
sobre la viabilidad (Rose, 1980, D"Amore y G., 1987). La tolerancia al alcohol
depende de las caracteristicas genéticas de la cepa, de diversos factores
ambientales como: concentracion de azucares en el medio desde el inicio de la
fermentacion y en fases posteriores, estado metabdlico de las células,
temperatura, pH, y de manera importante la concentracion de etanol en las

diferentes etapas de la fermentacion (D"Amore y G., 1987, Garcia, 2004).

2.4 IMPORTANCIA DE LOS BIONERGETICOS

El agotamiento de los recursos energéticos, derivados de combustibles
fésiles o tradicionales y el consumo de energia aumenta con mayor velocidad,
derivando una enorme cantidad de gases contaminantes liberados a la
atmosfera, causando cambios climéaticos que preocupan a los gobiernos y
sociedad. Una de las formas de hacer frente a este tipo de problemas es

mediante recursos energéticos renovables. (FNB, 2004).
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Los bioenergéticos se obtienen de procesos de transformacion de

biomasa y en una gran variedad de formas:

> A partir de biocombustibles sdélidos como la lefia, el carbon vegetal o
los residuos agricolas, que pueden quemarse directamente o
gasificarse para producir calor y electricidad.

» A partir de cultivos energéticos como cafia de azucar, algunos
cereales (maiz principalmente, cafia de azlcar, mandioca) y
oleaginosas (soja, girasol, palmas) para la obtencion de bioetanol y
biodiesel.

» Residuos municipales y el estiércol de los que se pueden obtener

combustibles gaseosos como el biogas.

El aprovechamiento de la bioenergia presenta ventajas como la creacion
de sinergias entre los sectores agricola-forestal (produccion de los
combustibles), energético, industrial (agroindustrias), ambiental y social.
(Macera, 2006).

2.4.1 Los biocombustibles

A diferencia de los combustibles fésiles que provienen de la energia
almacenada durante largos periodos en los restos fosiles, los biocombustibles
provienen de la biomasa o materia organica que constituye todos los seres
vivos. La situacion mundial actual de produccién y aumento en los precios del
petréleo y la condicion de las reservas mundiales de este recurso en la
produccion de multiples industrias —en especial en la del transporte—, esta
llevando a algunos paises a desarrollar fuertes programas de produccion de

combustibles alternativos al combustible fésil.

Los biocombustibles son extraidos de la biomasa, nombre dado a la
materia organica de origen reciente que haya derivado de animales y vegetales
como resultado del proceso de conversion fotosintético. La energia de la
biomasa es generalmente producida de residuos de cultivos agricolas,
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actividades forestales y de la basura industrial, humana o animal. Los
biocombustibles son una especifica categoria de la biomasa usualmente
asociada con la industria del transporte. Los combustibles de la biomasa
utilizan la energia quimica, la cual se fija por fotosintesis y se almacena dentro
de las plantas. Esta energia quimica puede ser liberada para crear calor con
fines tradicionales —como cocinar y crear calor en un espacio—, con fines
industriales, o puede ser convertida a electricidad o en forma de combustible,

liquido o gaseoso. (Gonzalez y Castafieda, 2008).

La biomasa es una fuente de energia renovable, su produccién es mas

rapida que la de los combustibles fésiles. (Ruiz, 2007).

Los combustibles de origen biolégico pueden sustituir parte del
consumo en combustibles fésiles tradicionales (petrdleo, carbén), con la
ventaja de que son renovables y tienen bajo impacto en el deterioro ambiental,

siendo los mas usados y desarrollados el bioetanol y el biodiesel. (Ruiz, 2007).

El biocombustible més importante es el alcohol carburante, el cual puede
ser usado como oxigenante de la gasolina, lo que permite una mayor
combustion, disminuyendo las emisiones contaminantes de hidrocarburos no

oxidados.

El etanol o alcohol etilico, se puede obtener a partir de materiales que
contienen celulosa como: residuos agricolas, forestales, solidos urbanos y
residuos agroindustriales. La materia prima principal para la obtencion del
etanol en los EEUU es el almidén. (Madson y Monceaux, 1995).

2.4.2 Bioetanol

Desde la antigiedad se obtiene por fermentacion anaerdbica de

azucares con levadura en solucidén acuosa y posterior destilacion, siendo su

aplicacion principal tradicional la producciéon de bebidas alcohdlicas.
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Hay tres principales caminos para producir etanol a partir de materiales
biolégicos; todos incluyen una primera fase de fermentacion por levaduras,
seguida de una posterior destilacion mediante la aplicacion de calor. (Serna,
2001). La duracién de cada sistema es distinta, asi como la produccion de

alcohol, depende del elemento inicial, que puede ser:

» Sustancias con alto contenido de sacarosa: cafia de azucar, remolacha,
melazas, sorgo dulce.

» Sustancias con alto contenido de almidén: maiz, papa, yuca.

» Sustancias con alto contenido de celulosa: madera, residuos agricolas.

2.4.2.1 Obtencion a partir de caldos azucarados

La obtencion a partir del jugo extraido de la cafa o tallos de algunas gramineas
es el que mas se practica, sobre todo en regiones tropicales y subtropicales. La
cafia de azucar es la preferida debido a su alta produccién de biomasa y a su
alto rendimiento en azucares fermentables principalmente sacarosa. El proceso
tradicional de obtencién a partir de de cafia de azlcar es el siguiente: las
plantas son cortadas cuando dan un mejor rendimiento de azucar/ha, los
carbohidratos son almacenados en el tallo. La extraccion del caldo se hace por
medio de un prensado, posteriormente se somete a fermentacion. La
fermentacion tiene una duracién de varios dias y es efectuada a temperaturas

de aproximadamente 35 . (Serna, 2001).

