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RESUMEN

La produccion biotecnolédgica de bioetanol a partir de subproductos industriales, como
la melaza de cafia de azucar, la cual contiene niveles considerables de azlcares
fermentables, se ha convertido en una alternativa viable mediante fermentacion.
Generalmente, se emplean cepas de levadura de Saccharomyces cerevisiae, que
metabolizan estos azucares en etanol y didxido de carbono (CO.). Esta alternativa no solo
valoriza un residuo, sino también contribuye a la reduccion del uso de combustibles fosiles.
En este estudio se evaluo el efecto del tamafio del indculo inicial en la fermentacion de
melaza de cafia de azicar para producir bioetanol, comparando dos cepas de levadura, con
el fin de maximizar los rendimientos y productividades del proceso fermentativo. Ademas,
se propuso un modelo cinético para determinar las productividades a diferentes tamafios de
indculo inicial (1%, 3%, 5%, 7% y 10% m/v). Para ello se formulé un medio de
fermentacion utilizando melaza y se cuantificd la concentraciéon de biomasa, azlcares
fermentables y etanol durante el proceso para cada tamafo de indculo inicial. Se obtuvieron
concentraciones de etanol mas altas de 12.75% m/v para la levadura comun y del 12.22%
m/v para la cepa SA-1. Para la cepa de levadura comun, el tamafio de in6culo inicial del
7% m/v permitié maximizar tanto el rendimiento y productividad, mientras que para la cepa
SA-1, fue el tamafio de inoculo inicial del 10% m/v. El tiempo para alcanzar la
concentracion maxima de etanol fue de 30 h en todas las condiciones y para ambas cepas.
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I. INTRODUCCION

El bioetanol es un biocombustible biodegradable que se puede obtener a partir de
biomasa mediante la fermentacion de azicares, utilizando microorganismos, ofreciendo
una alternativa sostenible a los combustibles fosiles, debido a su alto octanaje y menor
emision de gases de efecto invernadero. Algunas de las fuentes principales para producir
bioetanol son melaza de cafia de azucar, cultivos de almidon, residuos de cultivos como el
maiz, trigo, paja de desecho, plantas de sorgo, entre otros (Andrade, et al., 2013).

Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo comunmente utilizado para convertir
los azucares reductores en etanol de manera eficiente y competitiva en relacion a costos,
debido a su alta productividad. Existen distintas cepas de S. cerevisiae, siendo un factor que
puede influir de manera significativa en la eficiencia y rendimiento del proceso. Algunas
cepas puede ser mas eficientes en la conversion de azicares o tener una mayor resistencia
a inhibidores presentes en el medio de fermentacion y al etanol generado durante el proceso.
Otro factor que puede influir en el rendimiento del proceso es el tamafio de indculo inicial
por la competencia de nutrientes, velocidad de crecimiento celular y adaptacion de las
células de levadura al sustrato (Andrade, et al., 2013).

El mercado del bioetanol fue valorado en 33.610 millones de dolares para el 2021, con
una perspectiva de crecimiento del 14.1%, entre 2022 y 2030. Debido al aumento de la
demanda energética y la preocupacion por la seguridad energética, ha conllevado a la
mayoria de los paises a buscar soluciones, por lo que la bioenergia se ha convertido en un
papel fundamental. Guatemala utiliza el 10% de la tierra total para la produccion de
biocombustibles y forma parte de los paises que contribuyen con el 38% de la produccion
global de biocombustibles liquidos, siendo Guatemala quien contribuye el 24% de la
produccion mundial de biodiésel y el 29% de la producciéon mundial de etanol. Utilizando
la melaza de cafa de azicar como una de las fuentes principales para la produccién de
etanol en Guatemala, debido a su disponibilidad por la produccion de cafia de azlcar, su
bajo costo y su alta concentracion de azucares fermentables (Souza, et al., 2023).

Plantear un modelo cinético para el proceso de fermentacion es importante para conocer
la dindmica del proceso, principalmente sobre el comportamiento de la levadura. Ademas,
el estudio de la cinética permite comparar los rendimientos y las productividades en
distintas condiciones de fermentacién, como el tamano inicial del indculo del
microorganismo, facilitando la correlacion de datos y la identificacion de condiciones que
permiten maximizar los rendimientos del proceso; y proporciona una base para adaptar el
proceso de fermentacion a escalas industriales (Garnier & Gaillet, 2015).

Este trabajo tiene como objetivo evaluar el proceso de fermentacion de melaza de cafia
de azlcar con diferentes tamafios de indculo inicial, utilizando dos cepas de levadura para
la producciéon de bioetanol. Teniendo como objetivos especificos, determinar la
formulacion de un medio de melaza de cafia de azucar que permita llevar a cabo el proceso



de fermentacion para obtener etanol, utilizando distintos tamafios de indculo inicial de
levadura; cuantificar las concentraciones de etanol, azicares fermentables y etanol en
funcion del tiempo de fermentacion, para determinar los rendimientos y productividades
para los distintos tamafnos de indculo inicial y cepas de levadura. Ademas de comparar
como influye el tamafio de indculo inicial en el tiempo necesario para generar la mayor
produccion de etanol.



II. OBJETIVOS
A. GENERAL

Evaluar el indculo inicial en la fermentacion de melaza de caiia de azucar utilizando
dos cepas de levadura, para maximizar las productividades y rendimientos de la
fermentacion.

B. ESPECIFICOS

1. Determinar la formulaciéon de un medio de melaza de cafa de azlcar que
permita probar el efecto del indculo inicial en la produccion de etanol.

2. Cuantificar la concentracion de microorganismos, etanol y azlcares
fermentables en funcion del tiempo de reaccion, para determinar los
rendimientos y productividades de diferentes concentraciones iniciales de las
cepas analizadas.

3. Comparar el efecto del tamanio del indculo para cada una de las cepas de
levadura analizadas en el tiempo de fermentacidon necesario para generar la
mayor produccion de etanol.



[II. JUSTIFICACION

El sector de transporte se ha convertido en una parte fundamental de la economia global
debido a su creciente consumo energético, representando aproximadamente el 28% del total
de la energia comercializada a nivel mundial, cifra que se proyecta aumente al 80% para el
ano 2030. Este incremento en la demanda de energia para el transporte, mayormente
satisfecha por combustibles fosiles, ha generado preocupaciones ambientales debido a la
contaminacion. En este contexto, la produccion biotecnoldgica de etanol se ha convertido
en una alternativa importante de los combustibles fosiles, debido a sus ventajas, incluyendo
reduccion de las emisiones de dioxido de carbono. Esta opcidon ha impulsado la flexibilidad
en el uso de vehiculos de combustible, permitiendo mezclas que van desde el 10% v/v hasta
el 85% v/v de etanol en la gasolina (Rabbani et al., 2020).

Este avance ha conllevado a la necesidad de aumentar la productividad del etanol a
nivel industrial, despertando el interés en la investigacion de cepas de levaduras con
potencial para mejorar su produccién (Rabbani et al., 2020). El 70% de la produccion
mundial de etanol estd dominado por Brasil, que utiliza la cafa de azicar como materia
prima principal, y por Estados Unidos, que se basa en el maiz (Pimentel et al., 2020).

No obstante, Guatemala estd emergiendo como uno de los paises donde se esta
observando un aumento significativo en la produccion de etanol (Péarraga et al., 2020). Se
constituye como el mayor productor de etanol a nivel Centroamericano, disponiendo de
una capacidad instalada de 65 millones de galones de etanol por afio. De esta produccion
total, el 10 % es utilizado para para la industria y preparacion de bebidas; mientras que el
otro 90 % producido es exportado principalmente a Estados Unidos y La Union Europea
(Pimentel et al., 2020).

El uso de melaza para la produccion de etanol ha despertado interés por ser bajo en
costo y su alto contenido de sacarosa, lo que la convierte en una materia prima prometedora
para la produccion de etanol. Esta se obtiene como subproducto a partir de la cafia de azucar.
Generalmente la cantidad de melaza producida puede convertirse en un problema
ambiental, dado a que sus residuos disminuyen el contenido de oxigeno disuelto en el agua,
afectando la vida de los organismos acuaticos (Kartini & Dhokhikah2, 2018). En
Guatemala se cultivan 230,000 hectireas de cafia de azlicar aproximadamente. Si se
procesara la melaza, se podria obtener alrededor de 55 millones de galones de etanol, el
cual podria ser utilizado para reemplazar parte de la gasolina sin necesidad de modificar
los vehiculos (Espinosa & Ovando, 2015).



Actualmente, algunas industrial azucareras guatemaltecas que utilizan la melaza como
materia prima para la produccion de etanol, buscan comparar entre distintas cepas de
levadura. Esto con el objetivo de mejorar la eficiencia tanto en el tiempo de fermentacion,
como en el rendimiento del proceso (Pefia & Arango, 2009).

Sin embargo, no se tiene un control sobre el tamafio del indculo inicial de levadura que
garantice una fermentacion consistente y eficiente. No se encontraron estudios locales
sobre el efecto del tamafio del inoculo en la concentracion de etanol obtenido, a pesar de
ser un parametro importante que influye en el proceso de fermentacion. Ademas, en los
ingenios azucareros de Guatemala, no existe un control adecuado sobre el tamafno del
indculo inicial de microorganismos.

Por lo tanto, en este estudio se evaluo la relacion entre el tamano del inoculo inicial de
levadura con los rendimientos y productividades del proceso de fermentacion, comparando
dos cepas comerciales de levadura liofilizada disponibles en el mercado. El objetivo fue
comparar el rendimiento del proceso fermentativo e identificar cual de las cepas maximiza
la produccion de etanol bajo las condiciones de fermentacion establecidas.



IV. MARCO TEORICO

A. Bioetanol

El bioetanol, también denominado como etanol o alcohol etilico, es un compuesto
quimico con féormula C,HsOH, consiste en un liquido incoloro, volatil e inflamable. Se
constituye como el biocombustible més producido a nivel mundial, siendo Brasil y Estados
Unidos los mayores productores. Es uno de los biocombustibles liquidos mas utilizados,
debido a su facil adaptacion para utilizarlo en los motores actuales y cuenta con un mayor
octanaje que la gasolina, lo que contribuye a una combustion mds eficiente y menos
contaminante (Rodovanovic, 2023; Gendy, et al., 2013).

Puede ser utilizado en motores de combustion interna de dos manera, como una mezcla
etanol y gasolina para que funcione como un aditivo o como etanol puro. Comparando las
propiedades del etanol, con las propiedades tipicas de la gasolina, como se muestra en el
Cuadro 1. La diferencia fundamental es que el etanol es un compuesto quimico puro,
mientras que la gasolina es una mezcla de diferentes hidrocarburos con composicion
quimica variable. Ademas, el etanol es un combustible oxigenado, mientras que la gasolina
se compone unicamente de carbono e hidrogeno y no contiene oxigeno. (Ptasinski, 2016).

El etanol contiene un poder calorifico menor al de la gasolina, por lo cual se requiere
de un mayor consumo de combustible en un vehiculo para recorrer la misma distancia. Sin
embargo, el etanol cuenta con una mayor eficiencia energética en comparacion con la
gasolina, esto debido a que tiene un mayor calor de vaporizacion, lo que significa que puede
absorber mas calor antes de evaporarse, ayudando a enfriar el motor y mejorar su eficiencia.
Cuando se combina el etanol puro en un motor de combustion, el consumo es
aproximadamente 51% mayor que la gasolina. No obstante, si se mezcla gasolina con un
10% v/v de etanol, el consumo aproximado de combustible es solo un 3.3% mayor a
comparacion con la gasolina pura (Ptasinski, 2016).



Cuadro 1. Propiedades fisicoquimicas del etanol y gasolina

Propiedad Unidad Etanol Gasolina
Formula quimica C,HsOH Cs-Ci2
Peso molecular 46.07 110 avg
% C 52.14 85-88
%H 13.13 12-15
%0 34.73 Nulo
Densidad (20°C) kg/m? 789 690-800
Punto de ebullicion °C 78.5 27-225
(atmosférico)
Calor latente de vaporizacion kJ/kg 839 349
(20°C)
Poder calorifico (20°C) kJ/kg 29800 47200
Relacion estequiométrica kg/kg 8.97 14.7
aire/combustible
Solubilidad en agua (20°C) wt% Completamente 0.009
soluble
Numero de octanaje de 111 88-98
investigacion (RON)
Numero de octanaje de motor 92 80-88
(MON)

Fuente: Adaptado de Ptasinski, 2016.

El bioetanol presenta ventajas sobre los combustibles derivados de petroleo, tiene una
menor toxicidad, mayor combustion cuando se combina con otros gases, puede funcionar
como un oxigenador de gasolina, disminuye las emisiones de contaminacion. Esto debido
a que es un combustible oxigenado respetuoso con el medio ambiente que contiene un
34.73% de oxigeno, lo que lo hace adecuado para reducir las emisiones de particulas y
oxidos de nitrogeno, asi como gases de efecto invernadero durante la combustion. Ademas,
cuenta con una menor reactividad fotoquimica ambiental, reduciendo la interferencia sobre
el ozono (Ptasinski, 2016).

B. Industria del bioetanol

El etanol surgi6 como el combustible preferido en el motor de combustion interna
inventado por Nikolaus Otto en 1876. Sin embargo, la gasolina surgié como una alternativa
menos costosa generando su prevalencia sobre el etanol. Debido a la escasez de gasolina
durante la Segunda Guerra Mundial, el etanol se comenz6 a mezclar con la gasolina en los
vehiculos militares. Luego de la guerra, se continud con la practica de mezclar la gasolina
con el etanol y se iniciaron los programas de etanol en Brasil y Estados Unidos
(Vasconcelos, 2015).

En Brasil, a finales del siglo XIX, se comenz6 a implementar la industria azucarera y
con ello la produccion de etanol a partir de melaza. En 1975 se cre6 el Programa Brasilefio
de Incentivo a la Produccion de Etanol (Proalcool), convirtiéndose en uno de los programas
de incentivo a los combustibles liquidos de biomasa mas relevantes a nivel mundial,
unicamente superado por los Estados Unidos en el 2005 en volumen de etanol producido.
Cuando se implement6 el Proalcool, Brasil aumento la capacidad de produccion de etanol



en la industria, junto a ello se modernizo y ampliaron las destilerias adjuntas existentes en
el pais (Vasconcelos, 2015).

Al comienzo, el programa de etanol en Estados Unidos era mas pequefio que el de
Brasil. En 1979, la American Oil Company comenzé a comercializar mezclas de etanol y
gasolina llamadas gasohol. Para mediados de 1990, la participacion de gasohol en el
mercado de gasolina para motores en Estados Unidos era aproximadamente del 11%. En
2006, la mayor parte del etanol se produjo en Estados Unidos y Brasil, contribuyendo con
el 72% de la produccién global (Vasconcelos, 2015).

Para febrero de 2023, se estimé que cerca del 28% de la produccion mundial de
biocombustibles liquidos proviene principalmente de América Central y Sur. Paises como
Argentina, Brasil, Colombia y Guatemala contribuyen con el 24% de la produccion global
de biodiésel y 29% de la produccion mundial del etanol, como se puede observar en la
Figura 1 (Souza, et al., 2023).

Figura 1. Participacion de Guatemala en la produccion mundial de bioetanol
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Fuente: Souza, et al., 2023.
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El mercado del bioetanol fue valorado en $83.400 millones de ddlares en 2023 y se
proyecta alcance los $114.700 millones para el 2028, con un crecimiento del 6.6% entre el
2023 y 2028. Esto debido a que el mercado mundial del bioetanol ha crecido de manera
constante durante los ultimos afio (Market Research, 2022).

La necesidad de seguridad energética por parte los paises ha impulsado la busqueda de
implementar politicas de apoyo e incentivos destinados a promover la produccién y
utilizacion del bioetanol. Este impulso también ha obligado a las empresas de bioetanol a
invertir en proyectos de investigacion y desarrollo, centrandose en mejorar los procesos de
produccion, mejorar la eficiencia y explorar tecnologias avanzadas de produccion de
bioetanol (Balat, Balar, & Oz, 2008).

La produccion de etanol en Guatemala comenzo en el siglo XX permaneciendo siempre
ligado al desarrollo de la produccion de azlcar. Actualmente se cuenta con cinco destilerias
que producen etanol y se cuenta con una capacidad instalada de 790 millones de litros al
dia, segiin la Asociacion de Combustibles Renovables de Guatemala y el Ministerio de
Energia y Minas. Debido a esto, el etanol que se produce en Guatemala debe contar con
certificaciones de sostenibilidad para poder exportarse. Sin embargo, Guatemala es de los
pocos paises que produce etanol, pero no lo utiliza en la gasolina, debido a que no existe
un marco legal actualizado que respalde su uso en el pais. no obstante, los ingenios
azucareros de Guatemala siguen trabajando por mejorar el rendimiento en la produccion de
etanol (Pimente, ef al., 2020).



C. Produccion de bioetanol mediante procesos biotecnologicos

1. Fermentacidn alcoholica

La produccion biotecnologica del bioetanol se realiza mediante un proceso de
fermentacion de carbohidratos simples presentes en biomasa, principalmente sacarosa,
fructosa y almidon. Este proceso implica la conversion de los azucares mediante la
accion de microorganismos como levaduras y bacterias, que metabolizan los
carbohidratos y los transforman en etanol y didéxido de carbono (Vasconcelos, 2015).

La fermentacion puede llevarse a cabo de manera aerdbica, donde el oxigeno actia
como el aceptor final de electrones en el proceso de respiracion celular de los
microorganismos. La presencia de oxigeno es importante para el desarrollo de los
microorganismos y la produccion del compuesto deseado. Alternativamente, la
fermentacion también puede ser anaerdbica, en la cual el metabolito de interés se
produce en ausencia de oxigeno. No obstante, en la mayoria de las fermentaciones
anaerobicas, se necesita una pequefia cantidad de oxigeno al inicio del proceso para
facilitar el crecimiento y la reproducciéon del microorganismo (Garcia, 2016).

2. Microorganismos:

Los microorganismos son fundamentales para la fermentacion de azlcares en la
produccion de bioetanol. Algunos microorganismos como S. cerevisiae, S. diastatiuci,
Kluyveromyces marxianus, Pichia kudriavzevii, Zymomonas mobilis, entre otros, han
sido estudiados para la produccion de bioetanol a partir de jugos de azlicar. Entre estos
microrganismos productores de etanol, S. cerevisiae se ha convertido en la opcion mas
atractiva para la fermentacion, debido a su capacidad de hidrolizar la sacarosa en glucosa
y fructosa, mayor eficiencia en la conversion de azucar en etanol y su alta tolerancia al
etanol (Zabed, et al., 2014).

S. cerevisiae es una levadura, un microorganismo heterdtrofos capaz de realizar
metabolismo tanto aerdbico como anaerdbico. Son un tipo de eucariotas unicelulares,
que tienen caracteristica de cultivo rapido, reproduccion rapida. Son fécil de cultivar en
diferentes tipos de medios debido a que no requiere de un medio complejo para crecer y
puede cultivarse tanto en medios liquidos como solidos. A nivel nutricional, las
levaduras no con exigente a comparacion de otro tipo de microorganismos como las
bacterias lacticas. Sin embargo, si requieren de compuestos basicos como azucares
fermentables, aminoacidos, vitaminas, minerales y oxigeno para su crecimiento
(Vasconcelos, 2015).

Actualmente, existe una amplia variedad de cepas de Saccharomyces cerevisiae
disponibles comercialmente. Este género de levaduras esta compuesto por 30 especies
y tres variedades, cada una con caracteristicas especificas en su accion fermentativa y
su capacidad para utilizar distintos tipos de azucares. Estas diferencias permiten que
cada cepa influya de manera significativa en el rendimiento de fermentacion, debido a
sus propiedades metabolicas unicas (Vasconcelos, 2015).



La mejora del proceso de bioetanol conlleva la eleccion adecuada del
microorganismo como agente para la fermentacion. También implica la seleccion de
levaduras con velocidades altas de fermentacidon, buena capacidad de fermentacion,
elevada alta de conversion de los azucares a etanol, bajos niveles de espuma, altas
tolerancia al sustrato como al etanol, buena eficiencia de fermentacién para una alta
produccion de etanol, elevada velocidad de crecimiento y de consumo de sustrato. Las
levaduras con alta eficiencia de conversion de azicares en etanol, es una de las demandas
mas importantes a nivel industrial (Patrignani, et al., 2022).

En varias industrias es comun utilizar levadura panificable, prensada o seca y
granulada. En otras industrias, al final del proceso de etanol, aislan la levadura y la
conservan en un medio nutricional hasta volverla a utilizar (Maicas, 2020).

La ecuacién quimica esquematica para la produccion de bioetanol a partir de
sacarosa utilizando microorganismos como levadura es la siguiente:

Ecuacion 1. Reaccion de fermentacion para la produccion de bioetanol
C6H1206 (aq) - ZCZHSOH(aq) + ZCOZ(Q)
(Maicas, 2020)

La reaccion principal en la fermentacion de melaza de cafia de azacar para producir
bioetanol, utilizando levadura, implica la conversion de los azlicares presentes en etanol
y dioxido de carbono. En términos generales, la ecuacion quimica simplificada para esta
reaccion se muestra en la Figura 1. Esta ecuacidon representa el proceso global de
fermentacion, donde las levaduras consumen los azicares de la melaza y los convierten
en alcohol etilico y didxido de carbono como subproductos. Ademas, se pueden formar
otras sustancias como glicerol, acidos organicos y ésteres (Maicas, 2020).

Figura 2. Reaccion quimica simplificada conversion de azucar en etanol
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Fuente: Maicas, 2020.

Desde un punto de vista bioquimico, este proceso involucra varias etapas
metabolicas dentro de las células de levadura, como la glucoélisis, descarboxilacion
oxidativa y fermentacion alcoholica. Durante la glucolisis, los azlicares presentes en la
melaza, como la glucosa, la sacarosa y la fructosa, se descomponen en moléculas mas
simples, como el piruvato, a través de una serie de reacciones bioquimicas. La glucdlisis
ocurre en el citoplasma de las células de levadura y produce una pequefia cantidad de
ATP y NADH como subproductos (Maicas, 2020).

Posterior a la glucolisis, el piruvato producido se convierte en 2 moléculas de
acetaldehido y 2 moléculas de didoxido de carbono como subproducto. Luego el
acetaldehido es convertido a etanol, esta conversion se lleva a cabo mediante la accion
de la enzima alcohol deshidrogenasa. Este proceso ocurre en ausencia o en condiciones
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de limitacion de oxigeno. Este proceso se puede observar de manera general en la Figura
3 (Maicas, 2020).

Figura 3. Via metabolica de la fermentacion alcohdlica en levadura
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Fuente: Escalante, et al., 2012.

3. Materias primas para la produccion de bioetanol.

Generalmente las materias primas utilizadas para la produccion de etanol mediante
fermentacion son de origen agricola. Sin embargo, no todos los cultivos son fuente
economica viable de materia prima para la produccion de etanol. Para ser considerado
como una materia prima viable para la produccion de etanol, debe contener glucosa,
fructosa, sacarosa, almidon, celulosa, entre otros. También se debe considerar otros
factores como la disponibilidad, facilidad de transporte, costos de produccion de la
materia prima y del etanol, que contenga el sustrato adecuado para que el
microorganismo pueda realizar la fermentacion y no exigir un tratamiento previo costoso
(Vasconcelos, 2015).

Varios cultivos producen jugos que contienen azucar libre que puede ser utilizada
para la produccion de bioetanol, ya sea a escala laboratorio o a escala comercial. La cafia
de azlcar, la remolacha azucarera, el sorgo dulce y algunas otras frutas son fuentes de
jugos ricos es azucar que se utilizan como materia prima en la produccién de etanol. Los
jugos fermentables directos obtenidos de estos cultivos o del procesamiento de estos,
contienen azucares libres, especialmente sacarosa, glucosa y fructosa, lo cual los
convierte en materias primas rentables en la industria del etanol (Ptasinski, 2016).
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La productividad promedio del etanol obtenido por fermentacion de biomasa varia
segun los diferentes cultivos. La mayor productividad de etanol por unidad de superficie
cultivada al afio proviene de la cafia de aztcar. Un problema importante en la produccion
de bioetanol es la disponibilidad de materias primas para su produccioén. Debido a que
la disponibilidad de estos materiales puede variar por la temporada y dependiendo de su
ubicacion geografica. Esto también genera que el precio de las materias primas sea
variable. Dado a que las materias primas representa aproximadamente un tercio de los
costos de produccion es importante mejorar el rendimiento de la produccion de bioetanol
(Ptasinski, 2016).

Cuadro 2. Materias primas utilizadas para la produccion de bioetanol y su
potencial de produccion

Potencial de produccion de bioetanol (L/ton)

Cana de azucar 70
Remolacha azucarera 110
Camote 125
Papa 110
Mandioca 180
Maiz 360
Arroz 430
Cebada 250
Trigo 340
Sorgo dulce 60
Bagaso y biomasa 280
celulosica

Fuente: Adaptado de Balat, Blar & Oz, 2008.
4. Melaza de cafia de aztcar

La produccion global de bioetanol utilizando melaza de cafia de azlcar varia entre
los 280-230 L/tonelada de melaza. La melaza se obtiene como un subproducto de la
produccion de azicar de cafia, consiste en un liquido denso y viscoso de color marrén
oscuro, rico en azucares y contiene un pequeio porcentaje de agua. Su densidad puede
variar entre 1.4 a 1.5 g/mL y su productividad estimada es 40kg/tonelada de cafia de
azucar (Vasconcelos, 2015).

Su composicion puede variar segun el tratamiento del cultivo de la caiia de azicar,
asi como de las condiciones climéticas, proceso de elaboracion del azucar, proceso de
cosecha de la cafia, entre otros. Es rica en azlcares, con una concentracion que puede
oscilar entre el 45%(m/v). aun 50% (m/v). Sin embargo, esta composicion puede variar
segun el proceso del azicar llegando h alcanzar hasta un 70%(m/v) de azlcares
fermentables. También se compone de sales, excepto en nitrégeno, su pH puede variar
entre 6.8 a 8.5 y su alta presion osmodtica la protege del deterioro microbiano
(Vasconcelos, 2015).
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La melaza se puede clasificar en los siguientes tres grados:

1. Melaza de primera calidad: Contiene mas del 50%(m/v) de azucares
reductores totales.

2. Melaza de segundo grado: Contiene entre un 40% y un 50% (m/v) de aztcar
reductor total.

3. Melaza de tercer grado: Contiene menos del 40% (m/v) de azucares
reductores totales.

(Muhd, et al., 2012)

A nivel mundial se producen alrededor de 35-45kg de melaza como subproducto de

1 tonelada de biomasa de cafia. Los componentes principales de la melaza en términos

generales son sacarosa (30-40% (m/v)), fructosa y glucosa (10-35%(m/v)), compuestos

no azucarados (2-3% (m/v)). También se encuentran pequefias cantidades de vitaminas

y minerales, por lo que es ampliamente utilizada como materia prima en la fermentacion
(Jamir, et al., 2021).

Cuadro 3. Composicion general de la melaza de carnia de azucar

Composicion Rango (Yom/v)
Sacarosa 29-40
Agua 17-25
Glucosa 4-14
Cenizas 7-15
Potasio 4-51
Calcio 0.8-15
Magnesio 1-14
Sodio 0.09-9
proteina 0.5-4.5
Sulfatos 2.24-9.91
Aminoacidos 0.3-1.5
Acidos no nitrogenados 1.5-8
Ceras, esteroles y fosfatidos 0.1-1
Biotina 0.1-2 ppm
Riboflavina 1-6 ppm

Fuente: Jamir, et al., 2021.

En Guatemala, se producen aproximadamente 55 millones de galones de etanol al
afo a partir de la melaza generada en los distintos ingenios azucareros presentes en el
pais. Debido a su composicion alta en azlicares simples, principalmente sacarosa, bajo
costo por ser un subproducto de la industria azucarera y su disponibilidad en Guatemala,
la melaza se ha convertido en sustrato principal para la produccion de bioetanol en el
pais. Utilizar la melaza para la produccion de bioetanol contribuye a la valorizacion de
residuos industriales, reduciendo los desechos y disminuyendo el impacto ambiental
asociado a la melaza como residuo. Ademas de azucares, la melaza contiene minerales
y nutrientes que pueden favorecer el crecimiento y actividad de las levaduras durante el
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proceso de fermentacion, lo cual puede mejorar el proceso fermentativo y reducir la
necesidad de anadir nutrientes adicionales (ASAZGUA, 2022).

5.

Factores que influyen en la produccion de bioetanol

Diversos factores, especialmente la temperatura, pH, tiempo de fermentacion, tasa

de agitacion, concentracion inicial de azucares y tamano de indculo, son factores que
pueden influir en el proceso de fermentacion, asi como en el rendimiento de etanol
(Zabed, et al., 2014).

o

Temperatura: este pardmetro es uno de los més importantes en la produccion de
bioetanol, debido a que afecta de manera directa la actividad metabdlica de los
microorganismos y la cinética del proceso. Se debe mantener dentro de los rangos
adecuados, debido a que temperaturas muy altas pueden representar un factor de
estrés para los microorganismos, siendo desfavorable para su crecimiento. De igual
manera, las enzimas involucradas en el proceso de fermentacion, las cuales, son
producidas por los microorganismos, también son sensibles a la temperatura. Cada
microorganismos tiene un rango de temperatura adecuada para fomentar su
crecimiento y proceso de fermentacion, generalmente este rango se encuentra entre
los 20-35°C. También es importante considerar que aumentos en la temperatura
pueden incrementar el efecto inhibidor del etanol y favorecer la aparicion de otro
tipo de bacterias y la posibilidad de evaporacion del etanol.

pH: el pH del medio de fermentacion puede influir en la actividad de los
microorganismos y en sus proceso celulares. Un pH demasiado alto puede inhibir la
actividad enzimatica y el crecimiento de los microorganismos, reduciendo la
velocidad y rendimiento de la fermentacion. Las levaduras son microorganismos
acidofilos y funcionan en amplios rangos de pH que puede oscilar entre 4.0 a 6.0.

Tiempo de fermentacién: un tiempo corto de fermentacion puede generar un
crecimiento inadecuado del microorganismo. Sin embargo, un tiempo alto también
puede causar un efecto toxico en el crecimiento microbiano, mayor riesgo de
contaminacion y de perdida de viabilidad del microorganismo. En la industria, el
tiempo de fermentacion oscila entre 6 a 9h cuando se realiza por lotes.

Oxigeno: es necesario para el crecimiento celular, pero niveles excesivos pueden
provocar oxidacion de lipidos y el proceso de fermentacion se ve afectado.

