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Resumen

El objetivo de la investigacion consistio en evaluar el efecto de la adicion de tres tipos de levaduras
comerciales Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces exiguus y Candida utilis, utilizando
disolucion de melaza, las etapas del experimento consistieron en la activacion de levadura y
fermentacion para la produccion de etanol mediante una destilacion simple; determinando la
produccion de etanol mas Optima del experimento, con diferentes concentraciones de sacarosa
(19°Bx, 23°Bx y 27°Bx) y diferentes condiciones ambientales (27°C, 30°C y 33°C). Se aplicd un
modelo estadistico de disefio cuadrado latino utilizando el programa Microsoft Excel, tomando
como factor de interés tipos de levaduras y factores secundarios los sélidos solubles (°Bx) y
temperaturas de almacenamiento (°C). Se formularon nueve tratamientos (T), de los cuales se
observaron diferencias significativas (p<0,05) entre los sélidos solubles (°Bx) y (p>0,05) para los
tipos de levaduras estudiadas y las temperaturas de almacenamiento. Durante la produccion de
etanol a partir de la disolucién de melaza de cafia, el mejor tratamiento fue el T8, utilizando
levadura Saccharomyces cerevisiae a 27°Bx y con temperatura de 30°C.
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Abstract

The objective of the research was to evaluate the effect of the addition of three types of commercial
yeast: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces exiguus and Candida utilis, using molasses
solution. The stages of the experiment consisted of yeast activation and fermentation for ethanol
production through simple distillation; determining the most optimal ethanol production of the
experiment, with different concentrations of sucrose (19°Bx, 23°Bx and 27°Bx) and different
environmental conditions (27°C, 30°C and 33°C). A Latin-square design was applied using
Microsoft Excel, taking as a factor of interest the types of yeasts and secondary factors the soluble
solids (°Bx) and storage temperatures (°C). Nine treatments (T) were formulated, of which
significant differences (p<0.05) were observed between the soluble solids (°Bx) and (p>0.05) for
the types of yeast studied and the storage temperatures. During ethanol production from sugar cane
molasses solution. The best treatment was T8, using Saccharomyces cerevisiae yeast at 27°Bx, with
a temperature of 30°C.

Keywords: ethanol, Saccharomyces cerevisiae, production, molasses, fermentation.
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INTRODUCCION

La mayor producciéon mundial de cafia de azlcar se
encuentra concentrada entre los paises de Brasil, India y
China. En Brasil el 48% de su produccion de cafia se
utiliza para producir etanol y el 52% se utiliza para la
produccion de azicar (Chimbo y Vega, 2015).

De acuerdo a lo citado por Elizalde (2015) gracias a la
biotecnologia en los proximos afios la cafia de aztcar no
solo sera un cultivo estratégico para producir
exclusivamente azucar o etanol, sino también plasticos
biodegradables, vacunas, entre otros.

Mientras que en Ecuador los cultivos de cafia de azlcar
son utilizados para obtencion de azlicar, melaza, miel,
panela y etanol (Chimbo y Vega, 2015). El etanol de
cafia de azlcar es utilizado al 5 % en la gasolina extra o
llamada Ecopais (Diario EI Comercio, 2018). De acuerdo
a lo mencionado por Diario El Telégrafo (2019) en el afio
2017 el Ecuador registrd 79 364 ha cosechadas.

Inicialmente el etanol fue utilizado para la produccion de
bebidas alcohodlicas, vinagres y conservas, pero
actualmente tiene aplicaciones farmacéuticas, perfumes y
cosméticos, materiales explosivos, seda artificial y
materiales plasticos (Brooks, 2008). Sin embargo, por su
alto contenido de oxigeno y combustion limpia es
considerado un potencial combustible (Angulo, 2010).

Cabe destacar que el etanol se utiliza para el aumento de
octanaje de la gasolina o como aditivo de la misma e
insumo para la produccion de biodiésel (Gonzalez et al.,
2017). Mientras que las emisiones de CO: se reducen con
el uso de biocombustibles a diferencia de los
combustibles fosiles, encontrando el equivalente de 1000
tn de cafia de azucar a 16 259 tn de petroleo (Chimbo y
Vega, 2015).

Teniendo en cuenta que la produccion energética
alternativa proveniente de derivados de petrdleo, genera
biocombustibles mediante el uso de materias primas
naturales, dentro de las cuales destaca el bioetanol, con el
objetivo de preservar los recursos tanto renovables como
no renovables y maximizar su uso (Sanchez et al., 2010).