2.4.2.2 Obtencion a partir de almiddén

El cereal mas utilizado para este propdsito es el maiz. Existen dos
procesos que actualmente estan siendo utilizados. EI mas moderno, es la
utilizacion de enzimas termoestables durante la gelatinizacion o cocimiento. El
proceso tradicional consiste en la gelatinizacion del almidon, enfriando e
incubando con amilasas y glucoamilasas. En ambos casos el proceso de

fermentacion y destilacion son iguales. (Serna, 2001).
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2.4.2.3 Obtencion a partir de celulosa

A partir de celulosa primero se debe pre-tratar la materia vegetal para
que la celulosa pueda ser atacada por enzimas hidrolizantes. El pre-tratamiento
puede consistir en una combinacién de trituracion, ataque con acidos y otras
sustancias. Esto es uno de los factores que explican por qué los rendimientos
para la cafla de azlcar son altos, mediocres para el maiz y bajos para la
madera. (Ruiz, 2007)

2.4.3 Aplicaciones del etanol

En la figura 7 se puede observar la formula del etanol, este tiene
innumerables aplicaciones como: bebidas fermentadas para el consumo
humano como vinos, aguardiente, vodka, ron, brandy, etc. En la industria se
emplea en procesos como: disolucion de la nitrocelulosa, disolvente de
colorantes en las industrias alimenticias y textil; disolvente de: resinas; jabon,
aceites, ceras, etc.; y oxidacion en la fabricacion de acido acético, vinagre,
acetaldehido, y cada vez mas como combustible o aditivo en las gasolinas,
para todo tipo de transportes e instalaciones estacionarias, para mejorar sus
propiedades en proporcion del 10 al 20%, mayor que el de la gasolina sin

mezclar.
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Figura No. 7: Formula del etanol.

2.4.3.1 Uso del etanol en el transporte

» Es menos inflamable que la gasolina por lo tanto es mas seguro de

utilizar.
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Disminuye la dependencia de los paises agro-productores, del
abastecimiento de combustibles fésiles por parte de los paises
productores de petréleo.

Durante su combustion se produce un aumento del calor de
vaporizacién, lo cual genera una mayor potencia respecto a la
gasolina.

Tiene bajas emisiones toxicas.

Genera menores emisiones de monoxido de carbono cuando se usa
como aditivo de la gasolina.

Produce menos dioxido de carbono al quemarse que la gasolina,
pero el impacto total depende del proceso de destilacion y de la
eficiencia de los cultivos.

Genera emisiones altamente evaporativas.

Presenta una menor densidad de energia que la gasolina, el
conductor debe llenar el tanque del automotor con mas frecuencia.
Contiene dos terceras partes de la energia contenida por el mismo

volumen de la gasolina.
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I MATERIALES Y METODOS

Localizacion del sitio experimental

El experimento se llevo acabo en el laboratorio de Tecnologia de
Alimentos del Departamento de Ciencia y Tecnologia de alimentos,
ubicado en el campus de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
en Buenavista, Saltillo, Coahuila, que se ubica a los 25°21’ 03” N y 101°
01’ 34” W a 1743 msnm (Gaytan, 2007).

La presente investigacion se desarrollo como a continuacion se

describe.

3.1 ETAPA 1: Obtencion y Viabilizacion de la Levad  ura.

3.1.1 Obtencion de la levadura

La levadura empleada fue una cepa pura de Saccharomyces
diastaticus del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV) de su coleccién de cepas microbianas y
cultivos celulares ubicado en la Cuidad de México.

3.1.2. Morfologia de la levadura

La levadura se viabilizO en medio agar malta extracto de levadura
proporcionado por el CINVESTAYV en la ficha técnica que acompafiaba la cepa,
posterior siembra por estria e incubada en aerobiosis a 24T por 24 y 48 horas,
seguido de un estudio de la morfologia microscépica observada en microscopio
Optico con objetivos 10x, 40x y 100x.
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3.2 ETAPA 2: Caracterizacion del Agua Almidonosa y Proliferacion de la

Levadura

3.2.1 Caracterizacion del agua residual almidonosa

Las aguas ricas en almidén, proporcionadas por la seccién de agrotecnia
del Departamento de Fitomejoramiento, se obtuvieron a partir de harina de trigo
mezclada con agua en una proporcion 2/1 para separar el gluten del almidon,
obteniendo el almidén diluido en el agua del lavado en contenedores para su
conservacion y evitar que se contamine. Después de haber obtenido el agua
almidonosa, se determind la concentracion de almidén, por un método

espectrofotométrico a 620 nm.

3.2.2 Proliferacion de Saccharomyces diastaticus

La proliferacion de la levadura para iniciar la etapa de fermentacion se
llevd a cabo en un matraz erlenmeyer que contenia la formulacion que se
muestra en la cuadro No. 4, agregando una asada de la cepa en cada matraz,
con la finalidad de tener una cantidad conocida de inoculo mediante el
seguimiento de la velocidad de crecimiento cada hora, por medio de la escala
modificada de McFarlan (Rangel, 2007); en la cual se manej6 una longitud de
onda de 400 nm. Esto debido a la coloracion del medio, obtenida de un barrido
en el espectrofotometro registrando la mayor absorbancia del medio de

proliferacion.