Agitacion: la agitacion aumenta el consumo de azlcares y reduce la inhibicion del
etanol en las células. Ademas, previene la formacién de depositos en el tanque,
asegurando una mejor uniformidad del medio de fermentacion. Este proceso
mantiene las levaduras en suspension, lo que favorece un contacto eficiente entre los
microorganismos y los azlicares presentes en el medio, mejorando asi la tasa de
fermentacion.

Concentracidon de azucares: generalmente la tasa de fermentacion aumenta con el
aumento de la concentracion de azlicar hasta cierto punto. Sin embargo,
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concentraciones de azicar muy elevadas pueden llegar a superar la capacidad de
absorcion de las células microbianas, ejerciendo un efecto inhibidor sobre el
metabolismo de las levaduras.

Cuando el objetivo es producir biomasa, es conveniente usar bajas concentraciones
de azucares y aeracion; a diferencia, cuando el objetivo es producir etanol, mayor
concentracion de azucares puede aumentar la cantidad de etanol. Concentraciones
adecuadas de azlcar incrementan la velocidad de fermentacion y productividad, ya
que permite menores niveles de crecimiento celular, favoreciendo la conversion de
azucares en etanol en lugar de su uso para la proliferacion celular.

o Tamafio de indculo: la concentracion del indculo no tiene una influencia significativa
en la concentracion final de etanol, pero si influye en la tasa de consumo de azicar
y productividad del etanol. El aumento de la concentracion inicial de células puede
reducir el tiempo de fermentacion, debido al rapido crecimiento de las células en el
medio de fermentacion que consumen rapidamente los azucares.

(Vasconcelos, 2015; Zabed, et al., 2014)

D. Subproductos de la fermentacion

Durante el proceso de fermentacion de la melaza de cana de azucar para la produccion
de bioetanol, se generan diversos subproductos, siendo estos principalmente la biomasa de
levadura, diéxido de carbono, vinaza y otros compuestos volatiles. Estos subproductos
pueden ser aprovechados de otras maneras, lo que ayuda a contribuir a la sostenibilidad del
proceso de produccion de bioetanol (Bazuaa, 2022).

La biomasa de levadura se refiere a la cantidad de células de levadura generadas durante
el proceso de fermentacion. Es considerada un subproducto manejable, debido a que no
todos los lotes de levadura obtenidos durante la produccion de etanol es considerado como
desecho, debido a que puede ser reutilizada para una nueva fermentacion. Sin embargo, el
reutilizarla se considera segiin la composicion del mosto a fermentar y practicas de higiene
por posible contaminacion con otro tipo de microorganismos. La produccion cuantificable
de biomasa depende de diversos factores, entre ellos las condiciones de fermentacion como
la temperatura, pH, aireacion, microorganismo utilizado, concentracion de indculo,
concentracion de nutrientes en el medio de fermentacion, entre otros. Ademas, la biomasa
generada es rica en proteinas, por lo que puede ser aglutinada para incorporarlo en
alimentos de peces, ganado y aves. También cuenta con un alto contenido de nutrientes, por
lo que también puede ser utilizada como fertilizante orgénico (Lukaszewicz, et al., 2024;
Bazua, 2022).

Durante el proceso de fermentacion también se produce dioxido de carbono, el cual es
un gas que se libera durante el proceso de fermentacion y puede ser capturado y utilizado
en otras aplicaciones industriales. Durante la fermentacion, por cada molécula de sacarosa
o glucosa consumida por la levadura se producen dos moléculas de dioxido de carbono, de
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manera teorica la produccion aproximada puede ser de 4kg de didxido de carbono por cada
hectolitro de fermentacion. Debido a esto se ha despertado el interés de capturar el dioxido
de carbono producido, dado a que este gas puede ser purificado y luego pasado por un
proceso de licuefaccion, tras lo cual puede ser almacenado en tanques para que pueda ser
utilizado como fuente de didéxido de carbono en industrias de bebidas carbonatadas,
envasado de alimentos para su conservacion, produccion de quimicos, entre otros usos
(Grand, et al., 2024).

Otro subproducto de la fermentacion de melaza de cafia de azlcar es la vinaza, esta
consiste en un efluente liquido con alta carga organica y contenido de minerales, que puede
destinarse a la produccion de biogds mediante digestion anaerobia o utilizarse como
fertilizante en la agricultura. Ademas, la vinaza puede ser sometida a tratamientos
anaerobicos para la produccion de biogds rico en metano a partir de sus compuestos, lo cual
puede ser utilizado como una fuente de energia renovable (Bazta, 2022).

Ademés de los subproductos mencionados anteriormente, en el proceso de
fermentacion de la melaza de cafia de azlicar con levadura también se generan compuestos
organicos. Los compuestos volatiles incluyen aldehidos, ésteres, acidos orgdnicos y
alcoholes superiores, los cuales pueden influir en las caracteristicas sensoriales del
producto final. En particular, los alcoholes como el isoamilico y el isobutilico, se producen
a partir del metabolismo de aminodcidos y pueden tener aplicaciones en la industria de
aromas y solventes (Bazua, 2022).

El glicerol es otro subproducto relevante de la fermentacion, su produccion se relaciona
con la regulacion osmética de la levadura bajo condiciones de estrés. Generalmente se ha
reportado que el glicerol se puede producir entre un 2 y 5% de los productos generados en
la fermentacion alcohodlica, dependiendo de la cepa de levadura y las condiciones del
proceso fermentativo. Este compuesto tiene diversas aplicaciones en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmética, debido a que actia como humectante, estabilizador
y puede ser utilizado como precursor en la sintesis de otros compuestos quimicos (Mutton,
etal., 2019).

E. Cinética de fermentacion

Los procesos de fermentacion pueden ser modelados mediante ecuaciones cinéticas que
permiten describir la evolucion de la generacion de biomasa, consumo de sustrato y
generacion de producto en el tiempo de fermentacion. Modelar matematicamente el
proceso de fermentacion, permite comprender como se da la transformacion de sustratos
en el producto de interés industrial, como biomasa, moléculas organicas, biocombustibles,
enzimas, entre otros (Liu, 2013).

El proceso de fermentacion se puede describir como una reaccion catalitica, en donde
las células y enzimas actiian como catalizadores sin ser consumidos. Por lo tanto, la cinética
de fermentacion se enfoca en modelar estas transformaciones mediante ecuaciones
diferenciales que permiten predecir la dindmica del crecimiento celular y generacion de
producto (Gonzélez, 2018).
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El estudio cinético de fermentacion permite obtener informacion sobre la velocidad de
formacion de biomasa y producto, lo cual esta influenciado por diversos factores, como
oxigeno, pH, temperatura y acumulacion de intermediarios que pueden actuar como
inhibidores. Ademas, los modelos cinéticos de fermentacion permiten obtener el
rendimiento del proceso (Gonzalez, 2018).

a) Descripcion matematica del crecimiento microbiano

El cambio en la concentracion celular durante el proceso de fermentacion se analiza
midiendo la velocidad de crecimiento del microorganismo, basandose en la cantidad de
biomasa generada a lo largo del tiempo.

Figura 4. Curva tipica de crecimiento microbiano
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Fuente: Mansi, ef al., 2019.

La curva tipica de crecimiento del microorganismo en un proceso de
fermentacion se puede observar en la figura 3. En donde se pueden diferenciar las
siguientes fases de crecimiento:

o Fase Lag (I): el microorganismo se adapta al nuevo ambiente y a la nueva fuente de
carbono. En un proceso de fermentacion, no es deseable que las células entren en
esta fase de latencia debido a la pérdida de tiempo y el aumento de costos. Las células
deben ser jovenes, idealmente en la fase exponencial de crecimiento. Cuando el
indculo es pequefio o tiene una baja fraccion de células viables, puede presentarse
una fase pseudo-lag. Esto se debe a la mala adaptacion del indculo y a su condicion
suboptima. La edad del cultivo también influye significativamente en la duracion de
esta fase, ya que un inéculo mas envejecido prolonga la fase de latencia.
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o Fase de aceleracion (I1): fase de transicion entre la fase lag y la exponencial, durante
la cual las células comienzan a adaptarse de manera progresiva, acelerando su tasa
de crecimiento.

o Fase exponencial (III): Una vez que las células se han adaptado al nuevo ambiente,
entran en la fase exponencial, donde su crecimiento se acelera. Durante esta fase,
cada célula aumenta de tamafio y, si las condiciones son favorables, se divide. Este
ciclo se repite continuamente mientras las condiciones lo permitan. En esta etapa,
las células transforman la fuente principal de carbono en precursores biosintéticos,
que luego se utilizan para la sintesis de moléculas necesarias para su crecimiento.

o Fase de desaceleracion (IV): Durante esta fase, la tasa de crecimiento celular
comienza a disminuir debido a la reducciéon de nutrientes disponibles, la
acumulacion de productos de desecho, y el agotamiento de otros factores
importantes para el crecimiento. Las células no pueden mantener su tasa de
crecimiento exponencial y, por lo tanto, la velocidad de division celular empieza a
decaer. En este punto, el sistema metabdlico del microorganismo ajusta su actividad,
reduciendo la produccion de nuevas células y priorizando la supervivencia.

o Fase estacionaria (V): Cuando la fase de desaceleracion llega a su fin, el crecimiento
celular se detiene por completo y el microorganismo entra en la fase estacionaria. En
esta etapa, la tasa de division celular es igual a la tasa de muerte celular, lo que
significa que no hay un cambio neto en el nimero total de células.

o Fase de muerte acelerada y exponencial de muerte (VIy VII): A medida que el estrés
ambiental continua, las células que no pueden adaptarse comienzan a morir. En la
fase de muerte acelerada, la tasa de mortalidad aumenta rapidamente, llevando a una
fase exponencial de muerte.

o Fase de muerte o supervivencia (VIII): En las Gltimas etapas de la fase de muerte,
muchas células se desintegran (lisis), liberando los nutrientes acumulados en su
interior. Este proceso permite que algunas células sobrevivientes, generalmente
aquellas que son viables, pero no cultivables, utilicen estos recursos liberados.

(Mansi, et al., 2019)

b) Ecuaciones de Monod

Consiste en un modelo simple de crecimiento que puede describir el crecimiento
microbiano como una aproximacion cercana. Incorpora efectos tanto de la concentracion
celular como de la concentracion de sustrato.

La tasa de crecimiento de las células puede describirse mediante la ecuacion de Monod:
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Ecuacion 2. Tasa de crecimiento (Monod)

_ HmaxS
K=K
<+S
Donde
o S es la concentracion del sustrato,
O WUmax ©Slavelocidad maxima de crecimiento
o Kjs es la constante de afinidad al sustrato o constante de saturacion.

Para la formacion de producto la ecuacion de Monod se describe como la
siguiente ecuacion:

Ecuacion 3. Tasa de formacion de producto

_ Hmax S
He =¥ +s
Donde
o Kp es la constante de generacion de producto
(Liu, 2013)
c) Consideracion de factor de rendimiento en las ecuaciones cinéticas

Para describir de mejor manera la cinética de crecimiento de una manera sencilla, se
han definido parametros relacionados estequiométricamente denominados rendimientos.
Los factores de rendimiento se definen en funcion de la cantidad de consumo del sustrato.
Por lo tanto, el factor de rendimiento de crecimiento en una fermentacion se puede definir
como la ecuacion 4.

Ecuacion 4. Factor de rendimiento de crecimiento

.uGX — chrecimiento
—TS _dS

YX/S =

Donde

o

U es la tasa de crecimiento especifico de las células.
o X es la cantidad de biomasa
—75 es la tasa de consumo de sustrato

o

(Liu, 2013)

Cuando finaliza el periodo de crecimiento, se tiene un factor de rendimiento de
crecimiento aparente. Debido a que las condiciones del cultivo alteran como el
microorganismo utiliza el sustrato, el factor de rendimiento del crecimiento no es una
constante. Sin embargo, seglin la ecuacidon anterior solo el cambio de biomasa y cambio
des sustrato son los factores que afectan el rendimiento de crecimiento. No obstante, el
sustrato también puede consumirse para mas de un proposito como fuente de carbono o
energia para el microorganismo. Por lo tanto, las necesidades de mantenimiento son
necesarias ya sea que la célula se encuentre en crecimiento o simplemente para mantener
sus funciones (Liu, 2013).
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La conversion del sustrato en producto puede no estar directamente relacionada con el
crecimiento de la biomasa celular, pero si estd relacionado con las necesidades de
mantenimiento. Por lo tanto, se puede definir el rendimiento del consumo de sustrato
directamente atribuido a la asimilacién de biomasa. El rendimiento basado en consumo de
sustrato y generacion de producto se puede definir como la ecuacion 5.

Ecuacion 5. Factor de rendimiento de generacion de producto

chrecimiento — dp
< —d[0,] —dsS

Donde

o dX;recimiento €S €l cambio en la biomasa (crecimiento) en funcidon del
sustrato consumido.

o dP es el cambio en la cantidad de producto formado.

—d[0,] cambio en la concentracion de oxigeno

o —dS cambio en la cantidad de sustrato consumido.

O

(Liu, 2013)

Para microorganismos que crecen de manera anaerdbica el crecimiento es menos
eficiente y el factor de rendimiento tiende a reducirse. Por lo tanto, considerando el factor
de rendimiento, la tasa de absorcion del sustrato esta dada por la ecuacion 6.

Ecuacion 6. Tasa de absorcion de sustrato

o PmaxS X
ST Ke+S Yyss
(Liu, 2013)

Los microorganismos también consumen parte del sustrato para el mantenimiento
celular y mantener sus funciones celulares. Por otro lado, el metabolismo endogeno se
refiere a las necesidades metabodlicas de una célula para mantenerse viable consumiendo
nutrientes disponibles o convirtiendo materiales intracelulares. El mantenimiento celular
depende del crecimiento celular, mientras que las necesidades metabolicas endogenas a
menudo son independientes del crecimiento. Sin embargo, las necesidades metabdlicas
endogenas y el mantenimiento celular si estdn estrechamente relacionadas. Por lo tanto,
ambos se combinan en modelos de bioprocesos de manera indistinta (Liu, 2013).

Es importante considerar el metabolismo endogeno debido a que este da como resultado
una disminucion de la cantidad de biomasa. Para considerarla en modelos cinéticos se
introduce una constante empirica denominada coeficiente de mantenimiento, la cual
permite agrupar las dos necesidades de crecimiento indirectas en una sola cantidad (Liu,
2013).

En los procesos de fermentacion el coeficiente de mantenimiento (mS) es importante y
tiene influencia en la biomasa y rendimiento del producto. Para obtener un valor exacto de
la masa celular (ms), es necesario medir las tasas con precision en un rango amplio. Sin
embargo, la tasa de consumo de sustrato en el proceso de mantenimiento puede depender
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de la tasa de crecimiento especifico, ya que incluye tanto las necesidades de mantenimiento
celular como los requerimientos metabolicos internos (Liu, 2013).

Para incluir el mantenimiento celular en la ecuacion de Monod, se puede introducir un
término g que representa la concentracion de sustrato necesaria para el mantenimiento
celular, por lo tanto, la ecuacién de Monod se vuelve como la ecuacion 7.

Ecuacion 7. Ecuacion de Monod con mantenimiento celular

_ HmaxS _
u Ks+S HUs

Donde:
o Ug coeficiente de mantenimiento celular
(Liu, 2013)

Otras consideraciones en la ecuaciones de Monod son la inhibicién por concentraciones
altas de sustrato por encima de los requerimientos estequiométricos actia como un efecto
inhibidor de las funciones celulares. Sin embargo, los niveles inhibidores varia segtn los
diferentes tipos de sustratos y células (Liu, 2013).

Debido a que la ecuacién de Monod es solo una ecuacion de velocidad de crecimiento
aproximada, por lo que no puede diferenciar la velocidad maxima de crecimiento con
constante de saturacion del caso no inhibido. Por lo tanto, para considerar la inhibicion no
competitiva del sustrato la tasa de crecimiento especifico de las células se puede reescribir
como la ecuacion 9.

Ecuacion 8. Tasa de crecimiento especifica modificada con inhibicion no competitiva
.umax

TR

Donde:

o Kj constante de inhibicion no competitiva
(Liu, 2013)

También se pueden generar inhibiciones por concentracion de productos o
subproductos. Altas concentraciones extracelular del producto puede actuar como un
inhibidor del crecimiento microbiano. Este tipo de inhibicidon puede ser competitiva o no
competitiva.

Para inhibicidon competitiva, la ecuacion 8 se reescribe como la ecuacion 9.

Ecuacion 9. Tasa de crecimiento especifica modificada con inhibicién competitiva por
generacion de producto
,umax S

K5(1+K%)+S

U =
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Donde:

o p es la concentracion de producto
o Kp es la constante de inhibicion competitiva por generacion de producto
(Liu, 2013)

Ecuacion 10. Tasa de crecimiento especifica modificada con inhibicién no competitiva
por generacion de producto

_ Umax S
U = P

(Ks + 5) (1 +K—P)

(Liu, 2013)

La fermentacion de etanol a partir de glucosa usando levadura es un ejemplo de
inhibicién no competitiva, el etanol actia como un inhibidor del crecimiento del
microorganismo a concentraciones superiores del 5% (Liu, 2013).

d. Ecuacion de Luede-King-Pirete.

Otra ecuacion utilizada para describir la tasa de formacion de producto en
ciertos procesos biologicos, durante las fases de crecimiento lento o estacionario es
la ecuacion de Luede-King-Pirete, la cual se muestra en la ecuacion 11.

Ecuacion 11. Luede-King Pirete

tp =B —ayg
Donde:

o f se relaciona con la produccion asociada al crecimiento, si su valor es cero indica que el
producto solo se genera cuando las células estan en fase exponencial.

O a se relaciona con la produccion no asociada al crecimiento, si es cero indica que el
producto no se genera durante la fase estacionaria de crecimiento celular.

La ecuacién de Luede-Kinge-Pirete permite modelar la formacion de
productos tanto durante el crecimiento celular como en fases estacionarias,
dependiendo de los valores de f y a. Permite entender si el producto se genera
principalmente durante el crecimiento activo o cuando las células dejan de crecer
(Liu, 2013).

F. M¢todos de analisis quimico

1. HPLC (Cromatografia liquida de alta precision)

La cromatografia liquida de alta precision, denominada como HPLC por sus siglas en
inglés, consiste en un tipo de cromatografia en columna que se utiliza cominmente para
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andlisis bioquimico, principalmente para separar, identificar y cuantificar sustancias
quimicas activas. En este tipo de cromatografia el disolvente fluye a través de la columna
empujado a bajas presiones de hasta 400 atmosferas para genera una separacion de la
muestra en diferentes constituyentes en funcion de las diferencias en afinidades relativas
(Sadapha & Dhamak, 2022).

Dentro de la columna de HPLC también se comprende un material de relleno que
constituye la fase estacionaria y también cuenta con un detector que permite detectar los
tiempos de retencion de las moléculas presentes en la muestra. Los distintos tiempos de
retencion se ven afectados por las interacciones entre la fase estacionaria, las moléculas a
analizar y el disolvente utilizado (Sadapha & Dhamak, 2022).

Las muestras para analizar se van afiadiendo en pequefias cantidades a la corriente de
la fase movil y se retardan mediante interacciones quimicas y fisicas especificas con la
fase estacionaria. El tiempo de retardo esta determinada por la naturaleza del analito, asi
como por la composicion de la fase estacionaria (Sadapha & Dhamak, 2022).

Este método analitico permite analizar de manera rapida azucares individuales, entre
otros compuestos como el etanol. Lo cual la convierte en una técnica analitica adecuada
para monitorear los compuestos durante el proceso fermentativo. Entre las ventajas del
uso del HPLC en la fermentaciéon se encuentran su alta precision y velocidad, la
posibilidad de analizar multiples compuestos en una sola corrida, y la obtencién de datos
confiables que facilitan el control del proceso fermentativo (Sadapha & Dhamak, 2022).

2. Me¢étodo de peso seco para cuantificacion de biomasa

La biomasa microbioldgica es una variable fundamental en investigaciones
microbiologicas, principalmente para estudios de cinética de crecimiento, factores de
rendimiento o cocientes metabdlicos. También es importante para el analisis y mejora de
la eficiencia de distintos procesos microbianos, como procesos fermentativos (Li &
Osduiia, 2009).

El método mas tradicional para determinar de manera directa la biomasa es mediante
la medicion del peso seco, en donde la muestra se somete a un proceso de secado constante
en un horno. Este método generalmente requiere largas fases de secado, por lo que los
resultados no estan disponibles de manera inmediata (Li & Osduia, 2009).

La técnica de peso seco se basa en la deshidratacion completa de la muestra de
biomasa hasta solo obtener el solido. Para recolectar la biomasa esta primero se puede
someter a un proceso de centrifugacion para eliminar el exceso de liquido y luego la
biomasa se puede transferir a un recipiente previamente tarado y se coloca en el horno a
temperaturas ente 60-105°C y se deja secar hasta obtener un peso constante. Una vez seca
la biomasa, se peso y se calcula el peso seco considerando el peso del recipiente (Li &
Osduna, 2009).
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G. Berkeley Madonna

Berkeley Madonna consiste en un solucionador de ecuaciones diferenciales de uso
general. Cuenta con una interfaz grafica que permite construir modelos matematicos
complejos con facilidad. También permite modelar sistemas dinamicos complejos que
cuentan con componentes con relaciones complejas como cinética de reacciones quimicas
y enzimaticas. Ademas, permite generar controles para explorar la influencia de los
pardmetros (Shiflet & Shiflet, 2006).

Permite construir modelos matematicos en términos de ecuaciones diferenciales que
representan cambios en el tiempo de diversas variables dentro de un sistema. Al definir
estas ecuaciones, el programa calcula el comportamiento dindmico de los parametros bajo
estudio. Ademas, permite el ajuste de variables en tiempo real a datos experimentales,
facilitando la interpretacion de los resultados (Shiflet & Shiflet, 20006).

Figura 5. Ejemplo de plataforma del software Berkeley Madonna
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V. ANTECEDENTES

En la industria de la fermentacion, se pueden encontrar distintas levaduras comerciales,
especialmente S. cerevisiae, la cual es la levadura cominmente utilizada por su capacidad
para convertir los azucares en etanol de manera eficiente. Sin embargo, estudios previos
han demostrado que la produccion de etanol utilizando melaza de cafia de azucar y
diferentes cepas comerciales de levadura que se venden en el mercado, pueden presentar
diferencias en el contenido de etanol generado durante el proceso de fermentacion (Jayus,
et al., 2016).

En un estudio llevado a cabo por Basso, L.; Amorim, H.; Oliveira, A. y Lope, M. en
2008 analizaron 24 cepas de S. cerevisiae en fermentaciones industriales. Entre las cepas
estudiadas se encontraban Fleischmann, conocida por su uso en la industria de
fermentaciones alcohdlicas, y Cepa de levadura comin, mencionada principalmente como
levadura de panaderia. En dicho estudio destacaron las diferencias entre las cepas en
términos de produccion de etanol bajo condiciones industriales, reafirmando que no todas
las cepas de S. cerevisiae son igualmente eficientes en el mismo proceso de fermentacion.

En este estudio también se destaca que las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas
por las marcas Fermipan y Fleischmann, identificadas como cepa de levadura comun y cepa
SA-1 respectivamente, han variado a lo largo de los afios. Aunque es evidente que las cepas
difieren entre si, las marcas no revelan especificamente qué cepa utilizan. Sin embargo,
estas diferencias pueden distinguirse mediante el analisis morfologico de la levadura
liofilizada. Se ha observado que la cepa de levadura comun presenta células més grandes y
esféricas, mientras que la cepa de levadura SA-1se caracteriza por tener células mas
pequefias, alargadas y de un color beige mas claro.

En un estudio realizado por Hernandez, C. y Purihuman, R., en 2014, comparan tres
cepas de levaduras comerciales instantdneas para la fermentacion de etanol utilizando
melaza de cafia de azucar, en su estudio destacan que se utilizo levadura instantanea debido
a que estas presentan diversas ventajas, como su larga vida 1til y alta viabilidad celular que
puede llegar a ser mayor a 4.6*10'° células de levadura/g, presentan una mayor eficiencia
y reducen el problema de preparacion del cultivo disminuyendo de esa manera el riesgo de
contaminacion con otro tipo de bacterias.

En su estudio utilizaron las cepa de levadura comtn, Red Star y Fleischmann (SA-1)
para determinar su rendimiento en la conversion de azucares en etanol bajo diferentes
condiciones de pH y bacteriostatico. Sus resultados revelaron que la cepa de levadura
comun mostr6 el mayor rendimiento alcanzado, siendo de 5%v/v; a diferencia la cepa SA-
1 present6 un rendimiento ligeramente menor siendo de 4.2%v/v de etanol, mientras que la
cepa Red Star mostré el menor rendimiento, siendo de 3.8%v/v de etanol.
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En investigaciones previas sobre produccion de etanol utilizando cepas de levadura S.
cerevisiae, se ha observado que la concentracion de azlcares en el medio es un factor
importante en el rendimiento fermentativo. Un estudio realizado por Raharja, R.,
Murdiyatmo, A. y Wandani K. en 2019 utilizaron un medio de fermentacion de melaza de
cafia de azlicar con concentraciones de 20%, 25% y 30% m/v de azucares y determinaron
un contenido de etanol que oscilaba entre 5-9%v/v utilizando de igual manera levadura
instantanea.

Ademas, un estudio realizado por Murphy N. en 1982 determin6 que una concentracioén
adecuada de azlcares provenientes de melaza de cafia de azucar se encuentra en el rango
de 17-20% p/v. Esta concentracion permite maximizar la conversion de azicares en etanol
por parte de las levaduras, logrando rendimientos que oscilan entre 8-10% m/v de etanol.
Dentro de este estudio, también se destaca que la melaza proporciona los nutrientes
necesarios para un crecimiento y fermentacion eficientes; sin embargo, carece de nitrégeno,
un componente crucial para el proceso de fermentacion. Por lo tanto, determinaron que
concentraciones de 1-1.5 g/L de nitrégeno son suficientes para corregir esta deficiencia y
facilitar un adecuado desarrollo de la fermentacion.

El tamaiio de indculo inicial también constituye otros de los factores que influyen en la
dindmica de la fermentacidon y en la produccion de etanol. De igual manera en el estudio
realizado por Raharja, R., Murdiyatmo, A. y Wandani K. en 2019 mencionan que un tamafio
de inoculo pequefio puede generar retrasos en el inicio de la fermentacion y una baja
productividad del proceso, mientras un tamafio de indculo grande puede conllevar a un
rapido agotamiento de los nutrientes afectando de igual manera la productividad de etanol.
Seglin este estudio concentraciones de inoculo entre el 5% y el 10% (m/v) tienden a ser
efectivas en la produccion de etanol a partir de sustratos como la melaza.

Otros estudios, como el estudio realizado por Permatasari, et al., en 2023 estudiaron
que tamafos de inoculo inicial que puede variar entre 5-10%m/v ya que estas
concentraciones permitieron un adecuado crecimiento y metabolismo de la levadura,
aumentando la concentracion de etanol obtenida en el proceso de fermentacion.

De acuerdo con otros estudios, los requisitos de temperatura y pH para fermentaciones
alcohdlicas por levaduras son ambientes calidos y acidos, la mayoria de las cepas de S.
cerevisiae crecen de manera adecuada ente 20-35°C y pH de 4.5-6.5. Estas condiciones
fueron adaptadas en el siguiente estudio para asegurar un ambiente adecuado para el
crecimiento y actividad metabolica de las cepas de S. cerevisiae (Walker & Stewart, 2016).

Realizar un modelo cinético, permite entender de mejor manera la dindmica de un
proceso fermentativo, lo cual es importante para poder predecir el rendimiento del proceso
y permite ajustar los parametros operativos para obtener los mejores rendimientos en una
situacion determinada. Ademas, permite obtener los parametros para poder escalar el
proceso. En un estudio realizado por Zentou, et al, en 2019, sobre un modelo de
fermentacion de melaza para la produccion de bioetanol, comparando la precision de los
modelos de Monod y Andrews. Para estimar los pardmetros de Monod como pq, v Ks
llevaron a cabo un conjunto de fermentaciones por lotes utilizando diferentes
concentraciones de sustrato, obteniendo valores para U, de 0.179/h y K¢ de 11.37¢g/L,
los coeficientes de rendimiento obtenidos en dicho estudio se muestran la figura 5. El ajuste
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de los dos modelos cinéticos a los datos experimentales estudiados en dicho estudio se
muestran en la figura 6.

Figura 6. Coeficientes de rendimiento a distintas concentraciones iniciales de sustrato
para el modelo de Monod

Concentracion inicial de sustrato (g.L™") Yyis Ypis
5 0.267 0.384
10 0282 0.397
15 0.290 0 446
20 0278 0435
25 0.283 0.439
Promedio 0,280 = 0,0084 0,420 = 0,00z

Fuente: Zentou., et al, 2019.

Figura 7. Ajuste modelo cinético de Monod y Andrews a datos experimentales
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Fuente: Zentou., et al, 2019.
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La linea azul representa el ajuste de modelo cinético de Monod a los datos de
concentracion de sustrato, la linea roja a los datos de concentracion de etanol y la verde a
los datos de concentracion de biomasa. Lo tridngulos representan los datos experimentales
obtenidos en el estudio y las lineas punteadas representan el ajuste del modelo cinético de
Andrews comparado en el estudio de Zentou., et al, 2019.

En el estudio de Zentou., et al, 2019 determinaron que el modelo de Monod es un
modelo basico utilizado para simular un proceso de fermentacion alcoholica. Sin embargo,
los resultados obtenidos en su estudio permitieron observar que es dificil definir modelos
cinéticos adecuados para distintas condiciones de crecimiento microbiano; en su estudio el
modelo de Andrews mostr6 ser menos preciso para predecir el comportamiento cinético a
bajas concentraciones iniciales de sustrato y el modelo de Monod mostrd ser mas idoneo
para ese caso, por lo tanto, utilizar modificaciones de los modelos cinéticos comunes como
el modelo de Monod permite generar una mejor representacion real de los datos
experimentales.
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VI. METODOLOGIA

A. Caracterizacion de azucares totales, pH y grados Brix de la melaza de cafia
de azucar

Materiales y equipo

1g de melaza de cafia de aztcar

Agua destilada

1 beacker de 50mL

Probeta de 10mL

Agitador magnético

Tubo de ensayo de 10mL

Pipeta Pasteur

Kimwipes

Estufa con agitacion

Balanza analitica (OHAUS Pioneer, modelo T5400)
Refractometro (ATAGO, RX-5000)

Potenciometro (OHAUS Pioneer, modelo ST20)
Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) (Detector de indice de
refraccion P-1200, Marca Agilent, columna Hi-Plex CA)

Procedimiento:

Preparacion de dilucion de melaza de cafia de azucar

1. Utilizando un beacker de 50mL se peso 1g de melaza y se agregaron 9mL de agua

destilada.

2. La mezcla se agito y se calent6 a 30°C hasta que la melaza se disolvid

completamente en el agua.
3. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente.