Cuadro 4. Formulacién del medio de proliferacion para S. diastaticus

Reactivo Cantidad
Extracto de levadura 1.83 gramos
Extracto de malta 1.83 gramos
Glucosa 6.1 gramos
Peptona de soya 3.05 gramos
Agua destilada 610 mililitros




3.3 ETAPA 3: Fermentacion

3.3.1 Preparacion del medio

La preparacion del medio de cultivo se muestra en el cuadro 5. El
almidon que se obtuvo de la mezcla de harina de trigo con agua, contenia una
concentracion menor al momento de la separacion del gluten, se realizé una
evaporacion para eliminar la mayor cantidad del liquido sin perder el almidén,

para poder obtener la concentracion de 2% al inicio de la fermentacion.

Cuadro 5. Contenido del medio malta extracto de levadura con almidén como fuente de

carbono
Ingredientes Contenido
Almidon diluido 468 mililitros
Extracto de levadura 1.8 gramos
Extracto de malta 1.8 gramos
Peptona de soya 3 gramos

El pH del medio de cultivo se ajusté con acido citrico entre 4.2 y 4.3,
posteriormente fue esterilizado en autoclave a una temperatura de 120C y 15

Ib de presion por 15 minutos.

3.3.2 Inoculacién y monitoreo de la fermentacion

Los matraces esterilizados se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
Una vez inoculado el medio de cultivo, en condiciones de asepsia, se mantuvo
a una temperatura de 24°a 27<C, tomando muestras cada 12 horas durante

96 horas evaluando:

» pH por medio de potenciometria, utilizando el potenciometro HANNA
HI-223.

» Solidos solubles totales por refractometria utilizando el refractémetro
manual marca ATAGO modelo ATC-1E
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Alcohol por el método de micro difusion modificado, utilizando como
reactivos: dicromato de potasio, acido sulfurico, carbonato de
potasio; en tubos de ensayo en ausencia de oxigeno al momento de
iniciar la reaccion, durante una hora (Anénimo 2, 2009).

Almidon por el método espectrofotométrico con solucion saturada de
yodo y utilizando el espectrofotometro Genesys UV-10 a una longitud
de onda de 620 nm (Fernandez, 2000).

Azucares totales utilizando fenol-sulfarico como reactivo y posterior
lectura de la reaccion en el espectrofotometro a una longitud de onda
de 480 nm (Dubois, 1956).

Azucares reductores con acido dinitrosalicilico (DNS) y lectura de la
reaccion en el espectrofotometro a una longitud de 540 nm (Miller,
1960).

Acidez titulable por titulacion, utilizando hidréxido de potasio y

fenolftaleina como indicador.
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IV RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1 ETAPA 1: Obtencion y Viabilizacion de la Levadu  ra
4.1.1 Obtencion de la cepa

La cepa de la levadura fue adquirida en el CINVESTAYV Yy fue recibida
con la siguiente informacion y en el cuadro 6 se muestra el medio de cultivo

para la misma, incluido:

Numero CDBB: 708
Nombre: Saccharomyces diastaticus
Descripcion:
- Flocula
Aplicaciones
- Fermenta almidén
Medio de cultivo y Temperatura:
- Medio 17
- Temperatura: 24C

Cuadro No.6: Medio agar malta extracto de levadura (YM)

Reactivos Cantidad
Glucosa 109
Extracto de levadura 39
Extracto de malta 39
Peptona 59

Agar 209
Agua destilada 1000 mL.
Preparacion: Esterilizar a 15 Ibs/15’

4.1.2 Morfologia de la levadura

El crecimiento de la levadura en agar presenté colonias color crema, con

consistencia cremosa Y rapido crecimiento como se muestra en la figura 8.
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a) | b)
Figura 8. Crecimiento de S. diastaticus en agar malta extracto de levadura a las a)24 y b)48
horas.

Tomando una muestra de estas colonias para su observacion
microscoépica y tefiida con azul de metileno se puede ver que las colonias
tienen forma ovalada y ancha como se muestra en la figura 9, concordando con

lo reportado con Garcia (2004).

X !
a) b)

Figura 9: Observacién microscépica de S. diastaticus, con objetivos a) 10x y b) 100x.

4.2. ETAPA 2: Caracterizacion del Agua Almidonosay  Proliferacion
de la Levadura
4.2.1 Caracterizacion del agua residual almidonosa

El agua residual proveniente de la obtencidén del gluten de trigo
presentd un color amarillo claro debido a que el almidén contenido se

precipitaba, al agitarse y tomar muestras para cuantificar la
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concentracion del mismo se presenta un amarillo opaco de consistencia

lechosa con un promedio de almiddn de 2. 626 g/t.

4.2.2 Proliferacion de S. diastaticus

La cuantificacién del microorganismo se realizé en medio malta-extracto
de levadura a 27° C por 15 horas para alcanzar una absorbancia cercana al
tubo No. 4 de la escala McFarland modificada (Rangel, 2007), lograndose para
Saccharomyces diastaticus una lectura de 0.527 equivalente a 1.10 x 10°

ufc/ml. Lo anterior para tener un control de la biomasa durante la fermentacion.

4.3 ETAPA 3: Fermentacion

4.3.1 Preparacion del medio

El contenido de almidon de los residuos obtenidos de la separacion
del gluten contenia una menor concentracion del almidon de la que se
necesitaba, por tal motivo se realiz6 una evaporacion del liquido a una
temperatura menor a 90C para evitar la formacion de geles; y la
esterilizacion del medio provoco la liberacion de azucares mas sencillos

facilitando la actividad de la levadura sobre el sustrato.