Determinacion de pH

1. Se limpid el electrodo del pH metro con agua destilada y se sec6 con un papel

kimwipe.

2. Se midid el pH de la muestra diluida de la melaza introduciendo el electrodo del pH

metro en la solucion, esperando hasta que la lectura se estabilizara.

3. Después de la medicion, se limpiod nuevamente el electrodo con agua destilada y se

seco con papel kimwipe.
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Determinacion de grados Brix

1.

2.

3.

Se limpi6 el prisma del refractometro utilizando agua destilada y se secd con un
kimwipe.

Posteriormente se colocd una gota de agua destilada en el prisma para calibrar el
refractometro a cero.

Utilizando un pipeta Pasteur, se tom6 una muestra de la melaza diluida y se coloco
sobre el prisma del refractdémetro, procurando que la muestra lo cubriera por
completo y que no se formara burbujas.

Se midieron el valor de °Brix de la muestra diluida de melaza.

Se limpid el prisma del refractémetro con agua destilada y se sec6 con un kimwipe.

Determinacidn de azacares fermentables

Se transfiri6 la solucion de melaza diluida a un tubo de ensayo.
La muestra se envid para andlisis de azucares fermentables (sacarosa, glucosa y
fructosa) mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Preparacion medio de cultivo

Materiales y equipo

- 2,150 g de melaza de cafia de azlcar

- 75gde urea

- Agua destilada

- Etanol al 70%

- Probeta de 500mL

- Probeta de 100mL

- 50 Erlenmeyers de 250mL

- 4 Erlenmeyer de 2L

- Beacker 250mL

- Pipeta graduada SmL

- Balanza de laboratorio (OHAUS Pionner CS3000)
- Estufa con agitacion

- Campana de laboratorio

- Mechero

- 3 agitadores magnéticos

- Esterilizador de autoclave (Tuttnauer modelo S075ELVC)
- Papel aluminio

- Espéatula analitica

Procedimiento

- Se lavaron y secaron 50 Erlenmeyer de 250 mL y 4 matraces Erlenmeyer de 2L
para asegurar condiciones limpias en la preparacion del medio de fermentacion.

- Encada uno de los 3 Erlenmeyer de 2L se pesaron 713.4g de melaza utilizando
una balanza de precision.

- Luego se afadieron 784.24g de agua destilada a cada uno, tomando al mismo
tiempo el volumen de agua anadida utilizando una probeta graduada de 500mL.

- Sellevo la mezcla de melaza y agua a agitacion calentando a 30°C, hasta que se
obtuvo una solucion homogénea, utilizando la estufa con agitacion y los
agitadores magnéticos.
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Una vez homogenizadas las soluciones en cada Erlenmeyer, los medios
preparados se combinaron y mezclaron nuevamente con ayuda de otro
Erlenmeyer de 2L, para asegurar una homogeneizacion total de todos los medios
de fermentacién preparados antes de su uso en el proceso.

Posteriormente, utilizando una probeta de 100 mL, se distribuyeron 95 mL de
la melaza diluida en cada uno de los Erlenmeyer de 250 mL, los cuales se
taparon con papel aluminio.

Los medios preparados se esterilizaron en autoclave a 121°C y 15psi durante
15min, junto con 275mL de agua en un Erlenmeyer separado.

Una vez esterilizado y enfriados los medios de fermentacion a temperatura
ambiente, se afiadieron los 67.3g de urea al Erlenmeyer en 225mL de agua
esterilizada y se agito con una varilla hasta observar dilucion completa de la
urea y luego se afiadieron SmL de la solucidon de urea a cada frasco para una
concentracion 1%m/v de urea.

*Este procedimiento se llevéd a cabo dentro de una campana de flujo laminar
desinfectada previamente con etanol al 70% y sometida a luz UV por 15min.
Para minimizar el riesgo de contaminacion, se utilizo un mechero durante la
manipulacion de los frascos.

* El procedimiento se repiti6 para cada cepa y por cada corrida realizada.

. Preparacion del inéculo
Materiales y equipo

Agua destilada

390g Levadura seca instantanea cepa de levadura comtn
390g Levadura seca instantanea cepa SA-1

5 Erlenmeyer de 500mL

Estufa con agitacion

Termometro

Balanza analitica (OHAUS Pioneer, modelo T5400)
Agitador de varilla

Probeta de 50mL

Procedimiento

Se midieron 450 mL de agua destilada en cada uno de los cinco frascos
Erlenmeyer de 500 mL. Los frascos se cubrieron adecuadamente y se
esterilizaron a una temperatura de 121 °C durante 15 minutos, con una presion
de 15 psi.

Una vez concluida la esterilizacion, se dejo enfriar el agua a temperatura
ambiente bajo condiciones estériles para evitar cualquier riesgo de
contaminacion.

Posteriormente se pesaron las cantidades adecuadas de levadura seca para los
distintos tamafios de inoculo inicial, segun la siguiente tabla.
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Cuadro 4. Masa de levadura para cada tamafio de inoculo inicial

Tamaiio de indculo inicial Masa de levadura (g)
(Y%om/v)
1% 15
o 45
3%
o 75
5%
o 105
7% 150
10%

El agua previamente esterilizada se calent6 a 34 °C en una estufa y se anadio la
levadura a cada uno de los Erlenmeyer correspondientes, mezclando bien para
asegurar una activacion uniforme y se dejo activar por 5 min.

Una vez activada la levadura, se distribuyeron 50 mL de in6culo a cada uno de
los 9 frascos de fermentacion, utilizando una probeta de 50 mL previamente
esterilizada. Este proceso se repiti6é para cada uno de los tamaiios de indculo.
(No se ind6culo el frasco de la hora cero)

*Se realiz6 este mismo procedimiento para ambas cepas de levadura en
duplicado.

. Fermentacion y toma de muestras
Materiales y equipo

Incubadora con agitacion (New Brunswick Scientific serie 25 y Serproma SI-
6000)

Centrifuga (Sorvall RT7)

Mechero

Pipeta graduada de ImL

Pipeta graduada de 10mL

56 tubos de ensayo de 10mL

Gradilla para tubos de ensayo

Cloruro de calcio

Papel aluminio

Secador

Balanza analitica (OHAUS Pioneer, modelo T5400)
HPLC

Procedimiento

Preparacion de muestras sin indculo para determinacion de azucares iniciales

Se 10mL del caldo de fermentacion y se transfirid a un tubo Eppendorf para ser
centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos.

Se midi6 el volumen del sobrenadante, y el pellet resultante se coloc6 en un
vidrio reloj.

El pellet se secd en una estufa durante 1 hora y se registrd el peso seco de la
biomasa.
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Posteriormente, se tomo6 1 mL del sobrenadante utilizando una pipeta graduada
y se diluy6 en 9 mL de agua destilada en un tubo de ensayo, mezclando para
homogeneizar.

Finalmente, se rotul6 la muestra para su analisis de azucares fermentables por
HPLC en el Laboratorio de Analisis Instrumental Avanzado del Centro de
Investigaciones de la Universidad del Valle de Guatemala.

*Este mismo procedimiento se realizd en duplicado para cada cepa

Fermentacion y toma de muestras

Después de afiadir el indculo, todos los frascos se cubrieron con papel de
aluminio, asegurando los bordes con cinta adhesiva para minimizar la entrada
de oxigeno al medio y mantener condiciones limitadas de oxigeno, necesarias
para el proceso de fermentacion.

Posteriormente, todos los frascos se colocaron en la incubadora a 34°C con una
agitacion constante de 250 rpm.

Durante las primeras 5 horas de fermentacion, se retird un Erlenmeyer por cada
tamafio de indculo, cada hora. Posteriormente, se continud retirando otra
muestra a las 6h de fermentacion y luego cada 6 horas, hasta completar un total
de 30 horas de fermentacion.

Los Erlenmeyers retirados se centrifugaron a 3500 rpm durante 20 minutos.

Se midi6 el volumen del medio de fermentacion (sobrenadante), y la biomasa
se transfirio a platos de aluminio para su secado a 60°C por una hora y media,
registrando su peso himedo antes del secado y su peso seco después del secado.
Se tom6 1 mL del medio de fermentacion utilizando una pipeta graduada
esterilizada, y se diluyé en 9 mL de agua destilada esterilizada en un tubo de
ensayo, mezclando para homogenizar. Esto para una dilucion 1:10 de la
muestra.

Para asegurar que el proceso de fermentacion continuara, incluso luego de
retirar la levadura por el proceso de centrifugacion, se anadi6 cloruro de calcio
a las muestras.

Finalmente, las muestras se etiquetaron y se enviaron para analisis de azlcares
fermentables y etanol mediante HPLC en el Laboratorio de Analisis
Instrumental Avanzado del Centro de Investigaciones de la Universidad del
Valle de Guatemala.

Nota: se prepar6 un medio de fermentacion adicional sin inocular, para

centrifugar y obtener el peso seco de sélidos suspendidos presentes en el medio
de fermentacién provenientes de la melaza de cafia de azuicar.
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Generacion del modelo cinético de fermentacion

Materiales y equipo

Software de Excel
Berkeley Madonna

Procedimiento

Se tabularon en Excel los valores obtenidos del andlisis por HPLC de las
muestras, de concentracion de azucares y etanol con respecto a tiempo de toma
de muestra.

Se tabularon los datos de biomasa seca con respecto al tiempo en Excel.
Posteriormente se genero las graficas de concentracion de azucares, etanol y
biomasa con respecto al tiempo de fermentacion para visualizar el
comportamiento de cada variable.

Se gréfico la estimacion de la derivada de generacion de biomasa con respecto
al tiempo y la inversa de concentracion de sustrato para obtener estimaciones
de los parametros cinéticos de constante de afinidad (Ks) Y velocidad méxima
de reaccion (Upmax)-

También se calcul6 el cambio de biomasa con respecto a sustrato, biomasa con
respecto a producto y producto con respecto al sustrato para estimar los
rendimientos instantaneos.

se guardo en archivos separados el promedio entre corridas de biomasa, etanol
y concentracion de azlcares con respecto al tiempo en formato Comma
Separated Values (CSV).

se abrio el simulador Berkeley Madonna y se escribieron las ecuaciones
generales basadas en el modelo de Monod y Luede King Pirete para la velocidad
de reaccion, consumo de sustrato, generacion de producto y biomasa, utilizando
los pardmetros estimados calculados en Excel.

Se ejecuto el simulador utilizando el método de Runge-Kutta 4 para graficar las
ecuaciones planteadas.

Se importaron cada uno de los archivos CSV de biomasa, concentracion de
azlcares y etanol con respecto al tiempo con respecto a cada tamafio de indculo
y cepa.

Se utiliz6 la funcion de “fit curve” y “define slider” para que el software
gjecutara una curva que se acoplara a los valores experimentales segiin las
ecuaciones establecidas.

Los datos obtenidos por el simulador con las ecuaciones planteadas y ajustadas
a los datos experimentales se calculd el coeficiente de determinacion para
determinar de manera estadistica el grado de ajuste de los datos experimentales
al simulador cinético.

* Cada procedimiento se realiz6 para cada serie de datos de cada una de las
cepas de levadura
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VII. RESULTADOS

Cuadro 5. Composicion medio de fermentacion formulado para la generacion de

bioetanol
Componente del medio Composicion (% m/v)
de cultivo Cepa de levadura Cepa de levadura
comun SA-1
Concentracion inicial de 18.831+0.22 18.55 + 0.17
azucares totales
Sacarosa 8.90+0.10 8.28+1.64
Glucosa 6.36+0.073 5.61+ 1.02
Fructosa 3.56+0.041 4.66 + 0.50
Urea 1.0240.041 1.05+0.034
pH 5.954+0.01 5.9740.01
°Brix 20.80+0.001 20.14+0.01

El cuadro anterior presenta las composiciones promedio obtenidas de dos corridas
experimentales realizadas con las levaduras cepa de levadura comln y cepa SA-1. Se
muestran las concentraciones de aztcares totales, asi como las concentraciones de sacarosa,
glucosa y fructosa en el medio de cultivo preparado con melaza de cafia de azlcar. Los
datos se obtuvieron mediante cromatografia de alta afinidad (HPLC). Ademas, se incluye
la concentracion de urea afiadida como fuente de nitrogeno, dato obtenido con el peso de
urea afiadido en el volumen total del medio de fermentacion. Los datos de pH se obtuvieron
usando un potenciometro y los °Brix utilizando un refractometro.
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Figura 8. Cambios de concentracion de azlcares, biomasa y etanol durante el proceso de
fermentacion para un indculo del 1%m/v con la cepa de levadura comuin
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En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azlicares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de inoculo del 1%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.

Figura 9. Cambios de concentracion de azucares, biomasa y etanol durante el proceso de
fermentacion para un indculo del 3%m/v con la cepa de levadura comtin
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En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azlicares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de inoculo del 3%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.
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Figura 10. Cambios de concentracion de azucares, biomasa y etanol durante el proceso
de fermentacion para un inoculo del 5%m/v con cepa de levadura comun
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En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azlicares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de inoculo del 5%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.

Figura 11. Cambios de concentracion de azlicares, biomasa y etanol durante el proceso
de fermentacién para un inoculo del 7%m/v con cepa de levadura comun
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En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azlicares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de inoculo del 7%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.
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Figura 12. Cambios de concentracion de azucares, biomasa y etanol durante el proceso
de fermentacion para un inoculo del 10%m/v con cepa de levadura comin
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En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azucares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de indculo del 10%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.

Figura 13. Cambios de concentracion de azucares, biomasa y etanol durante el proceso
de fermentacion para un inoculo del 1%m/v con cepa de levadura SA-1
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En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azlicares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de inoculo del 1%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.
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Figura 14. Cambios de concentracion de azucares, biomasa y etanol durante el proceso
de fermentacion para un inoculo del 3%m/v con cepa de levadura SA-1
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En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azucares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de indculo del 3%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.

Figura 15. Cambios de concentracion de azucares, biomasa y etanol durante el proceso
de fermentacion para un inoculo del 5%m/v con cepa de levadura SA-1
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En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azlicares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de inoculo del 5%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.
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Figura 16. Cambios de concentracion de azucares, biomasa y etanol durante el proceso
de fermentacion para un inoculo del 7%m/v con cepa de levadura SA-1

_ 25 0.14
c
@© 0.12
5 20 %
; 0.1 2
o
= 15 0.08 £
% 3 0.06 @
10 o—° =
s £ o— '
0 = 0.04 S
o -
@ 5 £
= 0.02 §
< o
o c
o 0 0 o
5 o
8 0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)

—@— Azucares totales —@=—Etanol —@—Biomasa

En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azucares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de inoculo del 7%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.

Figura 17. Cambios de concentracion de azicares, biomasa y etanol durante el proceso
de fermentacion para un indculo del 10%m/v con cepa de levadura SA-1
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En la figura anterior se muestra la tendencia de los datos experimentales con lineas suavizadas
generadas con Microsoft Excel del consumo de azlicares presentes en la melaza de cafia de azucar,
generacion de biomasa y generacion de etanol a lo largo del tiempo de fermentacion. Los resultados
mostrados son el promedio de dos corridas realizadas bajo condiciones de fermentacion a 34°C,
250rpm, con un tamafio de inoculo del 10%m/v y condiciones limitadas de oxigeno. El consumo
total de azucares y la produccion de etanol fueron determinados mediante cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y biomasa por el método de peso seco.
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Cuadro 6. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa, consumo
de sustrato y generacion de producto para un tamano de in6culo del 1%m/v con cepa de
levadura comtin

Concepto Intervalo de tiempo Ecuacion propuesta
(h)
Generacion de t<18 ax. X
biomasa qr X = fta
t>18 dX P
Ezrxz,u*e Kp x X
as
Consumo de sustrato 0<t<30 dt o= —ux (X +2)/Yys
ar
Generacion de t<24 g TP = (X H0.5)  Vyp
producto
ar
(>4 E—rp—0.23
Velocidad de "= Hmaxx(5—-0.946)
crecimiento 0<t<30 Ks + (S — 0.946)

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
inoculo del 1%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Ademas, se detallan los intervalos
de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando un total de
30 horas de fermentacion.
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Cuadro 7. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa, consumo
de sustrato y generacion de producto para un tamano de in6culo del 3%m/v con cepa de

levadura comun

Concepto

Intervalo de tiempo (h)

Ecuacion propuesta

Generacion de biomasa

Consumo de sustrato

Generacion de producto

Velocidad de
crecimiento

t<24

t>24

0<t<30

t<24

t>0.24

0<t<30

dX
Ezrx=,8+aX
dX _Ki ¥
i = P
dt k= Hre i
ds X+8
_— = bt *

ac S TR Ty
dpP
E=rp=,u*(X+0.8)

* Yyp

dpP
E=rp=0.23

_ HMmaxx(s-1.042)
= Ko+ (5 —1.042)

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
inoculo del 3%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Ademas, se detallan los intervalos
de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando un total de

30 horas de fermentacion.
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Cuadro 8. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa, consumo
de sustrato y generacion de producto para un tamano de in6culo del 5%m/v con cepa de

levadura comun

Concepto Intervalo de tiempo Ecuacion propuesta
(h)
Generacion de t<6 ax. X
biomasa qr X = B+a
12<t>6 ax
T ry = 0.0004
t>12 dX _r
G Tx = ke Kp x X
as
Consumo de sustrato 0<t<30 dt s — h* (X +8)/Yys
@ o= X+ 0.8) xY,
Generacion de t<6 E‘rP—P‘*( +0.8) * Yyp
producto
dP
t> 6 E - rp = 0.31
Velocidad de 0<t<30 u= Hmax«(s-1.528)
crecimiento

K5+ (S —1.528)

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
inoculo del 5%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Ademas, se detallan los intervalos
de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando un total de

30 horas de fermentacion.
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Cuadro 9. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa, consumo
de sustrato y generacion de producto para un tamano de in6culo del 7%m/v con cepa de

levadura comun

Concepto Intervalo de tiempo Ecuacion propuesta
(h)
Generacién de t<20 ax "
biomasa ar o x = fta
dX P
> 20 E:TX:#*G Kp x X
Consumo de sustrato 0<t<30 as
E:TS_.U*(X-'_LI')/YXS
Generacion de t<12 dp
producto dar P HF (X +0.6) « Yyp
t>12 dpP
= =7p =023
Velocidad de 0<t<30 "= Hmax+(5-0.943)
crecimiento Ks + (§ —0.943)

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
inoculo del 7%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Ademas, se detallan los intervalos
de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando un total de

30 horas de fermentacion.
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Cuadro 10. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa,
consumo de sustrato y generacion de producto para un tamano de in6culo del 10%m/v
con cepa de levadura comun

Concepto Intervalo de tiempo Ecuacion propuesta
(h)
Generacion de biomasa t<20 dX
dX _P
> 20 E=1FX=’1,L>|<e Kp x X
Consumo de sustrato 0<t<30 as
s T TH (X +4)/Yxs
16 < dpP
Generacion de producto t<12 = ro = 1% (X + 0.6)
* Yxp
> dP
t>12 —==7p =023
Velocidad de 0<t<30 u= Hmax«(s-0.484)
crecimiento Ks + (S — 0.484)

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
inoculo del 10%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Ademas, se detallan los
intervalos de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando
un total de 30 horas de fermentacion.
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Cuadro 11. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa,
consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafo de indculo del 1%m/v con
cepa de levadura SA-1

Concepto Intervalo de tiempo Ecuacion propuesta
(h)
Generacion de biomasa t<18 ‘;_’t‘ =ry =B +aX
dax -
t>18 —=ry=puxe kpxX
dt
ds
Consumo de sustrato t<6 ar rs = —u* (X +2)/Yxs
as 04
t>6 dt =Ts = .
Generacion de producto t<18 dP
E:rpzﬂ*(x+0.5)*YXp
ar 0
t>18 dr P
_ HMmaxx(s-1.111)
Velocidad de K= Ks + (S — 1.111)
crecimiento 0<t<30

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
in6culo del 1%m/v utilizando la cepa de levadura SA-1. Ademas, se detallan los intervalos
de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando un total de

30 horas de fermentacion.
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Cuadro 12. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa,
consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafo de indculo del 3%m/v con
cepa de levadura SA-1

Concepto Intervalo de tiempo Ecuacion propuesta
(h)
Generacioén de t<24 ax "
biomasa ar o x = fta
dX _P
(> 24 E:TX:#*G Kp x X
as X+2
t<6 E—rs——,u* Yys
Consumo de sustrato
ds
t>6 E =Ts = —-0.4
dpP
Generacion de t<18 dr P THE (X +0.8) * Yyp
producto
dP
t>18 g -r=0
Velocidad de _ HMmaxx(s-1.381)
crecimiento 0<t<30 H =k + (s — 1.381)

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
inoculo del 3%m/v utilizando la cepa de levadura SA-1. Ademas, se detallan los intervalos
de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando un total de

30 horas de fermentacion.
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Cuadro 13. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa,
consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafo de indculo del 5%m/v con
cepa de levadura SA-1

Concepto Intervalo de tiempo Ecuacion propuesta
()
Generacion de t <24 =B +aX
biomasa at
dax -
t>24 — =1y =uxe KpxX
dt
ds
0<t<30 Jp = s = TR (X +2)/Yxs
t
Consumo de sustrato
dP
Generacion de t<24 q P Ta (X +0.5) * Yyp
producto
P = 0.23
t>24 dt =7Tp =0V
Velocidad de Hmaxx(s-1.137)
crecimiento 0<t<30 H= Ks + (S — 1.137)

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
inoculo del 5%m/v utilizando la cepa de levadura SA-1. Ademas, se detallan los intervalos

de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando un total de
30 horas de fermentacion.
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Cuadro 14. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa,
consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafo de indculo del 7%m/v con
Cepa de levadura SA-1

Concepto Intervalo de tiempo Ecuacion propuesta
(h)
Generacion de biomasa t<18 Z_’; =ry =B +aX
t>18 Xy :,u*e_’%*X
at X
ds X+4
—_— = = — *
Consumo de sustrato t<6 dt Ts u Vs
t>6 @ = 0.25
7t - s =0
. dP
Generacion de producto t <24 il (X +0.6) x Yyp
t>24 P = 0.11
=0
Veloc;idgd de Hmax+(5-0.776)
crecimiento 0<t<30 u=

K¢ + (S — 0.776)

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
in6culo del 7%m/v utilizando la cepa de levadura SA-1. Ademas, se detallan los intervalos
de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando un total de

30 horas de fermentacion.
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Cuadro 15. Ecuaciones propuestas para la prediccion de crecimiento de biomasa,
consumo de sustrato y generacion de producto para un tamano de in6culo del 10%m/v
con Cepa de levadura SA-1

Concepto Intervalo de tiempo Ecuacion propuesta
()
Generacion de t<12 =B +aX
biomasa at P
t>12 d—erleu*e_E*X
dt
ds
Consumo de sustrato 0<t<30 dr ST TH (X +4)/Yxs
. dP
Generacion de t<24 PRl (X +0.5) *Yyp
producto
dP
t>24 E=rp=0.105
Velocidad de Hmax«(5-0.682)
crecimiento 0<t<30 = Ks + (S — 0.682)

En el cuadro anterior se muestran las ecuaciones propuestas para modelar el proceso de
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para un tamafio de
in6culo del 10%m/v utilizando la cepa de levadura SA-1. Ademas, se detallan los intervalos
de tiempo durante los cuales cada una de las ecuaciones es aplicable, abarcando un total de
30 horas de fermentacion.
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Cuadro 16. Parametros cinéticos obtenidos con Berkeley Madona para el modelo de
fermentacion con distintos tamafos de inoculo inicial con cepa de levadura comun

Parametro

Valor segiin tamaiio de indculo inicial

1%m/v

3%m/v

5%m/v

7% m/v

10%m/v

Velocidad maxima de
crecimiento especifica

(Hmax) (h™)

Constante de afinidad de
sustrato

(Ks) (¢/mL)

Rendimiento instantaneo
de biomasa con relacion al
sustrato (Yys) (g/g)

Rendimiento instantaneo
de biomasa con relacion al

producto (Ypx) (g/g)

Constante de inhibicion
por generacion de

producto (Kp) (g/g)

Coeficiente asociado a la
produccion no asociada al
crecimiento () (g/mL h!)

Coeficiente asociado a la
produccion asociada al
crecimiento (@) (g/mL h'")

0.561

8.08

0.309

0.628

0.024

0.064

8.841*10°
7

0.315

8.76

0.823

0.694

1.596

3.18*107

0.306

0.429

8.26

0.489

0.606

0.854

0.0767

9.631*10™

0.350

8.22

0.206

0.746

1.420

0.0182

0.488

0.350

8.90

0.206

0.744

1.484

0.0351

0.0699

En el cuadro anterior se muestran los parametros cinéticos del modelo propuesto para la
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para el proceso de
fermentacion con los distintos tamafios de indculo inicial con cepa de levadura comun. Los
valores se obtuvieron utilizando el simulador Berkeley Madona.
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Cuadro 17. Parametros cinéticos obtenidos con Berkeley Madona para el modelo de
fermentacion con distintos tamafos de indculo inicial con cepa de levadura SA-1

Parametro

Valor segiin tamaiio de indculo inicial

1%m/v

3%m/v

5%m/v

7% m/v

10%m/v

Velocidad maxima de
crecimiento especifica (Uyax)

()

Constante de afinidad de
sustrato
(Ks) (g/mL)

Rendimiento instantaneo de
biomasa con relacion al

sustrato (Yys) (g/g)

Rendimiento instantaneo de
biomasa con relacion al

producto (Ypy) (g/g)

Constante de inhibicion por
generacion de producto (Kp)

(g/g)

Coeficiente asociado a la
produccion no asociada al
crecimiento (f) (g/mL h'')

Coeficiente asociado a la
produccion asociada al
crecimiento (a) (g¢/mL h')

0.2410

6.923

0.223

0.916

0.464

-0.167

1.818

0.221

6.73

0.186

0.101

0.200

-0.128

1.512

0.221

7.81

0.164

0.139

0.2102

-0.0109

0.606

0.359

7.591

0.164

0.111

0.258

4.626*107

0.303

0.359

7.59

0.164

0.960

0.201

4.626*107

0.218

En el cuadro anterior se muestran los parametros cinéticos del modelo propuesto para la
generacion de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto para el proceso de
fermentacion con los distintos tamafios de inoculo inicial con cepa de levadura SA-1. Los

valores se obtuvieron utilizando el simulador Berkeley Madona.
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Figura 18. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafo de indculo del 1%m/v con cepa de

levadura comun
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En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un in6culo inicial del
1%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Los circulos morado, verde y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 5, cuyos pardmetros se detallan en el Cuadro 15. Cada color esta
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalud estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.991 para la biomasa, 0.985 para sustrato y 0.985 para producto.
También se evalud el error medio cuadratico, obteniendo valores de 0.815 para sustrato, 0.257 para producto y 9.47E-7 para
biomasa.
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Figura 19. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafio de indculo del 3%m/v con cepa de
levadura comun
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En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un in6culo inicial del
3%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Los circulos morado, verde y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 6, cuyos pardmetros se detallan en el Cuadro 15. Cada color esta
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalud estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.996 para la biomasa, 0.982 para sustrato y 0.971 para producto.
También se evaluo el error medio cuadratico, obteniendo valores de 0.752 para sustrato, 1.085 para producto y 7.107E-7 para
biomasa.
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Figura 20. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafo de indculo del 5%m/v con cepa de
levadura comtn
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En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un indculo inicial del
5%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Los circulos morado, verde y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 7, cuyos parametros se detallan en el Cuadro 15. Cada color esta
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalud estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.991 para la biomasa, 0.987 para sustrato y 0.989 para producto.
También se evaluo el error medio cuadratico, obteniendo valores de 0.453 para sustrato, 0.251 para producto y 4.99E-6 para
biomasa.
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Figura 21. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafo de indculo del 7%m/v con cepa de
levadura comtn
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En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un indculo inicial del
7%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Los circulos morado, verde y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 8, cuyos parametros se detallan en el Cuadro 15. Cada color esta
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalud estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.975 para la biomasa, 0.979 para sustrato y 0.937 para producto.
También se evaluo el error medio cuadratico, obteniendo valores de 0.851 para sustrato, 1.674 para producto y 1.64E-7 para
biomasa.
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Figura 22. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafio de in6culo del 10%m/v con cepa
de levadura comun
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En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un inoculo inicial del
10%m/v utilizando la cepa de levadura comun. Los circulos morado, verde y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 9, cuyos pardmetros se detallan en el Cuadro 15. Cada color esta
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalu6 estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.948 para la biomasa, 0.975 para sustrato y 0.849 para producto.
También se evalud el error medio cuadratico, obteniendo valores de 1.065 para sustrato, 2.298 para producto y 1.58E-7 para
biomasa.
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Figura 23. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafo de indculo del 1%m/v con cepa de
levadura SA-1
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En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un indculo inicial del
1%m/v utilizando la cepa de levadura SA-1. Los circulos verde, morado y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 10, cuyos pardmetros se detallan en el Cuadro 16. Cada color esta
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalud estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.942 para la biomasa, 0.994 para sustrato y 0.960 para producto.

También se evalu6 el error medio cuadratico, obteniendo valores de 8.149 para sustrato, 0.711 para producto y 6.12E-6 para
biomasa.
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Figura 24. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafio de indculo del 3%m/v con cepa de
levadura SA-1

204 —0.065
—0.060
—0.055

-0.050

~0.045 !

—0.040

~0.035

-0.030

Concentracion sustrato v producto (%m/v)

I—O.OQS

[ T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (h)

En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un in6culo inicial del
3%m/v utilizando la Cepa de levadura SA-1. Los circulos morado, verde y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 11, cuyos parametros se detallan en el Cuadro 16. Cada color esta
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalud estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.798 para la biomasa, 0.993 para sustrato y 0.889 para producto.
También se evaluo el error medio cuadratico, obteniendo valores de 0.815 para sustrato, 0.257 para producto y 1.2 para biomasa.
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Figura 25. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafo de indculo del 5%m/v con cepa de
levadura SA-1
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En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un in6culo inicial del
5%m/v utilizando la Cepa de levadura SA-1. Los circulos morado, verde y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 12, cuyos parametros se detallan en el Cuadro 16. Cada color esté
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalud estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.853 para la biomasa, 0.955 para sustrato y 0.986 para producto.
También se evaluo el error medio cuadratico, obteniendo valores de 2.28 para sustrato, 0.99 para producto y 2.09 para biomasa.
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Concentracién sustrato y producto (%m/v)

Figura 26. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafo de in6éculo del 7%m/v con cepa de
levadura SA-1.
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En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un in6culo inicial del
7%m/v utilizando la Cepa de levadura SA-1. Los circulos morado, verde y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 13, cuyos parametros se detallan en el Cuadro 16. Cada color esta
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalud estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.892 para la biomasa, 0.954 para sustrato y 0.991 para producto.
También se evalu6 el error medio cuadratico, obteniendo valores de 1.695 para sustrato, 0.131 para producto y 1.85 para biomasa.
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Figura 27. Ajuste del modelo cinético a los datos experimentales obtenidos para un tamafo de in6culo del 10%m/v con cepa
de levadura SA-1
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En la figura anterior se presenta el ajuste de los datos experimentales obtenidos de la fermentacion con un inoculo inicial del
10%m/v utilizando la cepa de levadura SA-1. Los circulos morado, verde y amarillo representan los datos experimentales de
biomasa, el sustrato y el producto, respectivamente. Las curvas negras, naranjas y azules muestran los resultados del modelo
cinético basado en las ecuaciones propuestas en el Cuadro 13, cuyos parametros se detallan en el Cuadro 16. Cada color esta
asociado con la biomasa, el sustrato y el producto, en ese orden. El ajuste del modelo se evalud estadisticamente mediante el
coeficiente de determinacion, obteniendo valores especificos de 0.867 para la biomasa, 0.948 para sustrato y 0.968 para producto.
También se evalu¢ el error medio cuadratico, obteniendo valores de 0.829 para sustrato, 1.338 para producto y 1.98 para biomasa.
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Cuadro 18. Comparacion de rendimientos globales y productividades con distintos tamafios de
in6culo inicial con cepa de levadura comun

Tamaiio de Rendimiento de Rendimiento Productividad
indculo (Yom/v) biomasa por de producto (%m/v h!)
sustrato (Yxs) (g/g) | por sustrato
(Yps) (2/2)
1 0.00136 0.578 1.261
3 0.00145 0.579 1.330
5 0.00409 0.732 1.503
7 0.00361 0.661 2.224
10 0.000831 0.501 2.111

En el cuadro anterior se muestran los rendimientos globales del proceso de fermentacion con los
distintos tamafos de indculo inicial utilizando la cepa de levadura comun. Los resultados se
obtuvieron a partir de los datos de cambio de concentracion final e inicial de sustrato, biomasa y
etanol generado durante el proceso de fermentacion.

Cuadro 19. Comparacion de rendimientos globales y productividades con distintos tamafios de
indculo inicial con cepa de levadura SA-1

Tamaiio de Rendimiento de Rendimiento Productividad
inéculo (Yom/v) biomasa por de producto (%m/v h!)
sustrato (Yxs) (g/g) | por sustrato
(Yps) (2/2)
1 0.00143 0.663 0.816
3 0.00135 0.682 0.960
5 0.00176 0.685 1.115
7 0.00304 0.581 1.149
10 0.00380 0.686 1.212

En el cuadro anterior se muestran los rendimientos globales del proceso de fermentacion con los
distintos tamafios de inoculo inicial utilizando la cepa de levadura SA-1. Los resultados se
obtuvieron a partir de los datos de cambio de concentracion final e inicial de sustrato, biomasa y
etanol generado durante el proceso de fermentacion.
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Cuadro 20. Analisis de Varianza (ANOVA) de rendimientos y productividad

Rendimiento

Variacion por replicas

Variacion por tratamiento
(tamaifio de indculo inicial y

cepa de levadura)

F P-valor Valor F P-valor Valor
critico F critico F
Rendimiento de etanol por | 4.789E-6 1 3.056 44.889 4.66E-7 3.682
biomasa (Yxp)
Rendimiento de biomasa |\ 5,00, o] 3.056 | 44.805 | 471E-7 | 3.682
por sustrato (Yxs) ' ) ' ' S '
Rendimiento de producto
por sustrato (Yps) 0.00596 0.999 3.056 15.185 0.000248 3.682
Productividad
--- --- --- 0.164 0.994 3.179
Tiempo de obtencion de la
mayor concentracion de
etanol
0.993 0.479 2.46

En el cuadro anterior se muestra el andlisis de varianza ANOVA para los rendimientos y
productividad utilizando los datos de las dos corridas realizadas por cada tamafio de indculo inicial
por cada cepa de levadura. Los valores se analizaron mediante analisis de varianza de dos factores
con varias muestras por grupo en Microsoft Excel, para determinar la variacion entre los datos
obtenidos por corrida y por combinacion de tamafio de indculo inicial y cepa de levadura. Para la
productividad se utilizé el andlisis de varianza de dos factores con una muestra, debido a que estos
datos se obtuvieron a partir de los modelos cinéticos realizados con el promedio de las dos corridas
para cada tamafio de indculo inicial y cepa de levadura.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo general del presente trabajo de graduacion fue evaluar el efecto de distintos
tamafios de indculo inicial, de dos diferentes cepas de levadura, en el rendimiento y
productividad del proceso de fermentacion de un medio a base de melaza de cafia de azucar,
para la produccion de bioetanol.

Dentro del disefo experimental se llevdo a cabo dos repeticiones del proceso de
fermentacion para cada cepa de levadura, considerando cada tamano de indculo inicial
establecido en el estudio. Se tomaron 10 muestras por cada tamafio de indéculo en ambas
corridas, para un total de 50 muestras por cada proceso de fermentacion para cada una de
cepas. Las muestras fueron analizadas por cromatografia de alta afinidad (HPLC) para
determinar la concentracion de azucares y etanol; en cuanto a la biomasa se realiz6 por el
método de peso seco. Cabe destacar que se realizaron dos repeticiones para obtener mayor
conjunto de datos para estimar el error experimental y evitar conclusiones erréneas por
variaciones aleatorias. Es relevante sefialar que no se llevo a cabo una tercera corrida
experimental debido a la limitacion de recursos disponibles, en particular, a la cantidad de
muestras que podian ser enviadas para analisis mediante HPLC. La disponibilidad de
reactivos y el costo asociado al procesamiento de un mayor nimero de muestras.

Con este propdsito, inicialmente se formulé un medio de fermentacién utilizando
melaza de cana de azlicar que permitiese el crecimiento de ambas cepas de levadura para
la produccion de etanol. Se seleccioné melaza como el componente principal del medio de
fermentacion, debido a su disponibilidad local, siendo un subproducto comunmente
generado en los ingenios azucareros de Guatemala. Ademas, la melaza cuenta con un alto
contenido de azucares fermentables, principalmente sacarosa, glucosa y fructosa, lo que la
convierte en un sustrato adecuado para la produccion de etanol mediamente fermentacion
microbiana (Jamir, et al., 2021).

El proceso de fermentacion para cada tamafio de indculo, con cada una de las
levaduras se llevo a cabo en un total de 1500mL de medio de fermentacion, los cuales
fueron divididos en diez frascos Erlenmeyer de 250mL de capacidad, colocando 150mL del
medio de fermentacion en cada frasco. Antes de la distribucion, el medio de cultivo se
prepard en conjunto diluyendo la melaza para obtener una concentracion inicial aproximada
de 20%m/v de azicares fermentables en el medio. De igual manera, el indculo se prepard
pesando la cantidad de levadura necesaria y activando de manera adecuada. Posteriormente
se distribuyeron 50mL del inéculo en cada frasco, para garantizar el tamafio de in6culo
deseado (1, 3, 5, 7 o 10%m/v). Esto se realizd de esta manera para garantizar condiciones
uniformes en cada frasco de fermentacion y minimizar la variabilidad entre ellos. Ademas,
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al trabajar con volimenes mas pequeos, se garantizd una mejor distribucion de las células
dentro de cada frasco, lo que permitid6 que el muestreo de la biomasa fuera maés
representativo. Finalmente, el uso de frascos separados también permitié probar diferentes
tamafios de indculo inicial de manera simultdnea con un mismo medio de fermentacion.

También es importante mencionar que se estudiaron 5 variaciones de tamaio de indculo
inicial, esto para evaluar de manera mas detallada el efecto de la concentracion inicial de
levadura en la cinética de fermentacion. Se incluyeron valores por debajo (1% y 3%) y por
encima (7% y 10%) del rango comunmente reportado en la literatura (5-10% v/v)
(Permatasari, et al., 2023). Esto con el objetivo de analizar si concentraciones menores o
mayores influian significativamente en el rendimiento y productividad del proceso de
fermentacion para la produccion de etanol.

Los frascos fueron sellados adecuadamente para minimizar la entrada de oxigeno al
medio de fermentacion y a la vez permitir la salida de CO», el proceso se llevo a cabo a una
temperatura controlada de 34 °C, considerada como la temperatura adecuada seguin la
literatura para el crecimiento y produccion de etanol de las levaduras S. cerevisiae. Para
garantizar una distribucion homogénea de la levadura y los nutrientes en el medio, se
establecid una agitacion constante de 250 rpm. Esto para favorecer la transferencia de masa
y mejorar el contacto entre la levadura y los azicares presentes en el medio (Sudrez, et al.,
2016).

Otro aspecto importante que destacar es la comparacion entre la cepa de levadura
comun y la cepa SA-1, ambas comerciales y disponibles en Guatemala. Aunque estas cepas
estan formuladas principalmente para procesos de panificacion, también pueden ser
efectivas para la fermentacion de azlcares con el fin de producir etanol, ya que
Saccharomyces cerevisiae es la cepa que generalmente emplean estas marcas, reconocida
por su alta eficiencia en la conversion de azucares en etanol (Suarez et al., 2016). Ademas,
el uso de recursos locales representa una oportunidad de investigacion sobre la viabilidad
de implementar materiales disponibles en la region en otros procesos industriales, como la
produccion de bioetanol.

Aunque las marcas de levadura utilizadas no revelan el nombre especifico de la cepa
que utilizan, es posible inferir que se trata de distintas cepas de S. cerevisiae debido a las
diferencias observadas en la morfologia de las células de levadura liofilizada, como se
muestra en las figuras de la 43 y 44 seccion de anexos, se puede notar que la cepa de
levadura comun presenta una morfologia mas gruesa y alargada, con un color beige
caracteristico. En contraste, la cepa SA-1 exhibe una morfologia mas pequefia y delgada,
con un color marréon mas claro. Un estudio realizado por Basso, et al., en 2008, comparo
diversas cepas comerciales de levadura, identificando que la cepa SA-1 corresponde al
codigo utilizado por la marca Fleischmann para su levadura instantanea, siendo diferente
de las cepas empleadas por otras marcas.

Como se puede observar en el Cuadro 4, la concentracion inicial promedio de azlcares
totales fue del 18.83+0.22%m/v para el medio de fermentacion utilizado con la cepa de

66



levadura comtin y 18.5540.38%m/v para la cepa de levadura SA-1. Cabe destacar que, se
buscaba alcanzar una concentracion inicial de aziicares fermentables del 20%m/v. Se eligio
esta concentracion de azicares debido a que, segin estudios anteriores se ha reportado que
una concentracion del 15-20%m/v de azlcares fermentables han demostrado mejores
rendimientos de produccion de etanol, siendo la concentracion del 20%m/v reportada como
la que ha brindado los mayores rendimientos de etanol, sin llegar a una concentracion de
sustrato que inhibiera la actividad fermentativa de las levaduras (Fadel, et al., 2013).

No obstante, durante el proceso experimental, el objetivo era alcanzar una
concentracion del 20%m/v de azicares en el medio de fermentacion. Sin embargo, la
concentracion real al realizar el andlisis por HPLC se obtuvo una reduccion en las
concentraciones al 18.83+0.22%m/v y 18.55£0.17% m/v respectivamente. Esto se dio
debido al cambio en el volumen por evaporacion de agua al momento de esterilizar el medio
de fermentacion, lo cual produjo que el volumen de agua fuera menor y por consiguiente
la concentracion de azlicares fuera mayor en relacion al volumen, siendo un parametro
dificil de controlar de manera precisa. Dado que ajustar la concentracion de azlcares
después de la esterilizacion habria requerido de afiadir agua, esto podria haber introducido
mas variabilidad entre los frascos, por lo cual se optd por no corregir el desfase y mantener
las condiciones. A pesar de esta reduccion de la concentracion de azucares, el medio de
fermentacion fue adecuado para poder evaluar el rendimiento de fermentacion de ambas
cepas de levadura, proporcionando una cantidad de azucares fermentables adecuada.

De igual manera como se puede observar en el Cuadro 4, ambos valores de composicion
promedio de azucares del medio de fermentacion utilizado para ambas cepas de levadura
fueron similares entre si. En cuanto a los azticares fermentables, para la sacarosa se obtuvo
una composicion promedio de 8.901+0.10%m/v para la cepa de levadura comin y
8.281+0.1.64%m/v para la cepa SA-1, para la glucosa 6.36+0.073%m/v para la cepa de
levadura comin y 5.61+1.02%m/v para la cepa SA-1, para la fructosa 3.56+0.041%m/v y
4.661+0.50%m/v para la cepa SA-1. A pesar de que la composicion de los azucares totales
fueron similares para la fermentacion de ambas cepas, las concentraciones de azlcares
individuales si presentaron ligeras variaciones entre si, lo cual se pudo generar por factores
inherentes al proceso de preparacion y manejo del medio, asi como a posibles fluctuaciones
durante el andlisis analitico.

Es importante considerar que el método utilizado para cuantificar los azlicares, como el
HPLC, puede tener pequenas variaciones en la precision debido a la preparacion de las
muestras o la calibracion del equipo. Ademas, debido a que la melaza se mantuvo en
almacenamiento y hubo un tiempo de diferencia entre las pruebas de fermentacion
realizadas, esto pudo generar la hidrolisis de los azicares fermentables, lo cual también
pudo causar el cambio en las concentraciones de los aztcares individuales observado en
los resultados. Sin embargo, se considera que el error debido a esto es minimo (Hibert, et
al., 2001).
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Para garantizar la disponibilidad adecuada de nitrégeno en el medio de fermentacion,
se utilizd urea como la fuente de nitrégeno en una concentracion del 1% m/v. Sin embargo,
dado que la esterilizacion previa del medio podria conducir a la descomposicion de la urea
y generar la liberacion de amoniaco, lo que resultaria en una pérdida significativa de
nitrégeno, se decidié anadir la urea después del proceso de esterilizacion. En el Cuadro 4,
se puede observar la concentracion promedio de urea afiadido al medio de fermentacién
utilizado para cada levadura, siendo estos valores de 1.02+0.041%m/v para el medio con
la cepa de levadura comtn y 1.0540.034%m/v para el medio de fermentacion de la cepa
SA-1, variando seglin la masa de urea afiadida. Sin embargo, es importante sefalar que este
reactivo no se midid por algin otro método analitico durante el proceso de fermentacion,
debido a que solo se afiadi6 en una baja concentracion para poderlo considerar como un
reactivo no limitante en la tasa de produccion del etanol durante el proceso de fermentacion.

Otro aspecto que se puede observar en el Cuadro 4 son el pH y °Brix promedio de los
medios de fermentacion utilizados, siendo estos valores de pH de 5.9540.01 para el medio
de fermentacién de cepa de levadura comun y 5.97+0.17 para la cepa SA-1, estos valores
de pH se encuentran dentro del rango de 5-6 indicado como adecuado para el crecimiento
de las levaduras S. cerevisiae. En cuanto a los °Brix, estos valores fueron de 20.80+0.001
y 20.141+0.001 respectivamente para cada cepa, este parametro al ser una medida indirecta
de la concentracion de sélidos presentes en el medio de fermentacidon, principalmente
azucares pueden compararse con la concentracion de azicares en el medio de fermentacion
obtenida mediante HPLC. Siendo estos valores cercanos al establecido como la
concentracion de azucares buscada al formular el medio de fermentacion, pero si varian
ligeramente en comparacion con los valores obtenidos mediante HPLC.

Esta discrepancia entre los grados Brix y los resultados obtenidos por HPLC indica que
los otros solidos disueltos en la melaza de caia de azicar si afectaron en la medicion de los
grados Brix indicando una concentracion de azicares mayor a la real, pero de igual manera
cercana al 20%m/v de azlcares establecida como el objetivo de la concentracion de
azucares del medio de fermentacion. Por lo tanto, el método analitico de HPLC al ser mas
preciso y al permitir distinguir los azlicares de otros solidos presentes en la melaza, permitio
obtener una evaluacion mas exacta de la concentracién de azicares iniciales del medio de
fermentacion (Piston, et al., 2017).

Como segundo objetivo, se establecid cuantificar las concentraciones de azlicares
fermentables, biomasa y etanol en funcién del tiempo de fermentacion. El tiempo de
fermentacion se establecid de 30h, tomando muestras cada hora durante las primeras 6h y
luego cada 6 horas hasta el total de las 30h. Cabe sefialar que se establecio este tiempo de
fermentacion, dado a que en estudios anteriores indican que, un proceso de fermentacion
puede variar entre 24 y 48 horas (Fadel, ef al., 2013). Ademas, se tomd como referencia el
proceso de fermentacion del ingenio azucarero que suministrd la melaza de cana de azucar,
quienes indicaron que su proceso de fermentacion es de 30 horas. Cabe destacar que se
decidio realizar muestreos cada hora al inicio del proceso para obtener datos sobre cambios
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notorios que ocurren en esta etapa y comprender mejor la adaptacion y dindmica de las
levaduras en el medio de fermentacion.

En las figuras de la 8 a la 12 se puede observar las curvas de cambio de concentracion
de biomasa, etanol y azucares fermentables en funcidn del tiempo de fermentacion para la
cepa de levadura comun, a distintos tamafios de in6culo inicial. Se pudo observar un
comportamiento similar en cada una de las curvas. En cuanto al cambio de concentracion
de azucares en el tiempo de fermentacion, se pudo distinguir una disminucién rapida de la
concentracion durante las primeras horas de fermentacion, variando el tiempo al cual se
llegd a una concentracion estable a medida que aumentaba el tamafio de in6culo inicial,
siendo este tiempo de 18h para el tamafio de indculo del 1%m/v, 12h para 3%m/v, 6h para
5%, 7% y 10%m/v. Estos resultados indican que, al comienzo de la fermentacion, las
células de levadura posiblemente se encontraban en una fase de crecimiento exponencial,
donde su actividad metabodlica era mas alta, por lo tanto, la mayor disponibilidad de
azucares simples de facil acceso al inicio de la fermentacion pudo generar que las células
de levadura tuvieran una fuente de energia inmediata, por lo que priorizaron el consumo de
azucares (Wardani, et al., 2023).

La diferencia en el tiempo de estabilizacion de consumo de azicares observada con los
distintos tamafios de inoculo inicial, indica que a medida que se incremento el tamafio de
indculo inicial, lo cual result6é en una mayor cantidad de células de levadura, aumento en la
capacidad de consumir los azlicares presentes en el medio de fermentacion de melaza. Sin
embargo, para los tamafios de inoculo inicial de 5%, 7% y 10% m/v, el hecho de que el
consumo de azucares se estabilizara en un tiempo similar sugiere que, a partir de un indculo
inicial del 5% m/v, no se producen cambios tan perceptibles en términos del tiempo de
estabilizacion del consumo de azucares.

Esto también indica que posiblemente a partir de un tamafio de indculo inicial del
5%m/v o mayores, la densidad celular de levaduras presentes en el medio de fermentacion
podria haber generado un aumento de la actividad metabdlica, aumentando la capacidad de
las levaduras para metabolizar los azucares disponibles y agotando los nutrientes de manera
mas rapida debido a la competencia de nutrientes por mayor cantidad de células de levadura
presentes en el medio. Llegando a concentraciones finales de azucares fermentables del
0.946%m/v, 1.042%m/v, 1.528%m/v, 0.943%m/v y 0.484%m/v respectivamente para cada
tamano de indculo inicial, siendo valores que no muestran una tendencia con respecto al
tamano de indculo inicial, lo cual sugiere el consumo de azlicares no se ve Unicamente
influenciado por el tamafio de in6culo inicial, si no también se puede ver influenciado por
otros factores, como la acumulacion de etanol que actlia como inhibidor afectando el
consumo de azucares (Wardani, et al., 2023).

De igual manera en las figuras 8 a la 12, se puede observar las curvas de cambio de
concentracion de biomasa con respecto al tiempo de fermentacion, para la cepa de levadura
comun. En todas las curvas con distintos tamafios de indculo inicial, se observa que la
concentracion de biomasa aumenta de manera mas lenta durante las primeras 6 horas de
fermentacion, en comparacion con el crecimiento observado en las horas posteriores. Esto
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es consistente con estudios previos sobre procesos de fermentacion, que indican que, al
introducir las células de levadura en un medio de fermentacion, estas entran en una breve
fase de latencia en la que son bioquimicamente activas, pero su ciclo de division es mas
lento, lo que resulta en una generacion de biomasa reducida. Esta fase de latencia se vuelve
menos evidente a medida que aumenta el tamafio del indculo inicial, debido al mayor
numero de células de levadura presentes en el medio de fermentacion, que probablemente
gener6 una mayor actividad metabdlica de las células de levadura (Ginovart, ef al., 2011).

Otro aspecto que se puede observar en las curvas de cambio de concentracion de
biomasa es la diferencia en el tiempo de estabilizacion. Para el tamafio de indculo inicial
del 1%m/v, la concentracion de biomasa se estabilizo a partir de las 12h; a diferencia para
un tamafio de in6culo inicial del 3%, 7% y 10% m/v se observé que la biomasa se estabilizo
a partir de las 18h. No obstante, para el tamafio de inoculo inicial del 5%m/v no se observé
una estabilizacion de la concentracion de biomasa en las 30h de fermentacion, dado que
contintio presentando un aumento en la concentracion de biomasa.

El hecho de que el tamafio de indculo inicial mas pequefio, que fue del 1%m/v,
alcanzara una estabilizacion de concentracion de biomasa mas rapido, a comparacion de
los tamafios de indculo inicial de 3%, 7% y 10%m/v, sugiere que la concentracion inicial
de células de levadura si tuvo un impacto en la dindmica de crecimiento celular y la
velocidad en la cual se alcanzé la fase de crecimiento estacionaria. Alcanzando
concentraciones finales de biomasa a las 30h de fermentacion del 0.0346g/mL para indculo
del 1%m/v, 0.0584g/mL para 3%m/v, 0.121g/mL para 5%m/v, 0.134g/mL para 7%m/v y
0.115g/mL para 10%m/v, presentando un aumento a medida que aument6 el tamafio del
indculo inicial, lo cual concuerda con lo esperado, dado a que un mayor tamafo de indculo
inicial aumento la cantidad de microorganismos capaces de producir biomasa. Sin embargo,
la disminucion observada para el 10%m/v puede indicar una inhibicion del crecimiento
ligeramente mas rapido (Ginovart, et al., 2011).

Sin embargo, el comportamiento del inoculo del 5% m/v, que no mostrd una fase clara
de estabilizacion en las 30 horas, podria indicar que el indculo del 5%m/v requiere un
tiempo adicional para alcanzar un equilibrio en el uso de los nutrientes disponibles. Sin
embargo, dado a que para este mismo tamafo de indculo inicial si se obtuvo una
estabilizacion de la concentracion de sustrato a las 18h, el comportamiento obtenido para
la biomasa fue inusual, debido a que se esperaba que, al detenerse el consumo de sustrato,
la generacion de biomasa también se viera interrumpida. Esto se debe a que la produccion
de biomasa depende directamente de la disponibilidad de nutrientes, y una vez agotado el
sustrato, los microorganismos pierden la fuente de carbono y energia necesaria para su
crecimiento y replicacion. Por lo tanto, el comportamiento obtenido podria deberse a
posibles cambios en el metabolismo de levadura a este tamafio de inoculo inicial,
ralentizando la generacion de biomasa aun cuando el sustrato presentd una estabilizacion
(Lopez, et al., 2011).

Del mismo modo, en las figuras 8 a la 12, se observa las curvas de concentracion de
etanol con respecto al tiempo de fermentacion para cada tamafio de inoculo, para la cepa
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de levadura comun. Se pudo observar que, la concentracioén de etanol obtenida a las 30h de
fermentacion para cada tamafio de inoculo inicial si presentd variaciones. Siendo estos
valores de 10.33%m/v para un tamafio de indculo inicial del 1%m/v, 12.75%m/v para el
inoculo 3%m/v, 12.66%m/v para el indculo 5%m/v, 11.82%m/v para el indculo 7%m/v y
9.19%m/v para el tamafio de indculo del 10%m/v.

Esta diferencia obtenida en la concentracion de etanol para cada tamafio de indculo
inicial indica que, para un tamafio de indculo inicial més grande (10%m/v) se obtuvo la
menor concentracion de etanol generado, seguido por un tamafio de inoculo inicial més
pequefio (1%m/v); a diferencia para tamafios de in6culo inicial del 3%, 5% y 7% la
variacion en la concentracion de etanol obtenida fue menor y fue la mayor concentracion
de etanol generada a las 30h de fermentacion. Este comportamiento podria sugerir que un
tamafio de inoculo inicial pequeio (1%m/v) pudo no proporcionar suficientes células
activas para maximizar la generacion de etanol, mientras que un tamafo de inoculo inicial
mas grande (10%m/v) pudo conllevar a una competencia excesiva por los nutrientes o a un
mayor estrés metabolico en las células debido a la alta densidad celular, lo que pudo generar
una menor eficiencia en la produccion de etanol y por consiguiente disminuyendo la
concentracion de etanol generada durante el proceso de fermentacion.

Comparando la concentracidon de etanol alcanzada a las 30h de fermentacion para todos
los tamafios de inoculo inicial con valores tedricos, segun estudios anteriores, la
concentracion de etanol utilizando melaza de cafia de azlicar a una concentracion del
15%m/v de aztcares fermentables puede llegar a valores tipicos entre 8-10%m/v de etanol.
Sin embargo, al aumentar la concentracion de azucares al 20%m/v y manteniendo las
condiciones de fermentacion favorables para el crecimiento de la levadura S. cereivisiae,
el contenido de etanol puede aumentar de un 3.5-5%m/v. Esto sugiere que las condiciones
experimentales fueron adecuadas para la produccion de etanol, la concentracion de
azlcares fermentables disponibles permitié que la levadura metabolizara eficientemente,
generando etanol en concentraciones cercanas a las esperadas (Raharja, et al., 2019).

Al comparar las curvas de concentracion de biomasa y etanol en el tiempo de
fermentacion, para todos los tamafos de inoculo inicial para esta cepa de levadura comun,
se pudo observar un comportamiento asociado; es decir a medida que aumentaba la
concentracion de biomasa también aumentaba la concentracién de etanol, llegando al
mismo tiempo a una estabilizacion. Se puede inferir que este comportamiento se dio debido
a la ruta metabdlica de las levaduras, dado a que se ha establecido segun estudios anteriores
que su crecimiento y generacion de producto van de la mano, cuando la levadura crece,
fermenta los azlicares para generar energia y a su vez genera subproductos como el etanol
y dioxido de carbono. Se mantiene esta relacion hasta que el crecimiento de las levaduras
se detiene debido a la acumulacion del etanol, lo que detiene el crecimiento de las levaduras
dado a que la generacion de producto es asociada a su metabolismo (Castafieda, 2019).

En las figuras de la 10 a la 14 se pueden observar las curvas de concentracion de
azlcares, biomasa y etanol en funcion del tiempo de fermentacion para los distintos
tamanos de in6culo inicial para la cepa de cepa de levadura SA-1. Se observd la misma
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tendencia de disminucién de la concentraciéon de los azucares y aumento de la
concentracion de biomasa y etanol que se observo con la cepa de levadura comin. A
diferencia, se pudo observar que para estd cepa el cambio de concentracion de azicares
durante las primeras 6h de fermentacion fue menos abrupto a comparacion de la cepa de
levadura comun, este resultado podria indicar que esta cepa de levadura le costé mas tiempo
adaptarse a las condiciones del medio de fermentacion, que su tiempo de activacion fue
mas lento a comparacion de la cepa de levadura comtn o incluso que tiene una mayor
dificultad en convertir los azlicares presentes en la melaza en etanol. Llegando a
concentraciones finales de azucares fermentables del 1.149g/mL para indculo inicial del
1%m/v, 1.379g/mL para 3%m/v, 1.136g/mL para 5%m/v, 0.772g/mL para 7%m/v y
0.727g/mL para 10%m/v.

De igual manera en las figuras de la 10 a la 14, se puede observar que la biomasa fue
aumentando de manera mas lenta durante las primeras 6h de fermentacion presentando el
mismo comportamiento de generacion de biomasa asociado a la generacion de etanol,
siendo el mismo comportamiento observado para la cepa de levadura comun. A diferencia
para esta cepa de levadura, tanto la concentraciéon de biomasa y etanol se estabilizd en
tiempos no tan distintos para los diferentes tamanos de indculo inicial, siendo estos tiempos
de 18h para los tamanos de indculo inicial de 1%, 3% 5% y 10%m/v, y para un tamafio de
inoculo inicial del 7%m/v fue a las 12h.

Esto indica que para estd cepa de levadura, la concentracion inicial de células de
levadura no influyé notablemente en la dindmica de crecimiento, por lo tanto, se puede
inferir que el metabolismo de estd cepa de levadura tiene una capacidad de regulacion
metabolica que le permite mantener un consumo de azucares, produccion de biomasa y
etanol relativamente constante sin depender de la cantidad inicial de células. Llegando a
concentraciones finales de biomasa del 0.035g/mL para un indculo inicial del 1%m/v,
0.0498g/mL para 3%m/v, 0.0778g/mL para 5%m/v, 0.124g/mL para 7%m/v y 0.168g/mL
para 10%m/v, mostrando un comportamiento de aumento de la concentracion de biomasa
generada al final del proceso de fermentacion con el aumento del tamafio de inoculo inicial,
esto debido a al aumento de la cantidad de células presentes en la fermentacion que tuvieron
la capacidad de crecer y generar mayor cantidad de biomasa (Ginovart, ef al., 2011).

Otro aspecto que se puede comparar es la concentracion de etanol alcanzado a las 30h
de fermentacion para la cepa SA-1 segin los diferentes tamafios de indculo inicial
estudiados, las cuales fueron de 11.57%m/v para un tamafo de inoculo inicial del 1%m/v,
11.75%m/v para indculo inicial del 3%m/v, 11.92%m/v para un tamafio de indculo inicial
del 5%m/v, 10.32%m/v para inoculo inicial de 7%m/v y 12.22%m/v para indculo inicial
del 10%m/v. En base a estos resultados se puede observar que la concentracion de etanol
para estd cepa si presentd el comportamiento de aumentar a medida que aumentaba el
tamano de indculo inicial, a excepcidn del tamafio de inoculo inicial del 5%m/v para el cual
se obtuvo la menor concentracion de etanol. No obstante, la concentracion de etanol se
mantuvo en un rango de 11.57%m/v a 12.22%m/v siendo una diferencia baja de 0.65%m/v,
esto indica que la cepa SA-1, un mayor tamafio de in6culo inicial permite generar mayores
concentraciones de etanol.
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Sin embargo, la concentracion de etanol no fue tan distinta a la obtenida con la cepa de
levadura comun, para la cual la mayor concentracion de etanol obtenida fue de 12.66%m/v.
Lo que sugiere que ambas cepas de levadura tienen una capacidad similar para fermentar
los azucares presentes en el medio de fermentacion de melaza. No obstante, la cepa SA-1
permitié6 mantener una generacion de etanol mas consistente, sin importar el tamafio de
indculo inicial y tarda mas tiempo en llegar a las mismas concentraciones de etanol a
comparacion con la otra cepa. Esto también podria indicar que la cepa SA-1 podria tener
una mayor dificultad para procesar los azucares.