4.3.2 Monitoreo de la fermentacion

Realizada la inoculacién del medio se llevd a cabo un monitoreo
cada 12 horas para evaluar los siguientes parametros: pH, almidon,
azucares totales, azlcares reductores y produccién de etanol

4.3.2.1 pH

En la figura 10 se observa el comportamiento del pH,

estadisticamente existe diferencia significativa, en base al andlisis de t de
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student, sin embargo los cambios que se muestran no afectan la
actividad del sistema, ya que el rango de crecimiento optimo de la

levadura puede llegar hasta un valor de pH de 4.5.

Conmportamiento del pH
43 ~
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Figura 10. Comportamiento del pH en la fermentacion.

Se inicido a un pH de 4.2 y de acuerdo con Grisales (2002), este
nivel acta como agente precipitante de materia inorganica y mantiene
bajas las poblaciones de microorganismos contaminantes para la
produccién de etanol a partir de jugo de cafia, manteniéndolo en un
rango de 4.2-4.5, esto con el fin de permitir el 6ptimo desarrollo de
levadura en el proceso de fermentacion, concordando con Laluce y
Mattoon (1984) pues de acuerdo a dicho estudio, los cambios en pH

mayores a 4.5 afectan el crecimiento de la levadura.

4.3.2.2 Efecto de la esterilizacion sobre el aguaa Imidonosa

El contenido de almidén antes de esterilizar el medio fue de 2%,
sin embargo, el empleo de las altas temperaturas utilizadas en este paso
provoco la licuefaccion de los granulos de almidon liberado disminuyendo
la concentraciéon del mismo, ocasionando que las cadenas poliméricas se

degradaran y el medio presentara mayor cantidad de carbohidratos facilmente
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asimilables por la levadura. Debido a esto, las cadenas que no fueron

degradadas en el paso anterior quedaran como reserva.

4.3.2.3 Monitoreo del comportamiento de almidon y a  zucares

durante la cinética de fermentacion

Al inicio de la cinética se tiene una concentracion baja de almidon
debido al efecto antes descrito durante la esterilizacion como se muestra en la
figura 11 partiendo de 0.1%, en donde a las primeras 12 horas se observa un
minimo consumo debido a que la cepa se adapta al medio a partir de las 12
hasta las 36 horas, y después de este periodo se observa la accion de las

enzimas extracelulares sobre el almidon.

% Concentracion de almidén
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Figura 11. Seguimiento del consumo de almidén

Se puede observar que al inicio hay mayor presencia de azlcares
simples (figuras 12 y 13) facilmente metabolizados por el microorganismo; sin
embargo, al llegar a las 24 horas la cantidad de azucares disminuye,
provocando que la levadura, no teniendo mas sustrato facilmente asimilable,
empiece a sintetizar glucoamilasas que actian sobre las cadenas de almidon a
partir de las 24 horas hasta las 72, debido a la accion de estas, como menciona
Roma (2002).
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Figura 12. Comportamiento de los azucares totales.

En la figuras 12 y 13 se observa detalladamente el comportamiento
del consumo de azlcares. Los decrementos se deben al consumo de
azucares y los incrementos son ocasionados por la actividad de la enzima
en la degradacién del sustrato; donde atribuyen este comportamiento a la
produccion de enzimas extracelulares que son liberadas por el microorganismo
para poder asimilar el sustrato al interior de la célula para su posterior
metabolismo de acuerdo con Laluce y Matoon (1984) concordando con Roma
(2002).
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Figura 13. Comportamiento de los azucares reductores durante las fermentacion
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4.3.2.3 Produccioén de etanol

De acuerdo a la figura 14, al inicio de la fermentacion se observa que
hay un r4pido incremento en la produccion de etanol hasta las 24 horas, debido
a la asimilacién de los carbohidratos simples liberados durante la esterilizacion
del medio; después de este periodo se observa un decremento de la
produccion, debido a que la levadura ha consumido todos los azuUcares
sencillos y debe producir enzima para degradar las cadenas de carbohidratos
poliméricos aun presentes en el medio para poder metabolizarlas, obtener

moléculas simples y seguir produciendo etanol.

A partir de las 24 hasta las 72 horas se observan ligeros incrementos y
caidas en la produccion, ya que la levadura se dedica principalmente a la
sintesis de enzimas extracelulares; y a partir de las 72 horas el microorganismo
tiene suficientes azucares facilmente asimilables, o que provoca un aumento

rapido en la produccion de etanol, llegando a su punto de mayor

produccion a las 84 horas.
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Figura 14. Seguimiento de la produccion de etanol durante la fermentacién.

Este estudio concuerda con Laluce y Matoon (1984), en la obtencion de
etanol a partir de diferentes medios que contienen como fuente de carbono al

almidoén.
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V. CONCLUSIONES

Los residuos obtenidos de las industrias agroalimentarias, como la de
procesamiento industrial de cereales, son una fuente aprovechable para la

produccion de etanol.

Las aguas residuales de la industria de obtencion de gluten de trigo, se
pueden utilizar en la produccion de etanol ya que tiene las caracteristicas para
utilizarla como materia prima sin la necesidad de tratamientos previos a la

fermentacién con S. diastaticus, reduciendo el tiempo del proceso.

La utilizacion del estos residuos reduce el impacto que causa al

ambiente.

Se debe tener un control de las condiciones de la fermentacién (pH,
temperatura) ya que estos afectan la produccion de etanol, obteniéndose

productos secundarios.

La maxima produccion de etanol se alcanza a las 84 horas bajo

condiciones de temperatura promedio de 27C y un pH promedio de 4.2-4.3.