En un estudio realizado por Contreras et al., 2022, en el que también compararon las
cepa de levadura comin y SA-1 para la produccion de etanol utilizando melaza de cafia de
azlcar, encontraron que la cepa de levadura comln tuvo una mayor produccion de etanol
en comparacion con la cepa SA-1. Es importante destacar, que, en el estudio citado, los
valores de etanol reportados fueron después del proceso de destilacion, pero mencionan
que la diferencia en la produccion de etanol entre ambas cepas fue del 5%m/v.

Comparando con los resultados obtenidos para este estudio, la diferencia para la
produccion mas alta de etanol obtenida con ambas cepas fue del 0.44%, siendo de igual
manera la cepa de levadura comin la que mostré la mayor concentraciéon de etanol
producido (12.66%m/v) a comparacion de la cepa SA-1 (12.22%m/v). Esta diferencia
obtenida con el estudio anterior se pudo haber generado por diferencias en las condiciones
de fermentacion, como la temperatura en donde para el estudio se mantuvo en 35°C y el
tamano de indculo inicial del estudio que fue del 5%m/v e incluso la calidad de la melaza
de cafia de azucar podrian ser factores que generaron esa mayor diferencia entre ambas
cepas en el estudio previo y las condiciones experimentales utilizadas en este experimento
favorecieron el crecimiento y produccion de etanol de mejor manera para ambas cepas de
levadura.

En los Cuadros 6 al 10 se pueden observar las ecuaciones de generacion de biomasa,
consumo de sustrato y generacion de producto propuestas para modelar la cinética del
proceso de fermentacion de la cepa de levadura comun y en los cuadros del 11 al 15 para
la cepa SA-1, a los distintos tamafios de indculo inicial (1%, 3%, 5%, 7% y 10%m/v
respectivamente). Se propusieron distintas ecuaciones para la generacion de biomasa, entre
ellas se propuso la ecuacion de Monod modificada para inhibicion por generacion de
producto para cierto intervalo de tiempo y la ecuacion de LuedeKing Pirete para otro
intervalo de tiempo que fue variando segln el tamafio de in6culo inicial, esto para poder
ajustar de mejor manera el modelo matematico a los datos experimentales. El uso de dos
modelos cinéticos para ajustar el comportamiento de la concentracion de biomasa a lo largo
del tiempo de fermentacion permitié obtener un enfoque mas completo para describir tanto
el crecimiento celular como la produccién de etanol.

Estudios como el de Garnier & Gaillet en 2015, en el cual se realiz6é una investigacion
sobre fermentaciones, han demostrado que una combinacion entre modelos cinéticos de
Monod y LuedeKing Pirete, para relacionar el crecimiento microbiano y la sintesis de
bioproductos, permitié un analisis mas completo del proceso fermentativo. Esto debido a
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las debilidades del modelo de Monod para poder predecir la complejidad dinamica del
sistema fermentativo, dado que al ser sistemas bioldgicos se ven influenciados por las
condiciones de fermentacion y el tipo de microorganismo. Ademas, esto sugiere que el
proceso de fermentacion para ambas cepas de levadura, en todos los tamafios de in6culo
inicial, la produccion de biomasa y metabolitos por parte de las células de levadura no fue
de manera estrictamente proporcional a lo largo de todo el proceso fermentativo.

De igual manera en los cuadros indicados anteriormente de 6 al 10 para la cepa de
levadura comun y 11 al 15 para la cepa SA-1, se puede observar que se propuso las
ecuaciones del modelo de Monod para describir el cambio de concentracion de azlcares
durante el proceso de fermentacién. Sin embargo, se agregd un ajuste para mejorar la
precision del modelo para describir el consumo de sustrato bajo las condiciones
experimentales. Anadir este término adicional distinto para cada cepa y tamafio de indculo
inicial, sugiere que los factores relacionados con el metabolismo de los azlcares y
generacion de etanol fueron distintos para cada cepa y tamafios de indculo inicial, esto
posiblemente por sus diferencias metabdlicas.

Igualmente, en los mismos cuadros mencionados en el parrafo anterior, se puede
observar las ecuaciones utilizadas para describir el cambio de concentracion de etanol en
funcion del tiempo de fermentacion, para lo cual también se utilizaron las ecuaciones del
modelo de Monod, para un intervalo de tiempo, de igual manera con ajustes para mejorar
la precision del modelo. A diferencia, para estas ecuaciones, para un intervalo de tiempo se
indic6 una constante que fue variando segtn la cepa y el tamafio de indculo inicial, lo cual
indicaba el tiempo en el cual la produccion de etanol alcanz6 una fase estable o estacionaria,
y por lo tanto la concentracion de etanol ya no dependia de la concentracion de sustrato o
crecimiento celular, sino que seguia una velocidad constante. El hecho de que este
parametro constante variard entre 0 y 0.31 con distintos intervalos de tiempo para cada cepa
y tamaio de indculo inicial, sugiere un comportamiento de produccion de etanol entre cepas
y tamafios de indculo inicial variable, lo que se puede relacionar con la capacidad de
adaptacion distinta de las células de cada cepa al medio de cultivo y resistencia al aumento
de la concentracion de etanol.

Por ultimo, en cuanto a la ecuacion propuesta para la velocidad de crecimiento, también
se establecid basada en el modelo de Monod ajustando la concentracion de sustrato segun
la concentracion final de azicares obtenida para cada cepa, a cada tamafio de indculo
inicial. Dichos valores obtenidos fueron variados, los cuales comparando con las gréaficas
de concentracion de azucares en el tiempo, se pudo observar que la relacion de
concentracion final de azucares con respecto al tamafio de indculo inicial no siguié un
comportamiento lineal, es decir, a medida que aumenta el tamafio de inoculo inicial la
concentracion final de azucares no fue menor indicando que se consumi6é menor cantidad
de azucares, esto solo para indculos de 1, 3 y 5%m/v; a diferencia para tamafos de inoculos
iniciales mayores del (7% y 10%m/v) el consumo de azucares fue mayor, siendo el indculo
del 10%m/v la que presentd el mayor consumo de azlcares para ambas cepas de levadura.
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Este comportamiento sugiere que el aumento del tamafo de indculo inicial no genero
un consumo mas eficiente del sustrato posiblemente por competencia de nutrientes o estrés
celular y por lo tanto, existe una relacion compleja entre el tamafio de indculo inicial y la
cinética de consumo de sustrato (Liu, 2013). Siendo estos valores de concentracion final de
azucares de para la cepa de levadura comtin de 0.946g/mL para indculo 1%m/v, 1.042g/mL
para 3%m/v, 1.528 g/mL para 5%m/v, 0.943 g/mL para 7%m/v y 0.484g/mL para 10%m/v;
para la cepa SA-1 1.1g/mL, 1.38g/mL, 1.14 g/mL, 0.776g/mL y 0.682g/mL
respectivamente para cada tamafio de indculo inicial.

Ademas del comportamiento observado en las figuras de la 8 a la 17, es importante
mencionar que, aunque las graficas de consumo de sustrato, generacion de etanol y biomasa
muestran una relacion clara entre estos parametros, dado que la cantidad de sustrato
consumida no corresponde al total de biomasa y etanol generado en cada punto de la
fermentacion analizado a las distintas horas. Este comportamiento observado se pudo deber
a que una parte del sustrato es utilizado para el mantenimiento celular de las levaduras,
principalmente para producir energia para funciones metabolicas esenciales, respiracion
celular y bombeo de iones, siendo funciones que no se convierten en biomasa o producto.
Ademas, otra parte del sustrato también pudo ser utilizada por las células de levadura para
la generacion de subproductos, los cuales posiblemente pudieron formarse como acidos
organicos, glicerol, entre otros (Boshagh, et al., 2022; Guerrero, 2013). Cabe destacar que
la variabilidad en el método de cuantificacion de biomasa, especificamente mediante peso
seco, pudo haber introducido incertidumbre experimental, lo que a su vez pudo contribuir
a las diferencias observadas en la relacion entre biomasa generada y sustrato consumido.

Los parametros cinéticos obtenidos para cada tamafio de indculo inicial para la cepa de
levadura comun se pueden observar en el Cuadro 16 y para la cepa SA-1 se pueden observar
en el Cuadro 17. El primer parametro que se puede observar es la velocidad maxima de
crecimiento especifica (yax), €n donde para la cepa de levadura comun se obtuvo una
disminucién de la velocidad maxima de crecimiento a medida que aumentaba el tamaiio de
inoculo inicial siendo la mayor velocidad maxima de crecimiento de 0.56 h! para un
tamafio de indculo del 1%m/v y la menor obtenida de 0.35 h™! para 7 y 10%m/v. Este
comportamiento podria relacionarse con el tiempo de duplicacion de las células de
levadura, siendo este tiempo menor a medida que aumento el tamafio de indculo inicial,
posiblemente por la mayor cantidad de células activas presentes; volviéndose indiferente
para tamafos de indculo inicial mayores al 7%m/v donde ya no se observo un cambio en
este parametro (Castafieda, 2019).

A diferencia, para la cepa SA-1 no se observo el mismo comportamiento, la menor
velocidad maxima de crecimiento fue de 0.241 h™' para el indculo del 1%m/v y la mayor de
0.359 h'' para 7%m/v y 10%m/v, pero para 3% y 5%m/v si fue menor en relacion al 1%m/v,
siendo de 0.221 h'!. Esta variaciéon en el comportamiento del parametro cinético para la
cepa de levadura sugiere que su metabolismo puede ser mas complejo. A tamafios de
in6culo inicial mas grandes, la velocidad de crecimiento disminuye hasta cierto punto, pero
a partir de un tamafio de inoculo del 5% m/v, la velocidad de crecimiento vuelve a aumentar.
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Sin embargo, no se observa un incremento significativo en la velocidad de crecimiento
entre los indculos del 7%m/v y el 10%m/v, lo que podria indicar que la capacidad de
crecimiento de la cepa alcanza su limite en esos tamafios de indculo.

Comparando los valores de velocidad maxima de crecimiento obtenidos para ambas
cepas de levadura en todos los tamafios de inoculo inicial, con datos teoricos, se ha
establecido que valores tipicos para esté parametro cinético pueden variar entre 0.2-0.6 h°
I, Siendo valores dentro de los cuales se encuentran los obtenidos de manera experimental
en este estudio (Castafieda, 2019).

De igual manera en los cuadros 16 y 17 se pueden observar las constantes de afinidad
al sustrato (K) obtenidas para cada cepa, a cada tamafio de inoculo inicial, siendo estos
valores de 8.08-8.90g/mL; a diferencia para la cepa SA-1 se obtuvieron valores entre 6.92-
7.81g/mL. Se obtuvieron valores menores de constante de afinidad para la cepa SA-1, lo
cual indica que esta cepa de levadura presentd una mayor afinidad a los azlicares presentes
en la melaza de cana de azicar a comparacion de la cepa de levadura comun, para la cual
se obtuvieron valores de Ks mayores. Sin embargo, al comparar con valores teoricos de
estudios previos realizados sobre fermentacion de melaza de cafa de azdcar utilizando S.
cerevisiae, los valores obtenidos son variados, siendo estos de 79g/L, 0.0032¢g/L, 6.88g/L
segun distintos estudios realizados por Sulaiman, et al., 2022; Putra & Abasaeed en 2018.
Siendo valores distintos a los obtenidos en este estudio. Por lo que es importante destacar
que, este parametro cinético no se pudo comparar directamente con valores tedricos de
estudios previos, debido a que se este se puede ver influenciado por la composicion variable
de la melaza de cafia de azucar, asi como por las variaciones en las condiciones de
fermentacion (Castafieda, 2019).

Comparando el pardmetro de rendimiento instantaneo de biomasa en relacion al
sustrato, se puede en el Cuadro 16 que los valores obtenidos para los distintos tamafios de
inoculo inicial para la cepa de levadura comuin fueron variados, siendo el mas alto de
0.832g/g para un tamano de indculo inicial del 3%m/v y el mas bajo de 0.206g/g para los
tamafios de in6culo inicial del 7% y 10%m/v, lo cual indica que para los dos tamafios de
inoculo inicial mayores el 7%m/v el rendimiento de biomasa no se ve influenciado por el
tamano de inoculo inicial.

Sin embargo, el mayor rendimiento para el inoculo inicial del 3%m/v sugiere que, a
este tamano de inoculo inicial, el consumo del sustrato se utilizo en mayor proporcion para
la generacion de biomasa a comparacién de los tamafios de indculo mayores, donde la
mayor densidad de células pudo generar una saturacién de las condiciones de cultivo
disminuyendo el rendimiento instantaneo de biomasa. Ademas, el hecho de que el
rendimiento fuera mayor en una concentracion intermedia de indculo inicial sugiere que el
equilibrio entre la cantidad de células y nutrientes disponibles fue mas favorable para la
generacion de biomasa, mientras que un indculo demasiado alto pudo haber inducido estrés
por exceso de biomasa y productos inhibitorios, en este caso el etanol.
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A diferencia para la cepa SA-1, el rendimiento instantdneo de biomasa con relacion al
sustrato (Yyxs), los cuales se pueden observar en el Cuadro 17, el mayor obtenido fue de
0.223 g/g para un tamafio de indculo inicial del 1%m/v posteriormente el rendimiento fue
disminuyendo a medida que aumentd el tamafio de indculo inicial, siendo el menor
obtenido de 0.164g/g para 5%, 7% y 10%m/v. Este comportamiento distinto para estd cepa
sugiere que estd cepa pudo presentar una respuesta metabolica distinta comparada con la
cepa de levadura comun, disminuyendo el rendimiento de uso del sustrato para la
generacion de biomasa a mayor densidad celular, posiblemente por una mayor competencia
de nutrientes. Esto es coherente con estudios que han demostrado que, en ciertos casos,
tamanos de inoculo muy altos pueden llevar a la reduccioén del rendimiento, ya que el
ambiente se vuelve menos favorable para el crecimiento celular debido a la acumulacion
de productos de desecho y la disminucion de nutrientes clave de manera mas rdpida
(Alvarez, et al., 2010).

Segun estudios previos realizado por Ghorbani & Youseni en 2013, el rendimiento
teorico de biomasa con respecto al sustrato, para la produccion de etanol a partir de melaza
de cafa de azucar suele estar entre 0.2-0.50 g de biomasa/g de sustrato consumido, siendo
valores dentro de los cueles se encuentran los obtenidos para la cepa de levadura comun;
No obstante, los obtenidos para la cepa SA-1 fueron menores, lo cual se puede deber a que,
este pardmetro depende de la cepa y las condiciones de fermentacion.

El rendimiento instantaneo de producto con relacion a la biomasa (Ypy) obtenido para
la cepa de levadura comun fueron valores cercanos entre si independientemente del tamaiio
de inoculo inicial, siendo estos valores entre 0.606g/g a 0.746g/g, siendo el mayor
rendimiento obtenido para el tamafio de indculo inicial del 7%m/v. Por lo tanto, el tamafio
de in6culo del 7%m/v parece haber permitido un equilibrio mas efectivo entre el
crecimiento celular y la produccion de etanol, maximizando el rendimiento instantaneo de
biomasa con respecto al producto, aunque no generd la mayor cantidad de etanol.

El menor rendimiento instantaneo de biomasa en relacion al rendimiento instantdneo
de sustrato sugiere que, en ese tamafio de indculo, una mayor proporcion del sustrato fue
utilizada para la sintesis de producto, en este caso etanol, en lugar de para generar mas
biomasa. Esto indica que las células priorizaron la produccion de etanol sobre su propio
crecimiento. A diferencia, para la cepa SA-1 los valores de rendimiento instantaneo de
biomasa en relacion al producto fueron mas dispersos, siendo el mayor obtenido de 0.96g/g
para un inoculo inicial de 10%m/v y el menor de 0.101 para 3%m/v, sin seguir una
tendencia con respecto al tamafio de inoculo inicial. Esto indica que para la cepa SA-1 el
in6culo del 10%m/v permitid6 maximizar el rendimiento instantdneo de biomasa con
relacion al producto, y de igual manera que la cepa de levadura comun, su menor
rendimiento de biomasa con respecto al sustrato sugiere que posiblemente esta cepa, a este
tamano de indculo inicial también priorizo la generacion de producto en lugar de biomasa.

Comparando estos valores obtenidos con experimentos previos realizado por Muiliz, et
al, en 2013, el rendimiento instantdneo de biomasa en relacion al producto puede variar
entre 0.16g/g a 1.5g/g, siendo de igual manera valores dentro de los cuales se encuentran
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los obtenidos de manera experimental, indicando que las condiciones experimentales
fueron adecuadas y las variaciones se deben a diferencias en las condiciones de
fermentacion como temperatura y cepas de levadura, asi como diferencias en la
composicion de la melaza.

Dentro de los parametros cinéticos también se determind la constante de inhibicion por
generacion de producto (Kp), siendo estos valores variados para ambas cepas. Para la cepa
de levadura comtin, como se puede observar en el Cuadro 16, el menor valor de Kp obtenido
fue de 0.024g/g para un in6culo inicial del 1%m/v y el mayor valor de 1.596g/g para un
tamafio de inoculo del 3%m/v, lo que indica que a mayor tamafio de indculo inicial se
inhibido mas rapido el crecimiento por la generacion del etanol; lo cual no es consistente
con lo observado en las graficas, dado a que el in6culo del 1%m/v para ambas cepas,
presentd una fase estacionaria en menor tiempo, por lo que este parametro también se pudo
ver influenciado por otros factores de crecimiento celular (Liu, 2013).

A diferencia para la cepa SA-1, los valores de constante de inhibicidon por generacion
de producto fueron mayores, siendo estos entre 0.2g/g a 0.464g/g, como se pueden observar
en el Cuadro 17, lo que indica que esta cepa de levadura presenta una menor tolerancia a la
generacion de etanol a comparacion de la cepa de levadura comun. Sin embargo, los valores
obtenidos son mayores al rango de 0.05g/g - 0.15g/g indicados en la teoria como valores
tipicos al cual se genera la inhibicion del crecimiento de las levaduras por generacion de
etanol. Lo que sugiere que posiblemente ambas cepas de levaduras son mas sensibles a la
generacion de etanol, pero es importante considerar que las variaciones también se pueden
deber a las diferencias en las condiciones de fermentacion y caracteristicas de la melaza
utilizada (Liu, 2013).

Por ultimo, en los cuadros 16 y 17, se puede observar el coeficiente asociado a la
produccion no asociada al crecimiento () y coeficiente asociado a la produccion asociada
al crecimiento («) para cada cepa de levadura respectivamente, siendo estos valores muy
variados entre cepas y entre tamafios de indculo inicial. Sin embargo, los valores obtenidos
para el coeficiente asociado a la produccion asociada al crecimiento (), para ambas cepas
en todos los tamafios de indculo inicial fueron mayores a cero y los valores del coeficiente
asociado a la produccidén no asociada al crecimiento, cercanos a cero. Indicando que la
generacion de etanol estd principalmente asociada al crecimiento. Un coeficiente asociado
a la produccién no asociada al crecimiento negativo, obtenido para algunos tamafios de
indculo inicial para ambas cepas de levadura, indica que la produccion de etanol esta ligada
al crecimiento celular, lo cual concuerda con lo observado en las graficas de
comportamiento de concentracion de biomasa y etanol en funcion del tiempo de
fermentacion (Liu, 2013).

En las figuras de la 15 a la 19 se pueden observar el ajuste del modelo cinético a los
datos experimentales para la cepa de levadura comun, para cada tamafio de inoculo inicial
del 1%, 3%, 5%, 7% y 10%m/v respectivamente. Como se puede observar en las graficas,
las ecuaciones propuestas para modelar el cambio de concentracion de biomasa, sustrato y
etanol en el tiempo de fermentacioén permitieron un ajuste adecuado para la mayoria de los
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datos experimentales, obteniendo coeficientes de determinaciéon (R?) cercanos a uno que
varian entre 0.849 a 0.996, lo que indica una adecuada prediccion del modelo matematico
establecido a los datos experimentales (Chico, et al., 2021).

Para la cepa SA-1, el ajuste del modelo cinético a los datos experimentales para cada
tamano de inoculo inicial se puede observar en las figuras de la 20 a 24. De igual manera
se puede observar que las ecuaciones propuestas para modelar el cambio de concentracion
de biomasa, sustrato y etanol en el tiempo de fermentacion permitieron un ajuste adecuado
para la mayoria de los datos experimentales. Sin embargo, se obtuvieron coeficientes de
determinacion (R?) maés lejanos a 1 para algunos ajustes cinéticos para esta cepa,
principalmente para biomasa, siendo estos valores entre 0.85 a 0.89, lo que indica una
menor precision del modelo matematico establecido para todos los tamafios de indculo
inicial para estd cepa. Estas discrepancias obtenidas entre los datos experimentales y el
ajuste del modelo sugiere una limitacion del modelo matematico para describir ciertos
fendmenos complejos, como la fase de adaptacion de la levaduras, siendo la fase en donde
se observo menor ajuste entre los datos experimentales y el modelo matematico (figuras de
la 15 a la 24), principalmente para la cepa SA-1 (Chico, et al., 2021).

Ademas del coeficiente de determinacion, se determind el error medio cuadratico entre
los datos experimentales y los predichos por el modelo cinético, siendo valores variados
obtenidos entre cepas y tamanos de indculo inicial. Sin embargo, se puede observar que los
mayores errores obtenidos fueron para la concentracion de sustrato para la cepa de levadura
comun y para la concentracion de biomasa para la cepa SA-1. Siendo los valores mas altos
obtenidos de 0.851 para concentracion de sustrato para la cepa de levadura comuin a un
tamano de indculo inicial del 7%m/v y 2.09 para concentracion de biomasa para la cepa
SA-1 a un tamafio de in6culo inicial de igual manera del 7%m/v.

El error obtenido pudo estar influenciado por varios factores, incluyendo las variaciones
en las mediciones experimentales, como las imprecisiones y la variabilidad inherente del
proceso experimental. Principalmente por la dificultad de retirar la biomasa de los botes de
la centrifuga debido a la alta viscosidad por la melaza de cafia de azlcar y posibles
imprecisiones del HPLC. Ademas, el modelo matematico se basa en suposiciones
simplificadoras que no reflejan completamente la realidad del sistema estudiado, lo que
pudo causar diferencias. Dado que se trata de un sistema bioldgico, la variabilidad y el
ruido en los datos experimentales son inevitables y estas variabilidades no son capturadas
por completo por el modelo matematico (Frost, 2022).

En el Cuadro 18, se pueden observar los rendimiento globales de etanol por biomasa,
rendimiento de biomasa por sustrato, rendimiento de producto por sustrato y las
productividades para la cepa de levadura comun a los distintos tamafios de inoculo inicial.
Se puede observar que todos los rendimiento y productividades fueron aumentando a
medida que aumentaba el tamafio de indculo inicial hasta el tamafio de indculo inicial del
7%m/v, luego volvid a disminuir para un tamafo de indculo inicial mayor, siendo del
10%m/v. Esto indica que un aumento en el tamafio de indculo inicial si puede favorecer
hasta cierto punto la actividad metabolica y el crecimiento celular, probablemente debido a
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la mayor cantidad de células disponibles que permitid6 mejorar el rendimiento de
fermentacion.

Sin embargo, a concentraciones iniciales de indculo mayores, como 10%m/v para esta
cepa, la densidad celular gener6 efecto negativos, probablemente por la mayor competencia
de nutrientes, generando menores rendimiento y productividades. Siendo el menor
rendimiento de biomasa por sustrato, rendimiento de producto por sustrato y productividad
obtenidas de 0.00166g/, 0.000831g/g, 0.501g/g y 2.11%m/v h™! respectivamente para el
tamafio de indculo inicial del 10%m/v y los mayores obtenidos de 0.00546g/g, 0.00361¢g/g,
0.661g/g y 2.224 %m/v h'! respectivamente para el tamafio de indculo del 7%m/v,
indicando que este tamafio de inoculo inicial permite maximizar los rendimientos y
productividades de generacion de etanol a partir de melaza de cafia de azucar utilizando
estd cepa de levadura, alcanzando una concentracion final de etanol del 11.82%m/v,
pudiendo considerar de igual manera el tamafio de indculo inicial del 5%m/v dado a que
present6 rendimientos y productividades similares a las obtenidas con in6culo del 7%m/v
pero con mayor generacion de etanol (12.66%m/v) (Kaur, et al., 2020).

Los rendimientos de etanol por biomasa, biomasa por sustrato, producto por sustrato y
productividades globales obtenidas para la cepa SA-1 se pueden observar en el Cuadro 19.
Para esta cepa si se obtuvo un aumento de los rendimientos y productividades a medida que
aumentaba el tamafio de inoculo inicial, con una variacion distinta para el tamafo de
inoculo inicial del 3%m/v donde se presentd una disminucion de estos parametros. Este
comportamiento distinto a la cepa de levadura comtn indica que la cepa SA-1 se ve
mayormente afectada por el tamafio de indculo inicial, probablemente para este tamafio de
inoculo inicial el aumento de la concentracion de células aumento la actividad de las células
de levadura generando un aumento en los rendimientos y productividades sin verse afectada
negativamente por competencia de nutrientes a mayores concentraciones iniciales de
indculo.

Siendo el menor rendimiento de biomasa por sustrato, producto por sustrato y
productividad obtenida de 0.00216g/g, 0.00143g/g, 0.663g/g y 0.816 %m/v h’!
respectivamente para el menor tamafio de indculo inicial del 1%m/v; y los mayores
obtenidos de 0.00554g/g, 0.0038g/g, 0.686g/g y 1.112%m/v h™! respectivamente para el
mayor tamafo de inéculo inicial del 10%m/v. Lo cual indica que para la cepa SA-1 el
tamafio de indculo inicial del 10%m/v permite maximizar los rendimientos y productividad
del proceso de fermentacion, generando una concentracion de etanol del 12.22%m/v. Otro
aspecto que se puede observar es el menor rendimiento de biomasa con respecto a producto
comparado con los rendimientos de producto con respecto al sustrato, lo cual es indicativo
que durante el proceso fermentativo se priorizo la generacion de etanol en lugar de la
generacion de biomasa (Kaur, et al., 2020).

Como se puede observar segtn los resultados del analisis ANOVA en el Cuadro 20, se
establecié como hipotesis nula que no existe una diferencia significativa entre los dos
ensayos realizados por tamafio de indculo y cepa de levadura, y como hipétesis alterna que
si existe una diferencia significativa. La variacion por replicacion del experimento no fue
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significativa, debido a que se obtuvo un valor F de 4.789E.6, con un valor P de 1, lo que
indica que no se obtuvo una diferencia relevante entre las corridas experimentales para este
rendimiento y, por lo tanto, la variabilidad entre los resultados de cada corrida no influyd
de manera significativa en los resultados, por lo tanto, se acepta la hipotesis nula.

A diferencia, la variacién por tratamientos (tamafio de inoculo inicial y cepa de
levadura) si fue altamente significativa, debido a que se obtuvo un valor F de 44.889 y un
valor P de 4.66E-7, siendo menor al nivel de significancia (0.05). Lo cual indica que los
distintos tamafios de inoculo inicial y cepas de levadura evaluadas si tuvieron un impacto
significativo para el rendimiento de etanol por biomasa.

Ademas, el valor critico para los tratamientos obtenidos fue de 3.682, siendo menor al
valor F, lo cual confirma la diferencia observada es estadisticamente significativa,
aceptando la hipoétesis alterna. Por lo tanto, el andlisis sugiere que las condiciones
experimentales de tamafio de indculo inicial y cepa de levadura si tiene un impacto
significativo en la produccion de etanol, mientras que la variacion por réplicas fue minima.
Destacando seleccionar el tamafo de inodculo inicial y cepa de levadura es importante para
maximizar el rendimiento de etanol (Kim, 2017).

De igual manera en el en el Cuadro 20, se puede observar que el andlisis de varianza
para el rendimiento de biomasa por sustrato se obtuvo una tendencia similar a los
observados con el rendimiento de etanol por biomasa. La variacion por replicacion no fue
significativa, con un valor F de 1.347E-5, un valor P de 1 y un valor critico de F de 3.056,
lo que indica nuevamente que no se tuvo diferencias relevantes entre las corridas
experimentales, aceptando la hipotesis nula. De igual manera para la variacion por
tratamientos (tamafios de indculo inicial y cepa de levadura), con un valor F de 44.805, un
valor P de 4.17E-7 y un valor critico de F de 3.682. Indicando de igual manera que los
distintos tamafios de indculo y las cepas de levadura tuvieron un efecto significativo en el
rendimiento de biomasa por sustrato, similar al impacto observado en el rendimiento de
etanol (Kim, 2017).

También se obtuvo el mismo comportamiento para el rendimiento de producto por
sustrato para la variacion por replicacion, con un valor F de 0.00596 menor al valor critico
de F de 3.056 indicando poca diferencia entre los resultados obtenidos por replicacion; y el
mismo comportamiento para la variacion por tratamiento con un valor F de 15.185, mayor
al valor critico de F de 3.682 (Kim, 2017).

A diferencia, para la productividad el andlisis de variacion por tratamientos se obtuvo
un valor F de 0.164 siendo menor al valor critico de F que fue de 3.179 y el valor P de
obtenido fue de 0.994, lo que indica que no hay diferencias estadisticamente significativas
en productividad entre los tratamientos evaluados (es decir, entre los distintos tamanos de
indculo o cepas de levadura), aceptando la hipdtesis nula. Esto podria sugerir que la
productividad se mantiene estable frente a los cambios en tamafio de inoculo o tipo de cepa
(Kim, 2017).
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Para el tiempo de obtencion de la concentracion maxima de etanol, se establecié como
hipotesis nula que no habia diferencia significativa en la concentracioén de etanol a las 30h
de fermentacion entre los diferentes tamafios de indculo inicial y cepa de levadura. Como
hipotesis alternativa, se establecié que si habia diferencia significativa en la concentracion
de etanol a las 30 horas dependiendo del tamafio de in6culo o la cepa de levadura. Se obtuvo
un valor F de 0.993, siendo menor al valor critico de F de 2.46 y un valor P de 0.479 siendo
mayor que 0.05. Por lo tanto, no se puede rechazar la hipdtesis nula, lo que significa que
ni el tamafio del indculo inicial, ni la cepa de levadura generaron un efecto significativo en
la concentracion de etanol obtenida a las 30 horas de fermentacion.
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1.

IX. CONCLUSIONES

Se formulé un medio de fermentacién a base de melaza de cafia de azucar con
concentraciones promedio de azucares totales del 18.83+0.22%m/v para la cepa de
levadura comtn y 18.5540.17% m/v para SA-1, y urea como fuente de nitrégeno a
concentraciones de 1.02+0.041%m/v y 1.05+0.034%m/v respectivamente para cada
cepa. Los pH promedio fueron de 5.95 +0.01 y 5.97 = 0.01, respectivamente para cada
cepa, condiciones que se encuentran dentro de los rangos de estudios previos y permitio
obtener concentraciones de etanol del 10.33-12.75%m/v para cepa de levadura comun
y 11.57-12.22%m/v para la cepa SA-1, variando seglin el tamafio de indculo inicial.

Se logré cuantificar la concentracion de azucares fermentables y biomasa a lo largo del
proceso de fermentacion para cada tamafio de ino6culo y cepa de levadura. En el caso
de la cepa de levadura comun, las concentraciones finales de azucares fermentables
oscilaron entre 0.484-1.528 %m/v y las de biomasa entre 0.0346-0.115 g/mL,
mostrando un incremento en biomasa con tamafios mayores de indculo. Sin embargo,
el consumo de azlicares no presentd una tendencia clara, sugiriendo que factores como
la acumulacién de productos inhibidores, como etanol, pueden influir mas que el
tamano del inoculo inicial. Por otro lado, la cepa SA-1 mostré concentraciones finales
de azucares fermentables entre 0.727-1.149 %m/v y de biomasa entre 0.035-0.168
g/mL, evidenciando un comportamiento similar. Ambas cepas lograron concentraciones
finales de etanol comparables, siendo las maximas 12.75 %m/v (indculo 3 %m/v) para
la cepa comin y 12.22 %m/v (indculo 10 %m/v) para SA-1. Finalmente, los tamafios
de inoculo inicial de 7 %m/v para la cepa comln y de 10 %m/v para SA-1 permitieron
maximizar tanto los rendimientos, como las productividades globales, alcanzando
valores de hasta 0.661g etanol/g sustrato y 2.224 %m/v h™! para la cepa comun, y 0.686g
etanol/g sustrato y 1.212 %m/v h™' para la cepa SA-1.

Se identificoé que el tamano de in6culo inicial no influy6 en el tiempo en el cual se
obtuvo la mayor produccion de etanol, ya que se observo que la mayor concentracion
de etanol se alcanz6 a las 30 horas de fermentacion para todos los tamafos de indculo
inicial y para ambas cepas. El andlisis estadistico realizado mediante ANOVA arroj6 un
valor F de 0.99, un p-valor de 0.50, y un valor critico de F de 3.17, lo que indica que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre los tamafios de in6culo en
relacion con la concentracion de etanol a las 30 horas. Esto sugiere que el tiempo
necesario para la produccion maéxima de etanol puede depender mds de las
caracteristicas metabdlicas especificas de cada cepa y de las condiciones del medio de
fermentacion, en lugar de la cantidad inicial de microorganismos. Por lo tanto, el
tamano de indculo inicial y cepa de levadura son variables independientes en cuanto al
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tiempo de produccion méaxima de etanol. Sin embargo, aunque no se encontré una
diferencia significativa en términos de concentracion de etanol a las 30 horas, el tamafio

de in6culo y la cepa si influyeron en otros aspectos del rendimiento y productividad del
proceso fermentativo.
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X. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios adicionales para evaluar el efecto de distintas
concentraciones de azlicares iniciales en el proceso fermentativo, utilizando ambas
cepas de levadura y el tamafio de indculo inicial identificado como el que brinda los
mejores rendimientos y productividades, para evaluar si variaciones en los niveles de
sustrato inicial generan cambios significativos en el rendimiento y productividad del
proceso fermentativo.

Realizar un estudio comparativo del proceso de fermentacion de melaza de cafia de
azlcar para ambas cepas a distintas temperaturas de fermentacion, para identificar el
efecto de la temperatura en el rendimiento y productividad del proceso para cada
levadura. Abarcando un rango de temperaturas adecuadas para S. cerevisiae, para
identificar la temperatura para cada cepa de levadura que permita maximizar la
produccion de etanol. Ademas, se sugiere investigar el impacto de la temperatura en la
cinética de crecimiento y la produccion de subproductos indeseados, como acidos
organicos, asi como la estabilidad de las enzimas involucradas en el proceso.

Se sugiere llevar a cabo una caracterizacion mas profunda de los elementos, como
cenizas presentes en la melaza de cafia de azdcar utilizada, incluyendo aminodcidos,
vitaminas y minerales, con la finalidad de identificar si se requiere de afadir otro
nutriente, aparte de una fuente de nitrégeno para el crecimiento eficiente de las
levaduras que permita mejorar el rendimiento del proceso fermentativo para obtener
etanol.

Se sugiere realizar un estudio comparativo de la fermentacion de melaza de cafia de
azucar utilizando ambas cepas con el tamafio de indculo inicial que presentd los mejores
rendimientos y productividades a mayor escala, con la finalidad de identificar posibles
cambios en la transferencia de masa que puedan influir en la cinética del proceso
fermentativo y contrastar con los resultados obtenidos a pequeia escala para obtener un
modelo cinético de mejor precision.

Se sugiere realizar un estudio adicional sobre la purificacion del etanol producido por
ambas cepas de levadura, utilizando métodos de evaporacion y destilacion, para
comparar la cantidad y concentracion de etanol purificado obtenido con cada cepa de
levadura y a cada tamafio de inoculo inicial.
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6. Se recomienda agregar un factor en el modelo cinético que considere el consumo de
sustrato utilizado para el mantenimiento celular, incorporandolo en las ecuaciones de
cinética de crecimiento y consumo de sustrato, para representar de manera mas precisa
la distribucion del sustrato entre la produccién de biomasa y etanol. Asimismo, se
sugiere incorporar la generaciéon de metabolitos secundarios, como CO: y acidos
organicos, con el objetivo de ampliar el modelo cinético y obtener un conjunto de datos
mas completo. Esto permitird una mejor comprension del proceso fermentativo y
contribuira a su optimizacion.

7. Se sugiere llevar a cabo el proceso de fermentaciéon con la misma metodologia
planteada, utilizando cepas de levadura genéticamente modificadas disefiadas para
aumentar su tolerancia a altas concentraciones de etanol y sustrato. Esto para evaluar
su impacto en el rendimiento y productividad del proceso fermentativo.

8. Se recomienda realizar un estudio econdémico del proceso de fermentacion, iniciando
con la recopilacion de datos sobre el costo de la melaza de cafia de aztcar en Guatemala,
asi como de los insumos requeridos, como la levadura y otros nutrientes. También
analizar la demanda actual y proyectada del etanol, junto con su precio en el mercado,
ademas de otros indicadores financieros que permitan evaluar la rentabilidad del
proyecto.

9. Se sugiere llevar a cabo una investigacion para evaluar el aprovechamiento de los
subproductos generados durante la fermentacion, como la vinaza, diéxido de carbono
y la biomasa de levadura residual. La vinaza podria valorizarse mediante su uso como
fertilizante o sustrato en digestion anaerobia para produccion de biogas, la biomasa de
levadura podria explorarse para aplicaciones en la industria alimentaria o produccion
de extracto de levadura y el didoxido de carbono se podria capturar para su cuantificacion
y aprovechamiento industrial.
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XII.

A. Datos originales

ANEXOS

Cuadro 21. Datos de concentracion de biomasa, azlicares y etanol para el primer ensayo

utilizando la cepa de levadura comtn con un tamafio de in6culo inicial del 1%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azucares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (+£1%10° | (£1*10° | (£1*10° | (£1*10"
(£0.00019) de (£1%10¢ g/mL) g/mL) g/mL) | ¢g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mlL)
0 1.536 150 19.041 8.999 6.437 3.605 0.000
1 1.640 147 14.893 7.045 5.231 2.823 0.647
2 1.690 147 13.579 6.436 4.984 2.579 1.183
3 1.740 147 11.421 5.395 4.732 2.162 2.444
4 1.820 147 9.223 2.931 4.617 1.174 4.579
6 1.901 147 7.418 2.173 4.516 0.741 6.600
12 2.530 126 2.704 0.204 2.115 0.385 8.257
18 4.200 132 1.907 0.318 0.303 0.485 8.357
24 4.400 132 1.091 0.205 0.279 0.607 8.759
30 4.530 132 0.954 0.259 0.290 0.406 10.426

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se
obtuvieron utilizando cromatografia de alta afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya
corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a partir
del método de peso seco.
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Cuadro 22. Datos de concentracion de biomasa, azucares y etanol para el primer ensayo utilizando cepa de levadura comun con un

tamafio de indculo inicial del 3%m/v

Tiempo | Biomasa Volumen Azhcares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1%10° | (£1%10" | (£1*10° | (£1*10°
(+£0.001g) de (+1*10-6 g/mL) | ®g/mL) | g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mlL)
0 4.442 150 19.041 8.999 6.437 3.605 0.000
1 4.590 150 13.891 6.778 4.848 2.716 0.878
2 4.741 150 11.649 6.258 4.476 2.507 0.885
3 5.1303 147 9.673 5.499 3.934 2.203 1.366
4 5.820 147 8.376 3.540 2.533 1.418 3.422
6 6.150 140 6.952 0.879 1.501 1.572 4.213
12 6.430 135 3.565 0.817 1.065 1.683 11.918
18 7.120 130 1.581 0.467 1.113 0.000 17.403
24 7.310 132 1.755 0.513 0.971 0.272 15.052
30 8.240 130 0.975 0.277 0.243 0.455 12.671

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 23. Datos de concentracion de biomasa, azlicares y etanol para el primer ensayo con la cepa de levadura comun con un
tamano de indculo inicial del 5%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azacares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1%10° | (£1*10" | (£1*10° | (£1*106
(£0.0019) de (+1*10-¢ g/mL) | ®g/mL) | g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mlL)
0 7.5014 150 19.041 8.999 6.437 3.605 0.000
1 7.860 150 13.302 5.874 4.202 2.354 0.899
2 8.254 150 10.014 5.310 3.798 2.128 2.464
3 8.865 150 7.213 4.682 3.349 1.876 3.405
4 10.623 147 2.839 3.438 2.459 1.378 4.449
6 12.910 150 2.542 0.292 1.689 0.561 3.421
12 11.831 127 2.459 0.501 0.575 1.383 8.413
18 13.600 120 2.522 0.503 0.655 1.364 10.604
24 15.3 123 2.741 0.553 0.430 1.759 14.178
30 16.3 109 2.531 0.511 0.397 1.624 15.389

Los datos de concentracion de azicares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de
alta afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se
obtuvo a partir del método de peso seco.
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Cuadro 24. Datos de concentracion de biomasa, aziicares y etanol para el primer ensayo utilizando cepa de levadura comin con un
tamafio de indculo inicial del 7%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azucares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales | (£1*10° | (£1*10" | (£1*10° | (+1*10°
(£0.0019) de (£1%10° | g/mL) | ®g/mL) | g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mlL)
0 10.460 150 19.041 8.999 6.437 3.605 0.000
1 11.056 150 12.290 5.025 3.693 2.068 0.899
2 11.652 150 10.014 4.502 3.303 1.850 2.685
3 12.864 150 7.213 3.969 2913 1.631 3.617
4 14.734 150 2.839 2915 2.139 1.198 4.666
6 15.320 147 1.582 0.469 1.112 0.000 6.675
12 12.500 107 2.733 0.958 1.775 0.000 10.811
18 15.510 114 1.557 0.471 1.085 0.000 12.825
24 16.802 122 2.266 0.593 1.673 0.000 12.595
30 17.100 124 0.771 0.178 0.297 0.296 13.667

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 25. Datos de concentracion de biomasa, azucares y etanol para el primer ensayo utilizando la cepa de levadura comtin con un
tamafo de indculo inicial del 10%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azhcares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1%10° | (£1%10° | (£1*10° | (+£1*10°
(+£0.001g) de (+1*10°6 g/mL) | %g/mL) | g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mL)
0 15.301 150 19.041 8.999 6.437 3.605 0.000
1 15.992 150 11.817 4.984 3.565 1.997 0.908
2 16.250 150 9.371 4.552 3.256 1.824 2.420
3 16.148 147 7.332 3.965 2.836 1.589 3.438
4 14.749 134 2.057 3.111 2.226 1.247 4.272
6 12.200 106 1.387 2.116 1.513 0.848 6.047
12 13.000 110 1.202 0.218 0.334 0.644 9.305
18 13.900 116 0.809 0.452 0.353 0.000 8.385
24 14.300 123 0.926 0.213 0.264 0.444 9.169
30 14.530 123 0.488 0.191 0.295 0.000 9.426

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 26. Datos de concentracion de biomasa, azicares y etanol para el segundo ensayo utilizando cepa de levadura comun con un
tamafio de inéculo inicial del 1%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azhcares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1%10° | (£1¥106 | (+1*10°¢ | (+1*10°
(£0.0019) de (£1*10¢ g/mL) g/mL) g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mlL)
0 1.561 150 18.610 8.795 6.291 3.524 0.000
1 1.697 150 14.687 6.948 5.159 2.784 0.638
2 1.718 150 13.633 6.462 5.004 2.589 1.188
3 1.829 146 11.353 5.363 4.704 2.149 2.430
4 1.869 146 9.114 2.896 4.563 1.160 4.524
162 2.719 135 7.440 2.180 4518 0.743 6.620
18 4.236 133 1.905 0.318 0.303 0.485 8.349
24 4.327 133 1.118 0.210 0.286 0.621 8.974
30 4.642 133 0.938 0.254 0.285 0.399 10.252

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 27. Datos de concentracion de biomasa, aziicares y etanol para el segundo ensayo utilizando la cepa de levadura comun con un
tamafio de indculo inicial del 3%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azucares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1*%10°¢ | (£1%10° | (£1*10° | (+1*10°
(£0.0019) de (£1*10¢ g/mL) | ®g/mL) | g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mlL)
0 4.110 150 18.610 8.795 6.291 3.524 0.000
1 4.201 150 13.699 6.684 4.781 2.678 0.864
2 4318 150 11.695 6.283 4.494 2.517 1.614
3 4.350 146 9.615 5.466 3.910 2.190 2.487
4 4.820 147 8.276 3.498 2.502 1.402 3.564
6 5.200 141 6.484 0.364 1.951 0.670 4.298
12 6.400 121 1.057 0.289 0.298 0.470 6.454
18 6.400 127 0.950 0.333 0.248 0.369 8.112
24 6.450 127 1.145 0.234 0.324 0.586 7.662
30 5.620 124 1.110 0.764 0.345 0.000 7.924

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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un tamano de inoculo inicial del 5%m/v

Cuadro 28. Datos de concentracion de biomasa, azlcares y etanol para el segundo ensayo utilizando la cepa de levadura comun con

Tiempo Biomasa Volumen Azucares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1*%10°¢ | (£1%10° | (£1*10° | (+1*10°
(£0.0019) de (£1*10¢ g/mL) | ®g/mL) | g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mL)
0 7.500 150 18.610 8.795 6.291 3.524 0.000
1 7.948 150 13.144 5.805 4.152 2.326 0.886
2 8.616 150 10.710 5.607 4.011 2.247 2.232
3 9.172 150 7.030 4.654 3.329 1.865 3.225
4 9.823 147 2.791 3.397 2.430 1.361 4.112
6 8.801 125 2.574 0.751 1.010 0.813 6.229
12 9.341 125 1.190 0.850 0.341 0.000 8.049
18 10.521 136 1.294 0.238 0.312 0.744 8.220
24 10.200 126 1.160 0.248 0.308 0.604 8.586
30 11.500 125 0.525 0.223 0.302 0.000 9.932

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 29. Datos de concentracion de biomasa, azucares y etanol para el segundo ensayo utilizando la cepa de levadura comun con
un tamafio de in6culo inicial del 7%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azacares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (+£1%10° | (£1%10" | (£1*10 | (+1*10°
(+£0.001g) de (+1*10°6 g/mL) | ®g/mL) | g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mL)
0 10.490 150 18.610 8.573 6.291 3.524 0.000
1 10.623 150 12.144 4.973 3.649 2.044 0.886
2 11.716 150 10.710 4.754 3.488 1.954 2432
3 12.923 150 7.030 3.946 2.895 1.622 3.425
4 13.823 147 2.791 2.880 2.114 1.184 4.312
6 9.605 126 1.108 0.523 0.234 0.351 8.835
12 13.803 120 0.605 0.258 0.347 0.000 8.409
18 15.120 126 1.233 0.286 0.321 0.626 8.197
24 15.631 129 1.335 0.453 0.296 0.586 9.107
30 16.500 126 1.115 0.191 0.326 0.597 9.981

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 30. Datos de concentracidon de biomasa, azicares y etanol para el segundo ensayo utilizando la cepa de levadura comun con
un tamafio de indculo inicial del 10%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azhcares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1%10° | (£1*10" | (£1*106 | (£1*106
(+£0.001g) de (+1*10°6 g/mL) | ®g/mL) | g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mL)
0 15.015 150 18.610 8.795 6.291 3.524 0.000
1 15.207 150 11.677 4.925 3.523 1.973 0.886
2 15.402 150 10.023 4.807 3.439 1.926 2.232
3 15.600 150 7.146 3.942 2.820 1.579 3.225
4 15.376 146 2.023 3.075 2.199 1.232 3.912
6 15.584 146 1.364 2.091 1.496 0.838 5.975
12 14.704 136 1.182 0.216 0.330 0.637 9.105
18 15.666 143 0.795 0.447 0.348 0.000 9.094
24 15.866 143 0.910 0.210 0.261 0.439 8.799
30 16.069 143 0.480 0.189 0.291 0.000 8.960

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 31. Datos de concentracion de biomasa, azucares y etanol para el primer ensayo utilizado la cepa SA-1 con un tamafio de
in6culo inicial del 1%m/v

Volumen
final medio
de Azicares
Biomasa | fermentacion totales Sacarosa | Glucosa | Fructosa

Tiempo seca (+0.001mL) (£1*10° | (£1*10° | (£1*10° | (£1*10° | Etanol
(h) (£0.0019) g/mL) g/mL) g/mL) g/mL) (g/mL)
0 1.536 150 18.715 6.920 6.631 5.165 0.000
1 1.506 150 17.704 6.197 6.551 4.957 0.542

2 1.655 150 16.359 5.726 6.053 4.580 1.051
3 1.885 150 14.788 5.176 5.472 4.141 2.295
4 2.504 146 13.280 4.648 4914 3.718 3.307
6 3.400 145 11.647 4.076 4.309 3.261 4.518
12 3.900 133 10.153 2.718 4.435 3.000 5.315
18 4.600 131 6.113 1.356 3.547 1.210 11.265
24 3.910 126 2.883 0.710 0.438 1.734 11.616
30 4.324 131 0.941 0.531 0.410 0.000 12.395

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 32. Datos de concentracion de biomasa, azicares y etanol para el primer ensayo utilizando la cepa SA-1 con un tamafo de
in6culo inicial del 3%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azacares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1%10° | (£1*10°6 | (£1*10°¢ | (£1*106
(£0.0019) de (£1*10¢ g/mL) g/mL) g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mL)
0 4.012 150 18.715 6.920 6.631 5.165 0.000
1 3.990 150 17.132 5.654 4.454 6.339 1.055
2 4.139 150 15.522 5.122 4.036 5.743 2.046
3 4.223 145 13.721 4.528 3.568 5.077 4.467
4 4.888 145 11.499 3.795 2.990 4.254 5.511
6 5.900 140 9.639 2.065 1.826 5.748 7.530
12 7.300 130 7.094 0.921 1.807 4.366 8.020
18 7.541 126 4.882 0.683 2.033 2.172 11.073
24 6.403 129 1.167 0.752 0.000 0.416 11.692
30 6.231 129 1.043 0.544 0.000 0.499 12.167

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 33. Datos de concentracion de biomasa, azlicares y etanol para el primer ensayo utilizado la cepa SA-1con un tamafio de
in6culo inicial del 5%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azacares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1%10° | (£1*10°6 | (£1*10°¢ | (£1*106
(£0.0019) de (£1*10¢ g/mL) g/mL) g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mL)
0 7.031 150 18.715 6.920 5.165 6.631 0
1 7.900 147 16.945 6.609 6.439 3.897 0.732
2 8.032 147 14.893 5.808 5.659 3.425 1.923
3 8.446 143 12.108 4.722 4.601 2.785 4.199
4 8.410 124 9.154 3.570 3.478 2.105 5.124
6 8.470 124 8.921 1.469 5.479 1.974 7.001
12 9.900 129 7.184 0.921 4.366 1.807 9.648
18 11.300 120 2.782 0.611 0.435 1.736 10.028
24 10.742 125 1.058 0.666 0.391 0.000 11.216
30 10.910 127 1.167 0.752 0.416 0.000 11.7357

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 34. Datos de concentracion de biomasa, aziicares y etanol para el primer ensayo utilizado la cepa SA-1 con un tamafio de
indculo inicial del 7%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azucares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1%10°% | (£1*10° | (£1*10°° | (£1*10°
(£0.001g) de (£1*10¢ g/mL) g/mL) g/mL) g/mL)
fermentacion g/mL)
(£0.001mlL)
0 10.502 150 18.715 6.920 5.165 6.631 0.000
1 10.803 146 15.856 6.184 6.025 3.647 1.081
2 10.198 136 12.010 4.684 4.564 2.762 2.097
3 8.400 124 8.966 3.497 3.407 2.062 4.580
4 8.400 124 6.114 2.384 2.323 1.406 5.673
6 11.900 118 6.113 1.366 4.747 0.000 7.751
12 13.620 116 4.888 0.683 2.172 2.033 10.573
18 11.602 117 2.883 0.710 0.438 1.734 10.573
24 10.200 126 1.025 0.596 0.493 0.000 11.248
30 9.500 114 0.773 0.404 0.368 0.000 12.529

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de diluciéon 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 35. Datos de concentracion de biomasa, azlicares y etanol para el primer ensayo utilizado la cepa SA-1con un tamafio de
in6culo inicial del 10%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azacares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (+£1%10° | (£1*10° | (£1*10° | (£1*10°
(£0.0019) de (£1¥10% | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL)
fermentacion | g/100mL)
(£0.001mlL)
0 15.113 150 18.715 6.920 5.165 6.631 0.000
1 16.884 136 18.932 7.270 7.194 5.017 1.289
2 17.019 136 15.531 5.964 5.902 4.116 2.499
3 15.943 124 11.519 4.423 4.377 3.053 5458
4 14.363 110 7.742 2.973 2.942 2.052 6.938
6 15.100 100 6.351 2.439 2.413 1.683 7.554
12 15.300 100 5.531 2.124 2.102 1.466 9.243
18 16.600 110 2.672 1.026 1.015 0.708 11.763
24 14.200 76 1.914 0.735 0.727 0.507 12.356
30 16.200 83 0.682 0.262 0.259 0.181 12.862

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 36. Datos de concentracion de biomasa, azucares y etanol para el segundo ensayo utilizando la cepa SA-1con un tamano de
indculo inicial del 1%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azucares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa | Etanol
(h) seca final medio totales (£1%10°% | (£1*10°° | (£1*10° | (+1*10°
(£0.001g9) de (£1¥10°¢ | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL)
fermentacion | g/100mL)
(£0.001mlL)
0 1.502 150 18.715 6.920 6.631 5.165 0.000
1 1.649 150 17.704 6.197 6.551 4.957 0.542
2 1.799 150 16.359 5.726 6.053 4.580 1.051
3 2.028 146 14.788 5.176 5.472 4.141 2.295
4 3.081 146 13.280 4.648 4914 3.718 3.307
6 3.00 142 11.647 4.076 4.309 3.261 4.518
12 3.402 131 10.153 2.718 4.435 3.000 5.315
18 4.490 133 6.113 1.356 3.547 1.210 11.265
24 4.610 126 2.883 0.710 0.438 1.734 11.616
30 4.901 131 0.941 0.531 0.410 0.000 12.395

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.

110



Cuadro 37. Datos de concentracion de biomasa, aziicares y etanol para el segundo ensayo utilizando la cepa SA-1 con un tamafio de
indculo inicial del 3%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azucares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa Etanol
(h) seca final medio totales (£1*%10°% | (£1*10° | (£1*10° | (+1*10°
(£0.001g9) de (£1¥10% | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL)
fermentacion | g/100mL)
(£0.001mlL)
0 4.001 150 18.386 9.637 4.593 4.155 0.000
1 5.149 120 17.363 8.855 3.994 4.514 0.889
2 5.269 120 15.939 8.129 3.666 4.144 1.754
3 5452 120 13.883 7.080 3.193 3.610 3.758
4 6.362 120 11.634 5.933 2.676 3.025 4.534
6 6.400 116 9.324 1.826 2.065 5.748 6.087
12 6.730 126 7.315 1.902 2414 2.706 7.252
18 6.230 112 5.540 1.440 1.828 2.050 10.395
24 6.300 129 2.068 0.000 0.000 2.068 10.842
30 6.501 126 1.717 0.000 0.000 1.717 11.263

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 38. Datos de concentracion de biomasa, aziicares y etanol para el segundo ensayo utilizando la cepa SA-1 con un tamafio de
indculo inicial del 5%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azucares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa Etanol
(h) seca final medio totales | (+1%10°% | (£1*10° | (+1*10° | (+1*10°
(£0.001g9) de (£1%10°% | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL)
fermentacion | g/100mL)
(£0.001mL)
0 7.110 150 18.386 9.637 4.593 4.155 0
1 8.064 120 16.647 8.490 3.829 4.328 0.732
2 8.183 120 14.631 7.670 3.365 3.804 1.923
3 8.088 116 11.895 6.067 2.733 3.093 4.199
4 8.736 113 8.993 4.586 2.068 2.338 5.124
6 8.901 112 9421 2.167 3.674 3.580 7.001
12 9.500 112 7.353 1.691 2.868 2.794 9.648
18 9.102 121 1.842 0.424 0.718 0.700 10.028
24 6.501 116 1.729 0.398 0.674 0.657 11.216
30 8.800 126 1.106 0.254 0.432 0.420 11.7357

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a
partir del método de peso seco.
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Cuadro 39. Datos de concentracion de biomasa, azucares y etanol para el segundo ensayo utilizando la cepa SA-1 con un tamafio de

in6culo inicial del 7%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azhcares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa Etanol
(h) seca final medio totales | (+1*10°% | (£1*106 | (£1*10% | (x1*106
(£0.0019) de (£1¥10°% | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL)
fermentacion | g/100mL)
(£0.001mlL)
0 10.510 150 18.386 9.637 4.593 4.155 0.000
1 10.655 144 15.572 8.488 3.581 4.049 0.934
2 10.798 144 11.768 7.588 2.707 3.060 1.812
3 11.292 144 8.767 5.532 2.014 2.279 3.957
4 8.400 124 5.963 3.878 1.372 1.551 4.775
6 11.900 118 6.113 0.000 1.366 4.747 6.525
12 12.230 101 4.888 2.033 0.683 2.172 7.131
18 11.600 117 2.883 1.734 0.710 0.438 7.361
24 11.301 109 1.025 0.000 0.596 0.493 7.886
30 11.400 109 0.773 0.000 0.404 0.368 8.113

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a

partir del método de peso seco.
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Cuadro 40. Datos de concentracion de biomasa, aziicares y etanol para el segundo ensayo utilizando la cepa SA-1 con un tamafio de

in6culo inicial del 10%m/v

Tiempo Biomasa Volumen Azucares | Sacarosa | Glucosa | Fructosa Etanol
(h) seca final medio totales | (+1*10° | (£1*10° | (+1*10° | (+1*10°
(£0.001g) de (£1¥10° | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL) | g/100mL)
fermentacion | g/100mL)
(£0.001mlL)
0 15.022 150 18.386 9.637 4.593 4.155 0.000
1 15.189 150 14.372 8.642 3.305 3.737 1.238
2 15.3719 150 10.751 5.636 2473 2.795 2.401
3 13.281 130 7.885 4.022 1.812 2.050 5.243
4 13.726 130 5.961 3.040 1.371 1.550 6.628
6 14.209 125 6.130 2.600 1.636 4.747 7.253
12 11.803 101 4.080 2.303 1.638 2.172 7.894
18 16.200 109 2.880 1.530 1.101 0.308 10.031
24 16.040 117 1.034 1.020 0.696 0.430 11.130
30 15.400 109 0.652 0.603 0.474 0.468 11.597

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa y etanol se obtuvieron utilizando cromatografia de alta
afinidad (HPLC); los resultados se muestran ya corregidos para un factor de dilucion 1:10. La concentracion de biomasa se obtuvo a

partir del método de peso seco.
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Cuadro 41. Mediciones de pH y grados brix del medio de fermentacion

Cepa Corrida pH °Brix

Cepa de levadura comun 1 5.60 20.8
2 5.63 20.1

Cepa de levadura SA-1 1 5.67 20.6
2 5.62 21.3

En el cuadro anterior se muestran los pH y grados brix del medio de fermentacion utilizado para cada corrida realizada para cada cepa. Los resultados
se obtuvieron utilizando un potenciémetro y refractdmetro, las especificaciones del equipo se pueden encontrar en la seccion de datos de reactivos y

equipos.