Después de este periodo la produccion disminuye, debido a que la

levadura empieza a consumir el etanol como fuente de obtencion de energia.
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ANEXOS
ANEXO 1: Perfil bioquimico de la cepa Saccharomyces diastaticus
proporcionado por el CINVESTAV.

Perfil bioquimico 24 horas

PRUEBA REACCION RESULTADO
GLU D-glucosa +
GLY Glicerol -
2KG 2-Keto-D-Gluconato -
ARA L-Arabinosa -
XYL D-Xilosa -
ADO Adoitol -
XLT Xilitol -
GAL Galactosa +

INO Inositol -
SOR Sorbitol -
MDG a-Metil-D-Glucésido -
NAG N-Acetil-D-Glucosamina -
CEL Celobiosa w
LAC Lactosa -
MAL Maltosa +
SAC Sacarosa +
TRE Trealosa

MLZ Melizitosa

RAF Rafinosa +*

W= reaccion débil o negativa a las 48 horas
*Prueba de RAF positiva a las 48 horas



ANEXO 2: Analisis t-student del comportamiento de pH
Mean([i]-Mean[j] 0 12 24 36 48 60 72 84 96
Std Err Dif
Lower CL Dif
Upper CL Dif
0 0| -0.0448| -0.021| -0.0205| -0.0353| -0.0145| -0.0063| -0.0205| -0.0352

0| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861
0| -0.0628| -0.0391| -0.0386| -0.0533| -0.0326| -0.0243| -0.0386| -0.0533
0| -0.0267| -0.0029| -0.0024| -0.0172| 0.00358| 0.01183| -0.0024| -0.0172
12 0.04475 0| 0.02375| 0.02425| 0.0095| 0.03025| 0.0385| 0.02425| 0.0095
0.00861 0| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861
0.02667 0| 0.00567| 0.00617| -0.0086| 0.01217| 0.02042| 0.00617| -0.0086
0.06283 0| 0.04183| 0.04233| 0.02758| 0.04833| 0.05658| 0.04233| 0.02758
24 0.021| -0.0238 0 0.0005| -0.0143| 0.0065| 0.01475| 0.0005| -0.0142
0.00861| 0.00861 0| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861
0.00292| -0.0418 0| -0.0176| -0.0323| -0.0116| -0.0033| -0.0176| -0.0323
0.03908| -0.0057 0| 0.01858| 0.00383| 0.02458| 0.03283| 0.01858| 0.00383
36 0.0205| -0.0242| -0.0005 0| -0.0147 0.006| 0.01425| 8.9e-16| -0.0147
0.00861| 0.00861| 0.00861 0( 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861
0.00242| -0.0423| -0.0186 0| -0.0328| -0.0121| -0.0038| -0.0181| -0.0328
0.03858| -0.0062| 0.01758 0| 0.00333| 0.02408| 0.03233| 0.01808| 0.00333
48 0.03525| -0.0095| 0.01425| 0.01475 0| 0.02075 0.029| 0.01475| 8.9e-16
0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861 0| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861
0.01717| -0.0276| -0.0038| -0.0033 0| 0.00267| 0.01092| -0.0033| -0.0181
0.05333| 0.00858| 0.03233| 0.03283 0| 0.03883| 0.04708| 0.03283| 0.01808
60 0.0145| -0.0303| -0.0065| -0.006( -0.0208 0| 0.00825| -0.006| -0.0207
0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861 0| 0.00861| 0.00861| 0.00861
-0.0036| -0.0483| -0.0246| -0.0241| -0.0388 0| -0.0098| -0.0241| -0.0388
0.03258| -0.0122| 0.01158| 0.01208| -0.0027 0] 0.02633| 0.01208| -0.0027
72 0.00625| -0.0385| -0.0147| -0.0143| -0.029| -0.0082 0| -0.0142| -0.029
0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861 0| 0.00861| 0.00861
-0.0118| -0.0566| -0.0328| -0.0323| -0.0471| -0.0263 0| -0.0323| -0.0471
0.02433| -0.0204| 0.00333| 0.00383| -0.0109| 0.00983 0| 0.00383| -0.0109
84 0.0205| -0.0243| -0.0005| -9e-16| -0.0148 0.006| 0.01425 0| -0.0147
0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861 0| 0.00861
0.00242| -0.0423| -0.0186| -0.0181| -0.0328| -0.0121| -0.0038 0| -0.0328
0.03858| -0.0062| 0.01758| 0.01808| 0.00333| 0.02408| 0.03233 0| 0.00333
96 0.03525| -0.0095| 0.01425| 0.01475| -9e-16| 0.02075 0.029| 0.01475 0
0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861| 0.00861 0
0.01717| -0.0276| -0.0038| -0.0033| -0.0181| 0.00267| 0.01092| -0.0033 0
0.05333| 0.00858| 0.03233| 0.03283| 0.01808| 0.03883| 0.04708| 0.03283 0
Level Least Sq Mean
12 A 4.2945000
48 A B 4.2850000
96 A B 4.2850000
24 B C 4.2707500
36 B C 4.2702500
84 B C 4.2702500
60 CcC D 4.2642500
72 CcC D 4.2560000
0 D 4.2497500
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ANEXO 3: Analisis t- student de para la concentrac