B. Datos calculados

Cuadro 42. Cambio de concentracion de biomasa en el tiempo de fermentacion para el primer ensayo con cepa de levadura comun

0.0124+1.238*10*

0.0396+3.959*10*

0.072247.225*10*

0.0982+9.823*10*

0.110+1.100*10*

Tiempo | Biomasa in6culo | Biomasa indculo | Biomasa inéculo | Biomasa in6culo | Biomasa in6culo
(h) inicial 1%m/v inicial 3%m/v inicial 5%m/v inicial 7%m/v inicial 10%m/v
(g/mL) (g/mL) (g/mL) (g/mlL) (g/mlL)
0 0.0102+1.204*10* | 0.029642.961*10* | 0.0500+5.001*10* | 0.0697+6.974*10* | 0.101+1.009*10*
1 0.0112+1.116*10* | 0.0306+3.062*10* | 0.0524+5.236*10* | 0.0737+£7.731*10* | 0.107+£1.006*10*
2 0.0115£1.150%10* | 0.0316£3.157*10* | 0.05504+5.501*10* | 0.0777+7.769%10* | 0.108+1.083*10*
3 0.0118+1.184*10* | 0.0349+3.488*10* | 0.05914+5.908*10* | 0.0858+8.577*10* | 0.110+£1.099*10*
4
6

0.0129+1.293*10*

12 0.0198+1.984*10
138 0.0318+3.182*10*
24 0.0333+3.333*10*
30 0.0343+3.343*10*

0.0439+4.393*10*
0.0476+4.763*10*
0.0548+5.477*%10*
0.0554+5.538*10*
0.0634+6.339*10*

0.0860+8.600*10*
0.092949.292*10*
0.11424+1.147*10*
0.124441.244*10*
0.1495+1.496*10*

0.1042+1.042*10*
0.1168+1.168*10*
0.1360+1.259*10*
0.1377£1.377*10*
0.1379+1.379*10*

0.115+1.151*10*
0.118+1.181*10*
0.120+1.199*10*
0.116+1.163*10*
0.118+1.181*10*

En el cuadro anterior se muestran los resultados del cambio de concentracion de biomasa con respecto al tiempo de fermentacion para
todos los tamafos de indculo inicial con la cepa de levadura comtn. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de biomasa seca
y volumen final del medio de fermentacion que se muestran en los cuadros 21 al 40, como se muestra en el calculo 4
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Cuadro 43. Cambio de concentracion de biomasa en el tiempo de fermentacion para el primer ensayo con cepa de levadura SA-1

Tiempo Biomasa inéculo inicial | Biomasa in6culo inicial Biomasa inéculo Biomasa inéculo Biomasa inéculo inicial

(h) 1%m/v 3%m/v inicial 5%m/v inicial 7%m/v 10%m/v

0 0.0102+1.024*10* 0.0267+2.674*10* 0.0469+4.688*10* 0.0701£7.001*10* 0.101£1.008*10*
1 0.0100%1.00*10* 0.0266+2.661*10* 0.0537+5.375*10* 0.0939+7.399%10* 0.1244+1.241*10*
2 0.0110£1.101*10* 0.0276+2.759*10* 0.0546+5.454*10* 0.0942+7.499%10* 0.125+1.251*10*
3 0.0126+1.256*10* 0.0291+2.129*10* 0.0591+£5.907*10* 0.0949+7.842%10* 0.129+1.286*10*
4 0.0171£1.715*10* 0.0337+3.371*10* 0.0677+£6.776*10* 0.0984+6.775%10* 0.131+1.306*10*
6 0.0256+2.558*10* 0.0421+4.214*10* 0.0683+6.815*10* 0.1186+1.009*10* 0.151+1.510*10*
12 0.0293+2.932*10* 0.0562+5.616*10* 0.0767+7.675*10* 0.1208+1.172*10* 0.153+1.530*10*
18 0.0351£3.151*10* 0.0595+5.953*104 0.0942+9.417*10* 0.1491+£9.915*10* 0.151+1.509*10*
24 0.0310£3.095*10* 0.0496+4.962*10* 0.0856+8.560*10* 0.1037+8.096%10* 0.187+1.869*10*
30 0.0328+3.283*10* 0.0481+4.801*10* 0.0858+8.583*10* 0.1046+8.333*10* 0.1954+1.952*10*

En el cuadro anterior se muestran los resultados del cambio de concentracién de biomasa con respecto al tiempo de fermentacion para todos los
tamafios de inoculo inicial con la cepa de levadura SA-1. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de biomasa seca y volumen final del

medio de fermentacion que se muestran en los cuadros 21 al 40, como se muestra en el calculo 4.

Cuadro 44. Cambio de concentracion de biomasa en el tiempo de fermentacion para el segundo ensayo con la cepa de levadura comin

Tiempo Biomasa inéculo inicial | Biomasa in6culo inicial Biomasa inéculo Biomasa inéculo Biomasa indculo inicial

(h) 1%m/v 3%m/v inicial 5%m/v inicial 7%m/v 10%m/v

0 0.0104+1.041*10* 0.027442.740*%10* 0.0500+5.00*107? 0.0699+6.994*10 0.100+1.001*10*
1 0.0113+1.113*10* 0.02814+2.806*10* 0.0530+5.299*10* 0.0708+7.082*10* 0.101+1.014*10*
2 0.0115+1.145*10* 0.0288+2.879*10* 0.0574+5.744*10* 0.0781+7.811*10* 0.103+1.027*10*
3 0.01194+1.191*10* 0.0298+2.980*10* 0.0611+6.115*10* 0.0862+8.616%10* 0.104+1.040*10*
4 0.0125+1.253*104 0.0328+3.279*10* 0.0668+6.683*10* 0.0940+9.404*10* 0.107£1.053*10*
6 0.0129+1.289*104 0.0369+3.688*10* 0.0704+7.040%10* 0.762+7.619 %10 0.107+1.067*10*
12 0.0201+2.014*10* 0.0529+5.290*10* 0.0736+7.360%10* 0.115+1.150 *10* 0.108+1.081*10*
18 0.0319+3.185*10* 0.0504+5.040*10* 0.0772+7.721*10* 0.11984+1.199*10* 0.110+1.096*10*
24 0.0325+3.253*10* 0.0508+5.079*10* 0.0810+8.096*10* 0.1209+1.121*10* 0.113+1.111*10*
30 0.0349+3.349*10* 0.0453+4.312*10* 0.09204+9.200*10* 0.1310+1.309*10* 0.112+1.112*10*

En el cuadro anterior se muestran los resultados del cambio de concentracion de biomasa con respecto al tiempo de fermentacion para todos los
tamaifos de indculo inicial con la cepa de levadura comtin. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de biomasa seca y volumen final del

medio de fermentacion que se muestran en los cuadros 21 al 40, como se muestra en el calculo 4.
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Cuadro 45. Cambio de concentracion de biomasa en el tiempo de fermentacion para el segundo ensayo utilizando la cepa SA-1

Tiempo

(h)

Biomasa indoculo
inicial 1%m/v

Biomasa indoculo
inicial 3% m/v

Biomasa indculo
inicial 5%m/v

Biomasa inoculo
inicial 7%m/v

Biomasa inoculo
inicial 10%m/v

30

0.0100+1.001*10*
0.0110£1.009*10+
0.0120+1.200*10*
0.0135+1.352*10*
0.0211£2.111*10*
0.0233+2.326*10*
0.0260+2.596*10*
0.0338+3.377*10
0.0365+3.651*10*
0.0374+3.741*10*

0.026742.667*10*
0.0429+4.291*10*
0.0439+4.391*10*
0.0454+4.544*10*
0.0530+5.302*10*
0.0552+5.518*10*
0.0532+5.318*10*
0.055445.536*10*
0.0500+5.000*10*
0.0516+5.159*10*

0.0474+4.742*10*
0.067246.721*10*
0.0682+6.820*10*
0.0697+6.973*%10*
0.0773+7.732*10*
0.0795+7.947*10*
0.0848+8.482*10*
0.0752+7.521*10*
0.0560+7.604*10*
0.0698+6.985*10*

0.070+7.001*10*
0.0740+9.394*10*
0.0750+9.422*10*
0.0784+9.494*10*
0.0677+£9.837*10*
0.1008+1.186*10*
0.1172+1.121*10*
0.0991+1.491*10*
0.0810+1.037*10*
0.0833+1.046*10*

0.100+1.008*10*
0.101+1.013*10*
0.102+1.02*10*
0.1024+1.022*10*
0.106+1.056*10*
0.114+1.137*10*
0.117+1.168*10*
0.149+1.486*10*
0.137+1.371*10*
0.141+1.413*10*

En el cuadro anterior se muestran los resultados del cambio de concentracion de biomasa con respecto al tiempo de fermentacion para
todos los tamafios de indculo inicial con la cepa SA-1. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de biomasa seca y volumen final

del medio de fermentacion que se muestran en los cuadros 21 al 40, como se muestra en el calculo 4.
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Cuadro 46. Datos promedio de concentracion de biomasa, aztcares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa de

levadura comtn con un tamario de indculo inicial del 1%m/v

Tiempo Concentracion Concentracion Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio
biomasa (g/mL) azucares totales | sacarosa (+1*10 glucosa fructosa etanol (+1*10"
(£1*10°¢ % 9/100mL) (£1*10°¢ (£1*10°¢ ¢ ¢/100mL)
g/100mL) g/100mL) g/100mL)
0 0.0103 18.826 8.897 6.364 3.565 0.000
1 0.0112 14.790 6.997 5.195 2.803 0.642
2 0.0115 13.606 6.449 4.994 2.584 1.185
3 0.0119 11.387 5.379 4.718 2.155 2.437
4 0.0125 9.169 2913 4.590 1.167 4.551
6 0.0129 7.429 2.177 4.517 0.742 6.610
12 0.0200 2.684 0.203 2.099 0.382 8.196
18 0.0318 1.906 0.318 0.303 0.485 8.353
24 0.0329 1.104 0.208 0.282 0.614 8.866
30 0.0346 0.946 0.257 0.287 0.402 10.339

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre
los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de indculo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 47. Datos promedio de concentracion de biomasa, azucares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa de
levadura comtin con un tamafio de inoculo inicial del 3%m/v

Tiempo | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio
biomasa azucares sacarosa glucosa fructosa etanol (+1*10"
(g/mL) totales (£1%10¢ (£1%10¢ (£1%10¢ 6 ¢/100mL)
(+1%10° g/100mL) g/100mL) g/100mL)
g/100mL)
0 0.0285 18.826 8.897 6.364 3.565 0.000
1 0.0293 13.795 6.731 4.815 2.697 0.871
2 0.0322 11.672 6.271 4.485 2.512 1.250
3 0.0343 9.644 5.483 3.922 2.197 2.126
4 0.0362 8.326 3.519 2.518 1.410 3.493
6 0.0404 6.718 0.621 1.726 1.121 4.255
12 0.0503 2311 0.553 0.681 1.077 9.186
18 0.0526 1.265 0.400 0.681 0.184 12.757
24 0.0531 1.450 0.373 0.647 0.429 11.357
30 0.0544 1.042 0.521 0.294 0.227 10.298

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre
los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de indculo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 48. Datos promedio de concentracion de biomasa, azucares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa de

levadura comun con un tamafo de inoculo inicial del 5%m/v

Tiempo | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio
biomasa azucares sacarosa glucosa fructosa etanol (+1*10"
(g/mL) totales (£1%10¢ (£1%10¢ (£1%10¢ 6 ¢/100mL)
(+1%10° g/100mL) g/100mL) g/100mL)
g/100mL)
0 0.050 18.826 8.897 6.364 3.565 0.000
1 0.053 13.223 5.839 4.177 2.340 0.893
2 0.056 10.362 5.459 3.905 2.187 2.348
3 0.060 7.121 4.668 3.339 1.870 3.315
4 0.070 2.815 3.418 2.445 1.369 4.281
6 0.078 2.558 0.522 1.350 0.687 4.825
12 0.083 1.825 0.675 0.458 0.691 8.231
18 0.096 1.908 0.371 0.483 1.054 9.412
24 0.103 1.951 0.400 0.369 1.181 11.382
30 0.121 1.528 0.367 0.350 0.812 12.660

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre

los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de in6culo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 49. Datos promedio de concentracion de biomasa, azucares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa de
levadura comtin con un tamafio de inoculo inicial del 7%m/v

Tiempo Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio etanol
biomasa (g/mL) | azicares totales | sacarosa (+1*10" | glucosa (+1*10° | fructosa (+1*10" (+1%10°
(£1*10¢ 6 g/100mL) g/100mL) 6 ¢/100mL) g/100mL)
g/100mL)
0 0.070 18.826 6.364 6.364 3.565 0.000
1 0.072 12.217 5.195 3.671 2.056 0.893
2 0.078 10.362 4.994 3.396 1.902 2.559
3 0.086 7.121 4.718 2.904 1.627 3.521
4 0.096 2.815 4.590 2.126 1.191 4.489
6 0.090 1.345 4.517 0.673 0.176 7.755
12 0.116 1.669 2.099 1.061 0.000 9.610
18 0.128 1.395 0.303 0.703 0.313 10.511
24 0.129 1.800 0.282 0.984 0.293 10.851
30 0.134 0.943 0.287 0.312 0.446 11.824

Los datos de concentracion de azicares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre
los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de indculo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 50. Datos promedio de concentracion de biomasa, azucares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa de

levadura comun con un tamafo de inOculo inicial del 10%m/v

Tiempo | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio
biomasa azucares sacarosa glucosa fructosa etanol (+1*10"
(g/100mL) totales (£1%10¢ (£1%10¢ (£1%10¢ 6 ¢/100mL)
(+1%10° g/100mL) g/100mL) g/100mL)
g/100mL)
0 0.100 18.826 8.897 6.364 3.565 0.000
1 0.104 11.747 4.955 3.544 1.985 0.897
2 0.106 9.697 4.680 3.347 1.875 2.326
3 0.107 7.239 3.954 2.828 1.584 3.331
4 0.108 2.040 3.093 2.212 1.239 4.092
6 0.111 1.375 2.103 1.504 0.843 6.011
12 0.113 1.192 0.217 0.332 0.640 9.205
18 0.115 0.802 0.449 0.351 0.000 8.739
24 0.114 0.918 0.212 0.263 0.442 8.984
30 0.115 0.484 0.190 0.293 0.000 9.193

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre

los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de indculo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 51. Datos promedio de concentracion de biomasa, azlicares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa SA-1 con
un tamafio de indculo inicial del 1%m/v

Tiempo | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio
biomasa azucares sacarosa glucosa fructosa etanol (£1*10"
(g/mL) totales (£1*10°¢ (£1*10°¢ (£1*10°¢ ¢ g/100mL)
(£1*10°¢ g/100mL) g/100mL) g/100mL)
g/100mL)
0 0.010 18.550 8.768 6.596 6.680 0.000
1 0.011 17.457 7.829 5.236 5.651 0.360
2 0.012 16.044 7.189 4.823 5.205 0.809
3 0.013 14.504 6.496 4.360 4.705 1.940
4 0.019 11.531 4.992 3.652 3.926 3.665
6 0.024 9.966 4.296 3.177 3414 5.443
12 0.028 8.254 3.294 1.920 2.853 5.869
18 0.034 5.367 1.910 1.086 2.235 10.984
24 0.034 2.705 1.581 0.578 0.769 11.161
30 0.035 1.111 0.211 0.529 0.483 11.570

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre
los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de indculo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 52. Datos promedio de concentracion de biomasa, azlicares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa SA-1 con
un tamafio de in6culo inicial del 3%m/v

Tiempo | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio
biomasa azucares sacarosa glucosa fructosa etanol (£1*10"
(g/mL) totales (£1*10°¢ (£1*10°¢ (£1*10°¢ ¢ g/100mL)
(£1*10°¢ g/100mL) g/100mL) g/100mL)
g/100mL)
0 0.0267 18.550 8.768 6.596 6.680 0.000
1 0.0348 17.248 7.858 5.731 6.447 0.972
2 0.0358 15.731 7.181 5.220 5.872 1.900
3 0.0373 13.802 6.286 4.587 5.160 4.113
4 0.0434 11.566 5.268 3.844 4.324 5.022
6 0.0487 9.482 1.826 2.065 5.748 6.808
12 0.0547 7.204 1.854 1.668 3.536 7.636
18 0.0574 5.211 1.737 1.256 2.111 10.734
24 0.0498 1.618 0.000 0.376 1.242 11.267
30 0.0498 1.380 0.000 0.272 1.108 11.715

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre
los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de inoculo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 53. Datos promedio de concentracion de biomasa, azlicares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa SA-1 con
un tamafio de indculo inicial del 5%m/v

Tiempo | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio etanol
biomasa azucares sacarosa glucosa fructosa (+1*10¢
(g/mL) totales (£1*10°¢ (£1*10°¢ (£1*10°¢ g/100mL)
(£1*10°¢ g/100mL) g/100mL) g/100mL)
2/100mL)
0 0.0471 18.550 8.134 5.757 4.660 0.000
1 0.0605 16.796 6.194 5.219 5.384 0.823
2 0.0614 14.762 5.548 4.587 4.732 1.848
3 0.0644 12.002 4.426 3.728 3.847 4.035
4 0.0725 9.073 3.346 2.819 2.908 4.888
6 0.0739 9.171 2.070 2.571 4.529 6.678
12 0.0808 7.268 1.749 1.894 3.580 9.341
18 0.0847 2.312 1.080 0.665 0.568 10.713
24 0.0708 1.394 0.199 0.670 0.524 11.474
30 0.0778 1.137 0127 | 0592 | 0418 | 11.925

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre
los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de in6culo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 54. Datos promedio de concentracion de biomasa, azlicares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa SA-1 con

un tamano de inoculo inicial del 7%m/v

Tiempo | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio
biomasa azucares sacarosa glucosa fructosa etanol (£1*10"
(g/mL) totales (£1*10°¢ (£1*10°¢ (£1*10°¢ ¢ g/100mL)
(£1*10°¢ g/100mL) g/100mL) g/100mL)
g/100mL)
0 0.0700 18.550 8.134 5.757 4.660 0.000
1 0.0831 15.714 6.068 4.883 5.037 1.008
2 0.0840 11.889 5.175 3.695 3.812 1.955
3 0.0846 8.866 3.797 2.755 2.843 4.269
4 0.0867 6.039 2.642 1.878 1.937 5.224
6 0.0923 6.113 0.000 1.366 4.747 7.138
12 0.0940 4.888 2.033 0.683 2.172 8.852
18 0.1097 2.883 1.734 0.710 0.438 8.967
24 0.1190 1.025 0.000 0.596 0.493 9.567
30 0.1241 0.773 0.000 0.404 0.368 10.321

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre

los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de in6culo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 55. Datos promedio de concentracion de biomasa, azucares y etanol de los dos ensayos realizados utilizando la cepa SA-1 con
un tamano de indculo inicial del 10%m/v

Tiempo | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion
(h) promedio de promedio promedio promedio promedio promedio
biomasa azucares sacarosa glucosa fructosa etanol (£1*10"
(g/mL) totales (£1*10°¢ (£1*10°¢ (£1*10°¢ ¢ g/100mL)
(£1*10°¢ g/100mL) g/100mL) g/100mL)
g/100mL)
0 0.100 18.550 8.134 5.757 4.660 0.000
1 0.113 16.652 6.830 5.288 5.465 1.263
2 0.114 13.141 4.876 4.218 4.349 2.450
3 0.115 9.702 3.537 3.117 3.214 5.350
4 0.118 6.852 2.546 2.172 2.246 6.783
6 0.132 6.232 0.842 1.903 3.580 7.404
12 0.135 4.806 1.749 1.404 2.137 8.568
18 0.150 2.778 1.221 0.868 0.727 10.897
24 0.162 1.470 0.254 0.666 0.610 11.743
30 0.168 0.727 0.090 0.333 0.314 12.230

Los datos de concentracion de azucares totales, sacarosa, glucosa, fructosa, etanol y biomasa se obtuvieron calculando el promedio entre
los datos obtenidos para las dos corridas realizadas por cada tamafio de indculo para cada cepa correspondiente.
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Cuadro 56. Datos promedio de dos ensayos para estimar parametros cinéticos con 1%

m/v de in6culo inicial utilizando la cepa de levadura comun

Tiempo (h) Cambio de | Rendimiento Inverso Inverso de | Rendimiento
concentracion | instantianeo | concentracion la instantaneo
de sustrato de biomasa de azicares velocidad | de producto
con respecto | con respecto | fermentables de con respecto
al tiempo al sustrato " reaccion al sustrato
(g/mL h) Y (g/g) (b Yy (g/8)
1 0.000911 0.000226 0.0595 0.0811 0.159
2 0.000239 0.000202 0.0704 0.0208 0.458
3 0.000399 0.000180 0.0800 0.0337 0.564
4 0.000581 0.000262 0.0973 0.0467 0.953
6 0.000225 0.000259 0.1205 0.0175 1.183
12 0.00118 0.00149 0.1978 0.0591 0.334
18 0.00197 0.01522 0.4357 0.0620 0.201
24 0.000183 0.00137 0.6644 0.0056 0.640
30 0.000279 0.0106 0.9755 0.0081 9.316
PROMEDIO -—- 0.00331 --- --- 1.534

En el cuadro anterior se muestran los calculos realizados para estimar los pardmetros
cinéticos utilizados en el simulador Berkeley Madonna. Los resultados se obtuvieron
utilizando los datos de los cuadros del 21-40, como se muestran en los calculos del 5 al 8.

Cuadro 57. Datos promedio de dos ensayos para estimar parametros cinéticos con 3%
m/v de indculo inicial utilizando la cepa levadura comin

Tiempo Cambio de Rendimiento Inverso Inverso | Rendimiento
(h) concentracion | instantineo | concentracion dela instantaneo
de sustrato con | de biomasa de azicares | velocidad | de producto
respecto al con respecto | fermentables de con respecto
tiempo al sustrato (mL/g) reaccion al sustrato
(g/mL h) Ys (g/g) (h) Ypis (g/2)
1 0.000832 0.000165 0.0613 0.0283 0.173
2 0.00283 0.00133 0.0785 0.0882 0.178
3 0.00216 0.00106 0.0938 0.0629 0.432
4 0.00185 0.00140 0.111 0.0511 1.036
6 0.00210 0.00262 0.132 0.0521 0.474
12 0.00164 0.0022 0.221 0.0326 1.118
18 0.000386 0.0022 0.559 0.00735 3.415
24 8.3605E-05 0.00272 0.736 0.00157 7.593
30 0.000211 0.00311 0.802 0.00389 2.599
Promedio 0.001876 | 1.891

En el cuadro anterior se muestran los célculos realizados para estimar los parametros
cinéticos utilizados para simular el proceso de fermentacion en el simulador Berkeley
Madonna. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de los cuadros del 21 al 40,
como se muestran en los célculos del 5 al 8.
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Cuadro 58. Datos promedio de los dos ensayos para estimar parametros cinéticos con 5%

m/v de in6culo inicial utilizando la cepa de levadura comun

Tiempo (h) Cambio de | Rendimiento Inverso Inverso de | Rendimiento
concentracion | instantineo | concentracion la instantaneo
de sustrato de biomasa de azucares velocidad | de producto
con respecto | con respecto | fermentables de con respecto
al tiempo al sustrato (mL/g) reaccion al sustrato
(g/mL h) Ys (g/g) (™ Y (2/8)
1 0.003 0.000 0.062 0.051 0.159
2 0.004 0.001 0.085 0.063 0.509
3 0.004 0.001 0.114 0.065 0.298
4 0.009 0.002 0.201 0.135 0.224
6 0.004 0.034 0.372 0.055 2.123
12 0.001 0.007 0.456 0.010 4.641
18 0.002 0.149 0.536 0.022 14.136
24 0.001 0.164 0.518 0.011 46.364
30 0.003 0.043 0.575 0.025 3.028
Promedio 0.0446 7.942

En el cuadro anterior se muestran los calculos realizados para estimar los pardmetros
cinéticos utilizados para simular el proceso de fermentacion en el simulador Berkeley
Madonna. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de los cuadros del 21 al 40,
como se muestran en los calculos del 5 al 8.

Cuadro 59. Datos promedio de dos ensayos para estimar parametros cinéticos con 7%

m/v de in6culo inicial utilizando la cepa levadura comun

Tiempo (h) Cambio de Rendimiento Inverso Inverso de Rendimiento
concentracion instantaneo concentracion | la velocidad instantaneo
de sustrato con de biomasa de azucares de reaccion de producto

respecto al con respecto fermentables (b con respecto
tiempo al sustrato (mL/g) al sustrato
(g/mL h) Yus (g/g) Yp/s (g/g)
1 0.002 0.000 0.064 0.034 0.135
2 0.006 0.003 0.089 0.072 0.898
3 0.008 0.002 0.114 0.094 0.297
4 0.010 0.002 0.201 0.106 0.225
6 -0.003 0.004 0.481 -0.033 2222
12 0.004 0.079 0.664 0.037 5.725
18 0.002 0.044 0.653 0.016 3.288
24 0.000 0.003 0.626 0.002 0.839
30 0.001 0.006 0.729 0.006 1.135
Promedio 0.016 1.640

En el cuadro anterior se muestran los célculos realizados para estimar los parametros cinéticos
utilizados para simular el proceso de fermentacion en el simulador Berkeley Madonna. Los
resultados se obtuvieron utilizando los datos de los cuadros del 21 al 40, como se muestran
en los calculos del 5 al 8.
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Cuadro 60. Datos promedio de dos ensayos realizados para estimar pardmetros cinéticos
con 10% m/v de in6culo inicial utilizando la cepa de levadura comuin

Tiempo Cambio de Rendimiento Inverso Inverso Rendimiento
(h) concentracion instantineo concentracion dela instantaneo
de sustrato con de biomasa de azucares velocidad | de producto
respecto al con respecto fermentables de con respecto
tiempo al sustrato (mL/g) reaccion al sustrato
(g/mL h) Yws (g/g) (h'l) Ypss (g/g)
1 0.004 0.001 0.065 0.038 0.127
2 0.002 0.001 0.093 0.014 0.697
3 0.001 0.001 0.118 0.013 0.409
4 0.001 0.000 0.216 0.007 0.146
6 0.002 0.005 0.586 0.015 2.886
12 0.000 0.012 0.779 0.003 17.468
18 0.000 0.004 1.003 0.002 1.192
24 0.000 0.009 1.163 -0.002 2.101
30 0.000 0.004 1.426 0.002 0.482
Promedio - 0.004 2.834

En el cuadro anterior se muestran los calculos realizados para estimar los parametros cinéticos
utilizados para simular el proceso de fermentacion en el simulador Berkeley Madonna. Los
resultados se obtuvieron utilizando los datos de los cuadros del 21 al 40, como se muestran
en los calculos del 5 al 8.

Cuadro 61. Datos promedio de dos ensayos realizados para estimar parametros cinéticos
con 1% m/v de indculo inicial utilizando la cepa SA-1

Tiempo Cambio de | Rendimiento Inverso Inverso de | Rendimiento
(h) concentracion | instantaneo | concentracion la instantaneo
de sustrato de biomasa de azicares velocidad | de producto
con respecto | con respecto | fermentables de con respecto
al tiempo al sustrato (ml/g) reaccion al sustrato
(g/mL h) Y (g/8) (h™ Ypis (2/2)
1 0.0004 0.0004 0.0555 0.0373 0.3296
2 0.0010 0.0007 0.0597 0.0864 0.3175
3 0.0015 0.0010 0.0655 0.1172 0.7343
4 0.0061 0.0020 0.0768 0.3181 0.5803
6 0.0026 0.0034 0.0930 0.1084 1.1359
12 0.0005 0.0019 0.1098 0.0194 0.2489
18 0.0011 0.0024 0.1468 0.0329 1.7714
24 -0.0001 0.0003 0.2478 -0.0035 0.0664
30 0.0002 0.0009 0.5241 0.0066 0.2570
Promedio - 0.00143 - - 0.605

En el cuadro anterior se muestran los calculos realizados para estimar los parametros cinéticos
utilizados para simular el proceso de fermentacion en el simulador Berkeley Madonna. Los
resultados se obtuvieron utilizando los datos de los cuadros del 21 al 40, como se muestran en los

calculos del 5

al 8.
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Cuadro 62. Datos promedio de dos ensayos realizados para estimar pardmetros cinéticos
con 3% m/v de indculo inicial utilizando la cepa SA-1

Tiempo (h) Cambio de Rendimiento Inverso Inverso de | Rendimiento
concentracion instantaneo concentracion | la velocidad | instantineo
de sustrato con de biomasa de azucares de reaccion | de producto

respecto al con respecto fermentables (b con respecto
tiempo (g/mL al sustrato (ml/g) al sustrato
h) Yys (g/) Yois (g/8)
1 0.00805 0.00618 0.05587 0.23155 0.746
2 0.00099 0.00066 0.06065 0.02781 0.612
3 0.00153 0.00079 0.06772 0.04102 1.147
4 0.00608 0.00272 0.07884 0.14028 0.407
6 0.00265 0.00254 0.09502 0.05439 0.857
12 0.00100 0.00264 0.11986 0.01831 0.363
18 0.00046 0.00139 0.16110 0.00806 1.554
24 -0.00127 0.00212 0.29290 -0.02555 0.148
30 0.00000 0.00008 0.66719 0.00006 1.885
Promedio --- 0.00212 --- --- 0.85773

En el cuadro anterior se muestran los célculos realizados para estimar los parametros
cinéticos utilizados para simular el proceso de fermentacion en el simulador Berkeley
Madonna. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de los cuadros del 21 al 40, como
se muestran en los calculos del 5 al 8.

Cuadro 63. Datos promedio de dos ensayos realizados para estimar parametros cinéticos
con 5% m/v de indculo inicial utilizando la cepa SA-1

Tiempo (h) Cambio de | Rendimiento Inverso Inverso de | Rendimiento
concentracion | instantineo | concentraciéon la instantaneo
de sustrato de biomasa de azicares velocidad | de producto
con respecto | con respecto | fermentables de con respecto
al tiempo al sustrato (mL/g) reaccion al sustrato
(g/mL h) Y (g/g) (b Y (2/8)
1 0.01334 0.00760 0.0566 0.2206 0.4692
2 0.00094 0.00046 0.0634 0.0154 0.5037
3 0.00298 0.00108 0.0747 0.0463 0.7924
4 0.00813 0.00278 0.0949 0.1121 0.2911
6 0.00068 0.01394 0.1096 0.0092 18.3517
12 0.00115 0.00362 0.1217 0.0142 1.3997
18 0.00065 0.00079 0.2088 0.0077 0.2768
24 -0.00231 0.01510 0.5397 -0.0326 0.8283
30 0.00117 0.02734 0.7904 0.0150 1.7585
Promedio 0.00808 2.7413

En el cuadro anterior se muestran los célculos realizados para estimar los parametros
cinéticos utilizados para simular el proceso de fermentacién en el simulador Berkeley
Madonna. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de los cuadros del 21 al 40, como
se muestran en los calculos del 5 al 8.
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Cuadro 64. Datos promedio de dos ensayos realizados para estimar pardmetros cinéticos
con 7% m/v de inoculo inicial utilizando la cepa SA-1

Tiempo Cambio de Rendimiento Inverso Inverso de | Rendimiento
(h) concentracion | instantineo | concentracion la instantaneo
de sustrato de biomasa de azucares velocidad | de producto
con respecto | con respecto | fermentables de con respecto
al tiempo al sustrato (mL/g) reaccion al sustrato
(g/mL h) Y (g/2) (h™ Ypis (2/8)
1 0.0130 0.0046 0.0584 0.1567 0.3553
2 0.0009 0.0002 0.0725 0.0109 0.2475
3 0.0006 0.0002 0.0964 0.0075 0.7656
4 0.0021 0.0007 0.1342 0.0239 0.3379
6 0.0028 0.0757 0.1646 0.0305 25.7144
12 0.0003 0.0013 0.1818 0.0029 1.3991
18 0.0026 0.0079 0.2574 0.0240 0.0573
24 0.0015 0.0050 0.5117 0.0130 0.3231
30 0.0009 0.0202 1.1124 0.0069 2.9843
Promedio - 0.0129 -—- -—- 3.576

En el cuadro anterior se muestran los céalculos realizados para estimar los parametros
cinéticos utilizados para simular el proceso de fermentacion en el simulador Berkeley
Madonna. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de los cuadros del 21 al 40, como
se muestran en los calculos del 5 al 8.

Cuadro 65. Datos promedio de dos ensayos realizados para estimar parametros cinéticos
con 10% m/v de indculo inicial utilizando la cepa SA-1

Tiempo (h) Cambio de Rendimiento Inverso Inverso de | Rendimiento
concentracion instantaneo concentraciéon | la velocidad | instantineo
de sustrato con de biomasa de azicares de reaccion | de producto
respecto al con respecto fermentables (b con respecto
tiempo (g/mL al sustrato (mL/g) al sustrato
h) Ys (g/8) Ypis (g/8)
1 0.0123 0.0065 0.0568 0.1088 0.665
2 0.0011 0.0003 0.0671 0.0097 0.338
3 0.0016 0.0005 0.0876 0.0135 0.843
4 0.0027 0.0010 0.1208 0.0230 0.503
6 0.0071 0.0230 0.1529 0.0539 1.002
12 0.0004 0.0018 0.1812 0.0032 0.816
18 0.0025 0.0073 0.2637 0.0165 1.148
24 0.0020 0.0093 0.4709 0.0126 0.647
30 0.0010 0.0084 0.9104 0.0062 0.656
Promedio -—- 0.0065 --- - 0.735

En el cuadro anterior se muestran los célculos realizados para estimar los parametros
cinéticos utilizados para simular el proceso de fermentacién en el simulador Berkeley
Madonna. Los resultados se obtuvieron utilizando los datos de los Cuadros del 21 al 40,
como se muestran en los calculos del 5 al 8.

132



Cuadro 66. Rendimientos globales de biomasa con respecto al sustrato

Tamafio Cepa de Rendimiento de | Rendimiento de Promedio
de levadura biomasa con biomasa con
indculo respecto al respecto al
(Yom/v) sustrato parala | sustrato parala
primera corrida | segunda corrida
Y (g/8) Yus (g/8)
1% Cepa de 0.00133 0.00139 0.00136
levadura
comun
1% Cepa SA-1 0.00127 0.00160 0.00143
3% Cepa de 0.00186 0.00102 0.00144
levadura
comun
3% Cepa SA-1 0.00120 0.00149 0.00135
5% Cepa de 0.00138 0.00135 0.00137
levadura
comun
5% Cepa SA-1 0.00221 0.00129 0.00175
7% Cepa de 0.00373 0.00348 0.00360
levadura
comun
7% Cepa SA-1 0.000742 0.00195 0.00135
10% Cepa de 0.000676 0.00139 0.00103
levadura
comun
10% Cepa SA-1 0.00523 0.00233 0.00378

En el cuadro anterior se muestran los resultados de rendimiento global de biomasa con
respecto al sustrato para todos los tamanos de indculo inicial para cada cepa de levadura

evaluada. Los resultados se obtuvieron como se muestra en el calculo 7 y 8.
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Cuadro 67. Rendimientos globales de producto con respecto al sustrato

Tamaiio Cepa de Rendimiento de Rendimiento de Promedio
de levadura producto con producto con
inéculo respecto al respecto al
sustrato para la sustrato para la
primera corrida segunda corrida
Yess (g/g) Yess (g/g)
1% Cepa de 0.576 0.5661 0.571
levadura
comun
1% Cepa SA-1 0.697 0.628 0.662
3% Cepa de 0.701 0.452 0.577
levadura
comun
3% Cepa SA-1 0.688 0.675 0.682
5% Cepa de 0.576 0.566 0.571
levadura
comun
5% Cepa SA-1 0.690 0.679 0.684
7% Cepa de 0.748 0.570 0.659
levadura
comun
7% Cepa SA-1 0.6981 0.460 0.579
10% Cepa de 0.508 0.445 0.476
levadura
comun
10% Cepa SA-1 0.713 0.658 0.685

En el cuadro anterior se muestran los resultados de rendimiento global de biomasa con
respecto al sustrato para todos los tamanos de indculo inicial para cada cepa de levadura

evaluada. Los resultados se obtuvieron como se muestra en el calculo 7 y 8.
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Cuadro 68. Productividades globales de cada cepa evaluada

Tamaifio de | Cepa de levadura | Productividad
inoculo (Y%om/v h'")

1% Cepa de levadura 1.261
comun

1% Cepa SA-1 0.816

3% Cepa de levadura 1.33
comun

3% Cepa SA-1 0.96

5% Cepa de levadura 1.503
comun

5% Cepa SA-1 1.115

7% Cepa de levadura 2.224
comun

7% Cepa SA-1 1.149

10% | Cepa de levadura 2.111
comun

10% Cepa SA-1 1.212

En el cuadro anterior se muestran las productividades calculadas con el promedio de
los datos para cada tamafio de indculo con cada una de las cepas estudiadas, los datos
se obtuvieron analizando el modelo cinético realizado en Berkeley Madonna.

C. Datos de reactivos y equipos

I. Datos de reactivos

Cuadro 69. Datos de urea utilizada como nutriente para el medio de fermentacién

Reactivo Urea
Marca Productos quimicos
Pureza 46%p/p
Temperatura de almacenamiento 25-30°C

I1. Datos de equipo

Cuadro 70. Datos balanza analitica

Equipo Balanza analitica
Marca OHAUS
Modelo T54000
Capacidad maxima (g) 5000
Incertidumbre (g) +0.005
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Cuadro 71. Datos refractometro

Equipo Refractometro
Marca ATAGO
Modelo RX-5000
Rango (nD) 1.32700-1.58000
Incertidumbre (nD) £0.0002

Cuadro 72. Datos Potencidometro

Equipo Potenciometro
Marca OHAUS
Modelo ST20
Rango (pH) 0.00-14
Incertidumbre (pH) +0.01

Cuadro 73. Datos equipo de cromatografia de alta resoluciéon (HPLC)

Equipo Detector de indice de refraccion P-1200
Marca Agilent
Modelo P-1200

Clasificacion 100-120/220-240 v- 50/60Hz

Cuadro 74. Datos balanza de laboratorio

Equipo Balanza de laboratorio
Marca OHAUS
Modelo CS3000
Capacidad maxima (g) 3000
Incertidumbre (g) +0.1

Cuadro 75. Datos de esterilizador de autoclave

Equipo Esterilizador de autoclave
Modelo 5075ELV-D
Volumen de la camara (L) 160
Requisitos de voltaje 230V/50-60Hz, trifasico
Temperatura maxima (°C) 135

Cuadro 76. Datos incubadora con agitacion

Equipo Incubadora con agitacion
Marca New Brunswick scientific
Modelo Series 25
Velocidad méaxima (rpm) 500
Temperatura maxima (°C) 100
Clasificacion 120V-60Hz 12kW
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Cuadro 77. Datos incubadora con agitacion

Equipo Incubadora con agitacion
Marca SerProoma
Modelo SI-600
Velocidad maxima (rpm) 400
Temperatura maxima (°C) 80
Clasificacion 120V-60Hz 7.5A

Cuadro 78. Datos centrifuga

Equipo Centrifuga

Marca SORVALL

Modelo RT7
Rango de temperatura (°C) -20-40

Cubos 4

Velocidad de rotaciéon maxima 3800
(rpm)
Clasificacion 220-240V, 50Hz

D. Calculos de muestra

Calculo 1. masa de melaza de caia de azucar para preparar medio de fermentacion a
una concentracion del 20%m/v de azlicares fermentables.

C1P; = C3P,
m m
(62.8864% ;) P, = (20% ;) (6729.759)

(20% ) (6,729.759)
P, = ™ = 2,140.3g de melaza
(62.8864% ;)

El calculo anterior se realizd para determinar el peso de la melaza requerida para
obtener una concentracion de azlicares fermentables del 20%m/v, donde C; representa
la concentracion inicial de azticares fermentables presentes en la melaza, P; el peso de
la melaza requerida para diluir, C, la concentracion de azucares a la que se busco llegar
(20%m/v) y P, el peso de medio de fermentacion requerido.
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Calculo 2. Volumen de agua requerido para preparar el medio de fermentacion a una
concentracion del 20%m/v.

volumen de agua = masa medio de fermentaciéon — masa melaza =

6,729.75g — 2,140.30g de melaza = 4,589.45g agua

4,589.45g agua *

m
0.997g 4,603.26mL — (250 mL urea) — 2000mL de in6culo

= 2,353.26 mL de agua

El célculo anterior se realiz6 para determinar la cantidad de agua necesaria para
preparar el medio de fermentacion a una concentracion del 20%m/v de azucares
fermentables. Considerando el agua que se afiadié luego de esterilizar para la urea e
indculo.

Calculo 3. Masa de urea.

6729.75mL * = 67.3g de urea

100mL

El célculo se realizo para calcular la cantidad de urea requerida para los 7500mL de
medio de fermentacion preparados para cada corrida de cada una de las cepas
estudiadas.

Calculo 4. Masa de levadura segun tamafio de indculo inicial.

3g de levadura

1 L ] i
500mL de medio de fermentacién * T00mL

= 45g de levadura

El célculo anterior se realiz6 para determinar la masa de levadura necesaria para el
medio de fermentacion segun el tamafo de inoculo inicial establecido. Se realizo este
mismo calculo con los tamafios de indculo inicial del 1, 5, 7 y 10%m/v.

Calculo 5. Cambio de concentracion de biomasa con respecto al cambio de tiempo
de fermentacion (Velocidad de crecimiento especifica (u).

dC, AC, 0.0346g/mL—0.0329g/mL _ 0.000279g
d, At 30h — 24h ~ mLh

El célculo anterior se realiz6 para determinar el cambio de concentracion de sustrato
(azucares fermentables) con respecto al cambio del tiempo de fermentacién. Donde
dC, es el cambio de concentracion de sustrato y d; el cambio de tiempo de
fermentacion. Para ello se utilizaron los datos de los cuadro del 21 al 40, los
resultados se pueden observar en los cuadros del 36 al 53.
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Calculo 6. Inverso de la concentracion de sustrato para determinar parametros
cinéticos de K5 Y Umax

1 1

5]~ 14.79g _ 13.605g
T00mL * 100mL
2

= 0.000704 mL/g

El célculo anterior se realizd para calcular el inverso de promedio de concentracion
de sustrato (aztcares fermentables en el tiempo de fermentacion), esto para estimar
los parametros cinéticos de constante de asociacion (Ks)y velocidad maxima de
crecimiento (Up,qy).- Esto se realizd con los datos de los cuadros 21 al 40, los
resultados se pueden observar en los cuadros del 35 al 53.

Calculo 7. Rendimiento global de biomasa con respecto al sustrato

Vo= ACpiomasa _ (0.01030 — 0.0346)g/mL 135 g biomasa
XIS ™ ACsystrato  (0.00 — 9460.18825)g/mL g sustrato

El célculo anterior se realiz6 para determinar el rendimiento global de generacion de
biomasa con respecto al consumo de sustrato. Para ellos se utilizaron los datos de los
cuadros 21 al 40, los resultados se pueden observar en los cuadros del 35 al 53, para
cada tamafio de in6culo inicial, por cada una de las cepas de levadura.

Calculo 8. Rendimiento global de producto con respecto al sustrato

Voo ACprogucto _ (10.330 —0.00)g/100mL 0.5 g biomasa
PIS ™ ACsyseraro  (18.825 — 0.946)g/100mL '~ g sustrato

El célculo anterior se realiz6 para determinar el rendimiento global de generacion de
producto (etanol) con respecto al consumo de sustrato. Para ellos se utilizaron los
datos de los cuadros 21 al 40, los resultados se pueden observar en los cuadros del
35 al 53, para cada tamafio de indculo inicial, por cada una de las cepas de levadura.
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E. Balance de masa y energia

Figura 28. Balance de masa para indculo inicial 1%m/v con cepa de levadura comtin después de 30h de fermentacion

CO2  0.0381 g/mL Q 532.44 kI
Azlcares fermentables en melaza 0.188 g/mlL Azucares fermentables en melaza 0.010 g/mlL
Sacarosa 0.089 g/mL Sacarosa 0.0052 g/mL
Fermentacion >
Composicién de los | Glucosa  0.070 g/ml |e——p Composicién de los | Glucosa  0.0029 g/mL
azucares fermentables| Fructosa 0.064 g/mL azucares fermentables| Fructosa 0.0023 g/mL
Etanol 0 g/mML |—p > Etanol 010 g/mL
Biomasa 0.029 g/mL Biomasa 0.054 g/mL
Mantenimiento y uso
de otros nutrientes no
cuantificados 0.0461 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cafa de azlcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°C y 250rpm durante 30h. El CO> generado y mantenimiento celular se cuantificaron de manera teorica.
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Figura 29. Balance de masa para inoculo inicial 3%m/v con cepa de levadura comun después de 30h de fermentacion

CO2  0.021 g/mL Q 501.223 kJ
Azucares fermentables en melaza 0.188 g/mlL Azucares fermentables en melaza 0.010 g/mL
Sacarosa 0.089 g/mL |——» Sacarosa 0.005 g/mL
Composicién de los | Glucosa  0.064 g/ml Fermentacién | Composicién de los | Glucosa 0.003 g/mL
aziucares fermentables| Fructosa 0.036 g/mL azicares fermentables| Fructosa 0.002 g/mL
Etanol 0 L Etanol 0.103 mL
g/m ) g/
Biomasa  0.0285 g/mL Biomasa 0.054 g/mL
Mantenimiento y uso
de otros nutrientes no
cuantificados 0.028 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cafia de aztcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°C y 250rpm durante 30h. El CO> generado y mantenimiento celular se cuantificaron de manera teorica.
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Figura 30. Balance de masa para in6culo inicial 5%m/v con cepa de levadura comun después de 30h de fermentacion

CO; 0.039 g/mL Q 564.355 kJ
Azacares fermentables en melaza 0.188 g/mL Azacares fermentables en melaza 0.015 g/mL
Sacarosa (0.089 g/mL |=—" Sacarosa 0.004 g/mL
Composicién de los | Glucosa  0.064 g/mlL . » Composicién de los | Glucosa 0.003 g/mL
azucares fermentables| Fructosa 0.036 g/mL Fermentacion azucares fermentables| Fructosa 0.008 g/mL

Etanol 0 g/mL Etanol 0.094 g/mL

Biomasa 0.050 g/mlL Biomasa 0.083 g/mL
Mantenimiento y uso

de otros nutrientes no
cuantificados 0.007 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cafia de aztcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°C y 250rpm durante 30h.
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Figura 31. Balance de masa para indculo inicial 7%m/v con cepa de levadura comun después de 30h de fermentacion

CO2 0.036 g/mL Qliberado 438.853 kJ

I

Azucares fermentables en melaza 0.188 g/mlL Azucares fermentables en melaza 0.008 g/mL
Sacarosa 0.064 g/mlL [=———" Sacarosa 0.003 g/mL
Composicién de los | Glucosa  0.064 g/mL L » Composicién de los | Clucosa 0.003 g/mL
azucares fermentables| Fructosa 0.036 g/mlL Fermentacion azucares fermentables| Fructosa 0.004 g/mL
Etanol 0 g/mL N o Etanol 0.109 g/mL
Biomasa 0.0698 g/mlL i Biomasa 0.096 g/mL
Mantenimiento y uso
de otros nutrientes no
cuantificados 0.019 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cana de azlcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°C y 250rpm durante 30h.
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Figura 32. Balance de masa para in6culo inicial 10%m/v con cepa de levadura comtn después de 30h de fermentacion

CO2 0.035 g/mL Q 452.092 k)
Azicares fermentables en melaza 0.188 g/mL Azicares fermentables en melaza 0.005 g/mL
Sacarosa 0.064 g/ml |=——" Sacarosa 0.002 g/mL
Composicién de los | Glucosa  0.064 g/mL . » Composicién de los | Glucosa 0.003 g/mL
azucares fermentables| Fructosa 0.036 g/mlL Fermentacion azucares fermentables| Fructosa 0.000 g/mL

Etanol 0 g/mL Etanol 0.092 g/mL

Biomasa 01 g/mL Biomasa 0.115 g/mL
Mantenimiento y uso

de otros nutrientes no
cuantificados 0.015 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cana de azlcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°Cy 250rpm durante 30h.
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Figura 33. Balance de masa para indculo inicial 1%m/v con cepa de levadura SA-1 después de 30h de fermentacion

CO2 0.047 g/mL Q 57223 k
Aziicares fermentables en
Azicares fermentables en melaza 0.19 g/mL melaza 0.01 g/mL
— .
Composicién de los Sacarosa 009 g/ml Fermentaci6n Composicién de los Sacarosa 0.00 g/mlL
azicares Glucosa 0.07 g/mL e aziicares Glucosa 0.01 g/mL
fermentables Fructosa 0.07 g/mL fermentables Fructosa 0.00 g/mL
Etanol 0.00 L Etanol 0.12 g/mL
g/m N — g/
Biomasa 0.01 g/mL Biomasa 0.035 g/mL
Mantenimiento y uso
de otros nutrientes no
cuantificados 0.0219 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cana de azlcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°C y 250rpm durante 30h.
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Figura 34. Balance de masa para indculo inicial 3%m/v con cepa de levadura SA-1 después de 30h de fermentacion

CO2 0.052 g/mL Q 568.92 K

f f

Azicares fermentables en
Aziicares fermentables en melaza 0.19 g/mL melaza 0.01 g/mL
ﬁ "
Composicién de los Sacarosa 0.09  g/ml Composicién de los Sacarosa 0.00 g/ml
azlicares Glucosa 0.07 g/mL Fermentacion — azlicares Glucosa 0.00 g/mL
fermentables Fructosa 0.07 g/mL fermentables Fructosa 0.01 g/mL
Etanol 0 g/mL - o Etanol 0.12 g/mL
Biomasa 0.0267 g/mL g Biomasa 0.05 g/mL
Mantenimiento y uso
de otros nutrientes no
cuantificados 0.0148 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cafia de aztcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°C y 250rpm durante 30h.
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Figura 35. Balance de masa para indculo inicial 5%m/v con cepa de levadura SA-1 después de 30h de fermentacion

CO2 0.041 s/mL 0 508.34 K

f I

Azicares fermentables en
Aziicares fermentables en melaza  0.187 g/mL melaza 0.011 g/mL
— .
Composicién de los Sacarosa 0081 g/ml Composicién de los Sacarosa 0-0013 g/ml
aziicares Glucosa 0.058 g/mL Fermentacion —_— azlicares Glucosa 0.0009 g/mL
fermentables Fructosa  0.047 g/mL fermentables Fructosa 0.0022 g/mL
Etanol 0.000 g/mL > Etanol 0.11 g/mL
Biomasa 0.060 g/mL " Biomasa 0.08 g/mL
Mantenimiento y uso
de otros nutrientes no
cuantificados 0.006 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cafia de aztcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°C y 250rpm durante 30h.
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Figura 36. Balance de masa para indculo inicial 7%m/v con cepa de levadura SA-1 después de 30h de fermentacion

CO2 0.045 g/mL Q 518.71 kJ

T !

Azicares fermentables en

Azucares fermentables en melaza 0.19 g/mL melaza 0.0000 g/mL
! .
Composicién de los Sacarosa  0.081 g/mL Composicién de los Sacarosa 0.0000 g/mL
aziicares Glucosa  0.058 g/mL Fermentacion — azticares Glucosa  0.0000 g/mL
fermentables Fructosa  0.047 g/mL fermentables Fructosa 0.0000 g/mL
Etanol 0.00 g/mL - [r— Etanol 0.09 g/mL
Biomasa 0.070 g/mL - Biomasa 0.11 g/mL

Mantenimiento y uso
de otros nutrientes no
cuantificados 0.011 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cafia de aztcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°C y 250rpm durante 30h.

148



Figura 37. Balance de masa para indculo inicial 10%m/v con cepa de levadura SA-1 después de 30h de fermentacion

CO2 0.037 g/mL Q 501.373 KW

f I

Azicares fermentables en
Azicares fermentables enmelaza  0.188 g/mL melaza 0.000 g/mL
ﬂ "
Composicién de los Sacarosa 0.081 g/mlL . Composicién de los Sacarosa 0.0009 g/mL
aziicares Glucosa  0.058 g/mL Fermentacion —_— azlcares Glucosa  0.0033 g/mL
fermentables Fructesa  0.047 g/mL fermentables Fructosa 0.0031 g/mL
Etanol 0 g/mL N — Etanol 0.117 g/mL
Biomasa 0.100 g/mL Biomasa 0.118 g/mL

Mantenimiento y uso
de otros nutrientes no
cuantificados 0.013 g/mL

Se muestra el balance de masa y energia de la fermentacion de melaza de cana de azlcar, el proceso se llevo a cabo a una temperatura de
34°Cy 250rpm durante 30h.
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F. Analisis de error

Calculo 9. Calculo de incertidumbre para operaciones con division y multiplicacion

SN2 /Sy\: (S,\2 +37g\* [ 434g\?
Sx = IR —) (—) (—) = 11949 ( ) ( )
R=| l*\/(X \v) *\Z 1194%1+ \5574) +\20274
. = +1.3%

Donde:

Sg= Incertidumbre del resultado (multiplicacion/division)

R = Valor del resultado del calculo

X, Y, Z... =Valor de cada cantidad

Sxy z..= Incertidumbre de cada cantidad X, Y, Z, (Durazo, 2016)

Calculo 10. Calculo de incertidumbre para operaciones con suma y diferencia

SR = /(SX)2 + (SY)2+(SZ)? ... =+/(£0.1kg)? + (+0.1kg)?2 = + 0.014kg

Donde:
SR = Incertidumbre del resultado (suma/diferencia)
SX,S8Y,SZ ... = Incertidumbre de cada cantidad X, Y, Z (Durazo, 2016)
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G. Cromatogramas

Guatemala
Injection Date B/31/2023 £:40:38 PM Seq. Line g
Sample Name MELAZA 1:10 Location Vial 9
Acg. Operator AdeM Inj 1
Acqg. Instrument Instrument 2 Inj Volume 20 pl

Acg. Method
La=st changed
Analysis Method
Last changed

C:%HPCHEM\ 2\METHODS\AZRGUA . M
Bf21/2023 11:15:14 AM by AdeM
C:\HPCHEM\ 2\METHCODS\AZHIPLCA .M
9/1/2023 9:3%:02 AM by AdeM

Figura 38. Resultado de HPLC para caracterizacion de azlicares fermentables de la melaza de cafia de azucar realizado en el Laboratorio de Instrumentacion Quimica Avanzada de la Universidad del Valle de

(modified after loading)
Metodo para determinacion de azucares, columnas Agilent Hi Flex Ca 300x7.8mm , 5um, fase movil Agua, temperatura de 75, 53 en el
detector v 25 en el termostato del automuestreador ( tee), 0.6 ml/minuto

RIDA A, Refractive Index Signal (INGQUN23083108.0)
nRIU 3
140000
120000
100000
80000
BOO0O
40000
] 3 - ©
20000 2 ~ 2] =
] : P = by
- - e ™ . o
ﬂ' i ! L L] S|
T 1 L ¥ I T T L L I L T T 1 I ¥ L) T T I 1 L L T I 1 L ¥
0 5 10 15 20 25 il
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 9/1/2023 9:38:17 aM
Multiplier 1.40000
Dilution 1.0000

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1l: RID1 A, Refractive Index Signal

RetTime Type Area Emt /Area Amount Grp MName
[min] [nRIU*=] (2 (pfv)]
——————— |- ---—--
g.383 VV 1.16336e7 3.71062e-7 4.31680 SACAROSA
11.257 VW B 3.0%6E1led 3.ZE4395e-7 1.0172% GLUCOSA
l14.116 VV 2.71317ed  3.51EBl8e-7 9.545344e-1 FEUCTOSA
Totals B.28E864
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Figura 39. Curva de calibracion HPLC para sacarosa, glucosa y fructosa

Calibration Table

CURVA DE CALIBRACION DE AZUCARES

Calib. Data Modified : 3/21/2024 10:33:39 AM
Caleculate H External Standard

Based on H Peak Area

Rel. Reference Window : 5.000 %

Abs. Reference Window : 4.500 min

Rel. Non-ref. Window 5.000 %

Abs. Non-ref. Window : 0.000 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Uncalibrated Peaks H not reported

Partial Calibration H Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: No, only for identified peaks
Curve Type H Linear

Origin H Forced

Weight H Equal

Recalibration Settings:

Average Response H Average all calibrations
Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibratien Table after Recalibraticn
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1: RIDL A, Refractive Index Signal

RetTime Lvl  Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [2 (p/v)]
I-=1-- | | bt el |
9.500 1 1 5.00000e-1 1.10351e6 4.53098e-7 SACAROSA
4 1.00000 1.52504e6 5.1%46%e-7
2 2.00000 4.42948e6 4.51520e-7
3 4.00000 7.7428%6e6 5.16598e-7
11.400 1 1 5.00000e-1 1.70114ef 2.9392le-7 GLUCOSA
4 1.00000 3.05856e6 3.26952e-7
2 2.00000 6.75370e6 2.96134e-7
3 4.00000 1.33116e7 3.0048%e-7
14.100 1 1 5.00000e-1 1.B9700eé 2.63574e-7 FRUCTOSA
4 1.00000 3.50007e6 2.8570%e-7
2 2.00000 6.07860e6 3.23023e-7
More compound-specific settings:
Compound: SACAROSA
Time Window : From 3.000 min To 10.100 min
Compound: GLUCOSA
Time Window : From 10.200 min To 12.600 min
Compound: FRUCTOSA
Time Window : From 13.233 min To 16.000 min

Peak Sum Table

***No Entries in table***

Calibration Curves

Area ] SACAROSA at exp. RT: 9.500
3 RID1 A, Refractive Index Signal
BE6 Correlation: 0.99843
+ Residual std. Dev.: 297276.29427
4E6 Formula: y = mx
4 m: 1.99095e6
EEY 1 x: Amount[% (p/v)]
o . . y: Area
0 z 4
Ameunt[% (pv)]
Area GLUCOSA at exp. RT: 11.400
1.2E7 4 3 RID1 A, Refractive Index Signal
1E7 Correlation: 0.99982
8E6 2 Residual Std. Dev.: 166706.20461
6E6 3 Formula: y = mx
4E6 4 m: 3.32532e6
2£6 4 1 ®: Amount[% (p/v)]
0 . . . . . . y: Area
o 2 4
Amount[% (pii]

Area FRUCTOSA at exp. RT: 14.100
1.06E7 3 RID1 R, Refractive Index Signal
167 3 Correlation: 0.99708

Residual Std. Dev.: 734088.B4320
756 =3 Formula: y = mx
SE6 - 4 m: 3.60176e6
25E64 | ®x: Amount[% (p/v}]
0 . ; y: Area
0 2 4
Armount[% (pivi]
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Figura 40. Curva de calibracion HPLC para etanol

Calibration Table

CURVA DE CALIBRACION DE ETANOL HIPLEX CA AGUA

Calib. Data Modified : Friday, June 21, 2024 12:54:21 PM
Calculate : External Standard

Based on : Peak Area

Rel. Reference Window : 5.000 %

Ahs. Reference Window : 4.500 min

Rel. Non-ref. Window : 5.000 %

Ahs. Non-ref. Window : 0.000 min

Do not use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Uncalibrated Peaks : not reported

Partial Calibration : Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: Mo, only for identified peaks
Curve Type : Linear

Origin H Forced

Weight H Equal

Recalibration Settings:

Average Response H Average all calibrations

Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a segquence:
Calibration Table after Recalibration
Hormal Report after Recalibration
If the seguence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1: RID1 A&, Refractiwve Index Signal

RetTime Lwl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [ (p/v)]
——————— - - || |
18.208B 1 1 5.00000e-1 3.B1595e5 1.3102%e-§ ETANOL
2 2.00000 1.06616e6 1.875B%e-6
3 4.00000 2.77103e6 1.4435le-6

Calibration Curves

Araa ETANOL at exp. RT: 18.20B
E RID1 A, Refractive Index Signal
2E6 Correlation: 0.99529
1.6E6 3 Residual Std. Dev.: 205155.27501
Formula: y = mx
1E6 * m: 662084.84336
500000 - 1 ®: Amount[% (p/v)]
o . . y: Area
0 2 4
Amount[%, (p'v)]
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H. Ilustraciones

Figura 41. Biomasa seca
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Fuente: Elaboracion propia en Laboratorio de Bioprocesos industriales

Figura 42. Sistema de fermentacion

Fuente: Elaboracion propia en Laboratorio de Bioprocesos industriales
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Figura 43. Cepa de levadura comin

Fuente: Elaboracion propia en Laboratorio de Bioprocesos industriales)

Figura 44. Cepa de levadura SA-1

Fuente: Elaboracion propia en Laboratorio de Bioprocesos industriales
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Figura 45. Ejemplo de codigo utilizado en Berkeley Madonna

METHOD RK4

STARTTIME =0

STOPTIME = 30

DT =0.002

{Type Equations Here.}

R1=(b+a*u)*(X)
RA=(((mx*S)/(Ks+S))*(exp(-P/Kp)))*(X)
R2=-u*(X+2)/Yxs

R3=u*(X+0.5)*Yxp
u=(mx*(S-0.946))/(Ks+(S-0.946))
mx=0.2267573696

Ks=6.2137868481

Yxs=0.088115

Yxp=0.9556

Kp=0.05

a=0.2

b=0.0025

INIT X=0.01012667

INIT S=18.8255

INIT P=0

d/dt(X)=IF TIME <18 THEN R1 ELSE R4
d/dt(S)=R2

d/dt(P)=IF TIME <24 THEN R3 ELSE 0.23
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I. Glosario

Azicares fermentables. Los azicares fermentables son carbohidratos simples que
los microorganismos, como las levaduras y bacterias, pueden metabolizar durante
la fermentacion. Ejemplos comunes incluyen la glucosa (dextrosa), la fructosa, la
sacarosa (un disacarido de glucosa y fructosa). Durante la fermentacion, estos
azlcares se convierten en etanol, dioxido de carbono y otros subproductos.

Biomasa seca. La biomasa seca se refiere a la cantidad de microorganismos en un
medio de fermentacién después de haber sido completamente deshidratados. Este
método de medicion elimina el agua presente en las células y el medio,
proporcionando un valor mas preciso del contenido de biomasa sin la variabilidad
introducida por la humedad (Phaff & Mrak, 1954).

Cepa de levadura. Una cepa de levadura es una subvariante genética de una especie
de levadura que tiene caracteristicas especificas que la diferencian de otras cepas
dentro de la misma especie. Estas caracteristicas pueden incluir su capacidad para
fermentar diferentes tipos de azucares, su tolerancia a condiciones como el pH y la
temperatura, y su resistencia al alcohol y otros inhibidores (Catilleja, et al., 2015).

Inéculo inicial. Preparacion solida o liquida que contiene una cantidad determinada
de microorganismos como bacterias y hongos, que son introducidos a la
fermentacion (Sood, Bhat, & Kumar, 2011)
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