ion de almidén

Mean[i]-Mean([j] 0 12 24 36 48 60 72 84 96
Std Err Dif
Lower CL Dif
Upper CL Dif
0 0| 0.01875| -0.0333| -0.0993| 0.00219| -0.0282| -0.0172| 0.02045| 0.01908
0| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537
0| 0.00747| -0.0446| -0.1106| -0.0091| -0.0395| -0.0284| 0.00917| 0.0078
0| 0.03002| -0.022| -0.088| 0.01347| -0.0169| -0.0059| 0.03172| 0.03035
12 -0.0187 0| -0.052| -0.118| -0.0166| -0.0469| -0.0359| 0.0017| 0.00033
0.00537 0| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537
-0.03 0| -0.0633| -0.1293| -0.0278| -0.0582| -0.0472| -0.0096| -0.0109
-0.0075 0| -0.0407| -0.1067| -0.0053| -0.0356| -0.0246| 0.01298| 0.0116
24 0.03327| 0.05202 0| -0.066| 0.03547| 0.0051| 0.01612| 0.05372| 0.05235
0.00537| 0.00537 0| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537
0.022| 0.04075 0| -0.0773| 0.02419| -0.0062| 0.00484| 0.04245| 0.04108
0.04455| 0.0633 0| -0.0547| 0.04674| 0.01637| 0.02739 0.065| 0.06363
36 0.09928| 0.11802 0.066 0| 0.10147| 0.0711| 0.08212| 0.11972| 0.11835
0.00537| 0.00537| 0.00537 0| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537
0.088| 0.10675| 0.05473 0| 0.09019| 0.05982| 0.07084| 0.10845| 0.10708
0.11055| 0.1293| 0.07728 0] 0.11274| 0.08238| 0.09339 0.131| 0.12963
48 -0.0022| 0.01656| -0.0355| -0.1015 0| -0.0304| -0.0194| 0.01825| 0.01688
0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537 0| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537
-0.0135| 0.00528| -0.0467| -0.1127 0| -0.0416| -0.0306| 0.00698| 0.00561
0.00908| 0.02783| -0.0242| -0.0902 0| -0.0191| -0.0081| 0.02953| 0.02816
60 0.02818| 0.04692| -0.0051| -0.0711| 0.03037 0| 0.01102| 0.04862| 0.04725
0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537 0| 0.00537| 0.00537| 0.00537
0.0169| 0.03565| -0.0164| -0.0824| 0.01909 0| -0.0003| 0.03735| 0.03598
0.03945| 0.0582| 0.00618| -0.0598| 0.04165 0] 0.02229| 0.0599| 0.05853
72 0.01716| 0.03591| -0.0161| -0.0821| 0.01935| -0.011 0| 0.03761| 0.03624
0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537 0| 0.00537| 0.00537
0.00588| 0.02463| -0.0274| -0.0934| 0.00808| -0.0223 0| 0.02633| 0.02496
0.02843| 0.04718| -0.0048| -0.0708| 0.03063| 0.00026 0| 0.04888| 0.04751
84 -0.0204| -0.0017| -0.0537| -0.1197| -0.0183| -0.0486| -0.0376 0| -0.0014
0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537 0| 0.00537
-0.0317| -0.013| -0.065| -0.131| -0.0295| -0.0599| -0.0489 0| -0.0126
-0.0092| 0.00958| -0.0424| -0.1084| -0.007| -0.0373| -0.0263 0| 0.00991
96 -0.0191| -0.0003| -0.0524| -0.1184| -0.0169| -0.0473| -0.0362| 0.00137 0
0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537| 0.00537 0
-0.0304| -0.0116| -0.0636| -0.1296| -0.0282| -0.0585| -0.0475| -0.0099 0
-0.0078| 0.01095| -0.0411| -0.1071| -0.0056| -0.036| -0.025| 0.01265 0
Level Least Sq Mean
36 A 0.19745642
24 B 0.13145488
60 B C 0.12635676
72 C 0.11533823
0 D 0.09818002
48 D 0.09598728
12 E 0.07943208
96 E 0.07910317
84 E 0.07773270
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ANEXO 4: Analisis t-student para el consumo de azu

cares totales

Mean[i]-Mean([j] 0 12 24 36 48 60 72 84 96
Std Err Dif
Lower CL Dif
Upper CL Dif
0 0| 0.47156| 1.09732| 0.56301| 1.34655| 1.04174| 1.38779| 1.44517| 0.62038
0| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335
0| 0.40149| 1.02725| 0.49294| 1.27648| 0.97167| 1.31772| 1.3751| 0.55031
0| 0.54163| 1.16739| 0.63308| 1.41662| 1.11181| 1.45786| 1.51524| 0.69045
12 -0.4716 0| 0.62576| 0.09144| 0.87499| 0.57018| 0.91623| 0.97361| 0.14882
0.03335 0| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335
-0.5416 0| 0.55569| 0.02137| 0.80492| 0.50011| 0.84616| 0.90354| 0.07875
-0.4015 0| 0.69583| 0.16151| 0.94506| 0.64025| 0.9863| 1.04368| 0.21889
24 -1.0973| -0.6258 0| -0.5343| 0.24923| -0.0556| 0.29047| 0.34784| -0.4769
0.03335| 0.03335 0| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335
-1.1674| -0.6958 0| -0.6044| 0.17916| -0.1257| 0.2204| 0.27777| -0.547
-1.0273| -0.5557 0| -0.4642| 0.3193| 0.01449| 0.36054| 0.41791| -0.4069
36 -0.563| -0.0914| 0.53432 0| 0.78355| 0.47873| 0.82479| 0.88216| 0.05738
0.03335| 0.03335| 0.03335 0| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335
-0.6331| -0.1615| 0.46425 0| 0.71348| 0.40866| 0.75472| 0.81209| -0.0127
-0.4929| -0.0214| 0.60439 0| 0.85362| 0.5488| 0.89486| 0.95223| 0.12745
48 -1.3466| -0.875| -0.2492| -0.7835 0| -0.3048| 0.04124| 0.09862| -0.7262
0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335 0| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335
-1.4166| -0.9451| -0.3193| -0.8536 0| -0.3749| -0.0288| 0.02855| -0.7962
-1.2765| -0.8049| -0.1792| -0.7135 0| -0.2347| 0.11131| 0.16869| -0.6561
60 -1.0417| -0.5702| 0.05558| -0.4787| 0.30481 0| 0.34605| 0.40343| -0.4214
0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335 0| 0.03335| 0.03335| 0.03335
-1.1118| -0.6402| -0.0145| -0.5488| 0.23474 0| 0.27598| 0.33336| -0.4914
-0.9717| -0.5001| 0.12565| -0.4087| 0.37488 0| 0.41612| 0.4735| -0.3513
72 -1.3878| -0.9162| -0.2905| -0.8248| -0.0412| -0.3461 0| 0.05738| -0.7674
0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335 0| 0.03335| 0.03335
-1.4579| -0.9863| -0.3605| -0.8949| -0.1113| -0.4161 0| -0.0127| -0.8375
-1.3177| -0.8462| -0.2204| -0.7547| 0.02883| -0.276 0] 0.12745| -0.6973
84 -1.4452| -0.9736| -0.3478| -0.8822| -0.0986| -0.4034| -0.0574 0| -0.8248
0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335 0| 0.03335
-1.5152| -1.0437| -0.4179| -0.9522| -0.1687| -0.4735| -0.1274 0| -0.8949
-1.3751| -0.9035| -0.2778| -0.8121| -0.0285| -0.3334| 0.01269 0| -0.7547
96 -0.6204| -0.1488| 0.47694| -0.0574| 0.72617| 0.42136| 0.76741| 0.82479 0
0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335| 0.03335 0
-0.6905| -0.2189| 0.40687| -0.1274| 0.6561| 0.35129| 0.69734| 0.75472 0
-0.5503| -0.0788| 0.54701| 0.01269| 0.79624| 0.49143| 0.83748| 0.89486 0
Level Least Sq Mean
0 A 2.4428746
12 B 1.9713118
36 C 1.8798680
96 C 1.8224916
60 D 1.4011332
24 D 1.3455497
48 E 1.0963207
72 E F 1.0550814
84 F 0.9977049




ANEXO 5: Andlisis

t-student para el consumo de azu

cares reductores

Mean(i]-Mean([j] 0 12 24 36 48 60 72 84 96
Std Err Dif
Lower CL Dif
Upper CL Dif
0 0| 1.23589| 0.00209| 1.66545| 0.71279| 1.72241| 1.35138| 0.97304| 1.39057
0| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189
0| 1.23192| -0.0019| 1.66147| 0.70882| 1.71843| 1.3474| 0.96906| 1.3866
0| 1.23987| 0.00607| 1.66942| 0.71677| 1.72638| 1.35535| 0.97701| 1.39455
12 -1.2359 0| -1.2338| 0.42956| -0.5231| 0.48652| 0.11549| -0.2629| 0.15468
0.00189 0| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189
-1.2399 0| -1.2378| 0.42558| -0.5271| 0.48254| 0.11151| -0.2668| 0.15071
-1.2319 0| -1.2298| 0.43353| -0.5191| 0.49049| 0.11946| -0.2589| 0.15866
24 -0.0021| 1.2338 0| 1.66336| 0.7107| 1.72032| 1.34929| 0.97094| 1.38848
0.00189| 0.00189 0| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189
-0.0061| 1.22982 0| 1.65938| 0.70673| 1.71634| 1.34531| 0.96697| 1.38451
0.00189| 1.23778 0| 1.66733| 0.71468| 1.72429| 1.35326| 0.97492| 1.39246
36 -1.6654| -0.4296| -1.6634 0| -0.9527| 0.05696| -0.3141| -0.6924| -0.2749
0.00189| 0.00189| 0.00189 0| 0.00189| 0.00189( 0.00189| 0.00189| 0.00189
-1.6694| -0.4335| -1.6673 0| -0.9566| 0.05299( -0.318| -0.6964| -0.2788
-1.6615| -0.4256| -1.6594 0| -0.9487| 0.06094| -0.3101| -0.6884| -0.2709
48 -0.7128| 0.5231| -0.7107| 0.95265 0| 1.00962| 0.63859| 0.26024| 0.67778
0.00189| 0.00189( 0.00189| 0.00189 0| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189
-0.7168| 0.51912| -0.7147| 0.94868 0| 1.00564| 0.63461| 0.25627| 0.6738
-0.7088| 0.52707| -0.7067| 0.95663 0| 1.01359| 0.64256| 0.26422| 0.68176
60 -1.7224| -0.4865| -1.7203| -0.057| -1.0096 0| -0.371| -0.7494| -0.3318
0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189 0 0.00189| 0.00189| 0.00189
-1.7264| -0.4905| -1.7243| -0.0609| -1.0136 0| -0.375| -0.7533| -0.3358
-1.7184| -0.4825| -1.7163| -0.053| -1.0056 0| -0.3671| -0.7454| -0.3279
72 -1.3514| -0.1155| -1.3493| 0.31407| -0.6386| 0.37103 0| -0.3783| 0.03919
0.00189| 0.00189( 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189 0| 0.00189| 0.00189
-1.3554| -0.1195| -1.3533| 0.31009| -0.6426| 0.36705 0| -0.3823| 0.03522
-1.3474| -0.1115| -1.3453| 0.31804| -0.6346 0.375 0| -0.3744| 0.04317
84 -0.973| 0.26286| -0.9709| 0.69241| -0.2602| 0.74937| 0.37834 0| 0.41754
0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189 0| 0.00189
-0.977| 0.25888| -0.9749| 0.68844| -0.2642| 0.7454| 0.37437 0| 0.41356
-0.9691| 0.26683| -0.967| 0.69639| -0.2563| 0.75335| 0.38232 0| 0.42151
96 -1.3906| -0.1547| -1.3885| 0.27487| -0.6778| 0.33184| -0.0392| -0.4175 0
0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189| 0.00189 0
-1.3945| -0.1587| -1.3925| 0.2709| -0.6818| 0.32786| -0.0432| -0.4215 0
-1.3866| -0.1507| -1.3845| 0.27885| -0.6738| 0.33581| -0.0352| -0.4136 0
Level Least Sq Mean
0 A 2.8547241
24 A 2.8526338
48 B 2.1419314
84 C 1.8816890
12 D 1.6188336
72 E 1.5033445
96 F 1.4641513
36 G 1.1892768
60 H 1.1323161
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ANEXO 6: Andlisis t- student para la produccién de Etanol
Mean([i]-Mean[j] 0 12 24 36 48 60 72 84 96
Std Err Dif
Lower CL Dif
Upper CL Dif
0 0| -0.8491| -1.5566| -0.4245| -0.4245| -0.3302| -0.1415|-2.6887| 0.04717

0| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696
0| -1.4155 -2.123| -0.9909| -0.9909| -0.8966| -0.7079|-3.2551| -0.5192
0] -0.2827| -0.9902| 0.14188| 0.14188| 0.23622| 0.42489]|-2.1223| 0.61357
12 0.84906 0| -0.7075| 0.42453| 0.42453| 0.51887| 0.70755|-1.8396| 0.89623
0.2696 0 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696
0.28265 0 -1.274| -0.1419| -0.1419| -0.0475| 0.14114| -2.406| 0.32982
1.41546 0| -0.1411| 0.99093| 0.99093| 1.08527| 1.27395|-1.2732| 1.46263
24 1.5566(0.70755 0| 1.13208| 1.13208| 1.22642| 1.41509(-1.1321| 1.60377
0.2696| 0.2696 0| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696
0.9902|0.14114 0| 0.56567| 0.56567| 0.66001| 0.84869|-1.6985| 1.03737
2.12301|1.27395 0] 1.69848| 1.69848| 1.79282| 1.9815|-0.5657| 2.17018
36 0.42453| -0.4245| -1.1321 0| 2.5e-10| 0.09434| 0.28302|-2.2642| 0.4717
0.2696| 0.2696 0.2696 0| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696
-0.1419| -0.9909| -1.6985 0| -0.5664| -0.4721| -0.2834|-2.8306| -0.0947
0.99093|0.14188| -0.5657 0| 0.5664| 0.66074| 0.84942|-1.6977| 1.0381
48 0.42453| -0.4245| -1.1321| -3e-10 0| 0.09434| 0.28302|-2.2642| 0.4717
0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696 0| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696
-0.1419| -0.9909| -1.6985| -0.5664 0| -0.4721| -0.2834|-2.8306| -0.0947
0.99093|0.14188| -0.5657| 0.5664 0| 0.66074| 0.84942|-1.6977| 1.0381
60 0.33019| -0.5189| -1.2264| -0.0943| -0.0943 0| 0.18868|-2.3585| 0.37736
0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696 0| 0.2696| 0.2696| 0.2696
-0.2362| -1.0853| -1.7928| -0.6607| -0.6607 0| -0.3777|-2.9249 -0.189
0.89659|0.04754 -0.66| 0.47206| 0.47206 0| 0.75508]-1.7921| 0.94376
72 0.14151| -0.7075| -1.4151| -0.283| -0.283| -0.1887 0|-2.5472| 0.18868
0.2696| 0.2696 0.2696| 0.2696| 0.2696( 0.2696 0| 0.2696| 0.2696
-0.4249| -1.274| -1.9815| -0.8494| -0.8494| -0.7551 0|-3.1136| -0.3777
0.70791| -0.1411| -0.8487| 0.28339| 0.28339| 0.37772 0]-1.9808| 0.75508
84 2.68868(1.83962| 1.13208| 2.26415| 2.26415| 2.35849| 2.54717 0| 2.73585
0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696| 0.2696 0| 0.2696
2.12228(1.27322| 0.56567| 1.69775| 1.69775| 1.79209| 1.98077 0| 2.16944
3.25508|2.40603| 1.69848| 2.83056| 2.83056| 2.92489| 3.11357 0] 3.30225
96 -0.0472| -0.8962| -1.6038| -0.4717| -0.4717| -0.3774| -0.1887|-2.7358 0
0.2696| 0.2696 0.2696| 0.2696| 0.2696( 0.2696| 0.2696| 0.2696 0
-0.6136| -1.4626| -2.1702| -1.0381| -1.0381| -0.9438| -0.7551]|-3.3023 0
0.51923| -0.3298| -1.0374| 0.09471| 0.09471| 0.18905| 0.37772|-2.1694 0
Level Least Sq Mean
84 A 3.0660377
24 B 1.9339623
12 C 1.2264151
36 C D 0.8018868
48 C D 0.8018868
60 C D 0.7075472
72 D 0.5188679
0 D 0.3773585
96 D 0.3301887
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