También es evidente que el 70% de la produccion
mundial de alcohol esta liderada por Brasil utilizando la
base de cafia de azucar y Estados Unidos a base de maiz,
seguidos por paises como China, India y Francia,
adicionalmente se esta incrementando considerablemente
la produccion en paises como Tailandia, Filipinas,
Guatemala, Colombia, Republica Dominicana, Alemania
y Espatfia, pero la produccion de estos ultimos es pequefia
en comparacion con los paises que lideran la produccion
mundial (Suarez et al., 2016).

Para la produccion de etanol se emplean diferentes
levaduras, tanto con el uso de bagazo de cafia de azlcar
como sustrato, considerado como una gran opcion
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industrial por disponibilidad de materia prima (Intriago y
Sabando, 2017).

Una de las levaduras mas utilizadas es la Saccharomyces
sp., por su eficiencia en convertir azicares a etanol,
ademas de amplia aceptacion en los procesos industriales
(Argote et al., 2015), concordando con Sudrez et al.
(2016) donde mencionan que la fermentacion de azlcares
por medio de una levadura generalmente Saccharomyces
cerevisiae da paso a la produccion del etanol.

Por otra parte, la levadura (Saccharomyces cerevisiae) es
muy reconocida durante la elaboracién de pan y cerveza
(Nandy y Srivastava, 2018). En la investigacion realizada
por Shurson (2018) indica que son heterotrofas
definiéndolas como incapaces para generar su propia
materia organica y de acuerdo de acuerdo con Fajardo y
Sarmiento (2007) son tolerables en altas concentraciones
de azucar.

Adicionalmente, durante la produccion de la
fermentacion de una proteina unicelular (SCP) Ila
levadura Saccharomyces exiguus puede ser utilizada
como agente bioldgico en la alimentaciéon animal y/o
humanas, posee excelentes caracteristicas fisiologicas
para desarrollarse en acido acético, es tolerante al pH
acido, responde rapidamente a la adicion de tiamina,
niacina, biotina y acido pantoténico del extracto de
levadura, por no presentar fase de latencia lo cual
incrementa su rendimiento de biomasa en el menor
tiempo de fermentacion (Saldafia y Zapata, 2017).

De modo similar la levadura Candida utilis es un
microorganismo de importancia industrial. Esta levadura
se ha utilizado como fuente de nutrientes a través de la
produccidn a gran escala de proteinas unicelulares. Por lo
tanto, se puede esperar que C. utilis produzca una gran
cantidad de pigmentos carotenoides al dirigir el flujo de
carbono para la biosintesis de ergosterol a una nueva via
para la sintesis de carotenoides a través de FPP a través
de la introduccion de los genes carotenogénicos de
Erwinia.

Por ultimo, se describe la produccion de licopeno por una
cepa recombinante de C. wtilis (Miura et al, 1998).
Adicionalmente, las levaduras C. utilis y de S. cerevisiae
son utilizadas como aditivos alimentarios segun la Food
and Drug Administration (FDA).

En consecuencia, el objetivo de la presente investigacion
consisti6 en evaluar el efecto de la adicion de tres
tipos de levaduras comerciales en disolucion de melaza
durante la produccion de Etanol.

MATERIALES Y METODOS

La investigacién se realizd6 en el laboratorio de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Laica Eloy Alfaro de Manabi. Las etapas de la
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investigacion consistieron en la activacion de levadura y
fermentacion de las mismas.

Para ello se utilizo tres tipos de levaduras comerciales las
cuales se detallan a continuacion:

e Levadura activa seca Levapan y su nombre
cientifico Saccharomyces cerevisiae,

e Levadura salvaje saf — instant y su nombre
cientifico Saccharomyces exiguus

e Levadura con su nombre comercial Candida
utilis ATCC9950.

Se determind la produccion de etanol mas oOptima del
experimento, con diferentes concentraciones de sacarosa
(19°Bx, 23°Bx y 27°Bx) y diferentes condiciones
ambientales (27°C, 30°C y 33°C).

Activacion de las levaduras (Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces exiguus 'y Candida utilis)

Para la activacion de las levaduras se procedié a la
preparacion de un jarabe el cual consta de 25 g de
melaza, 0,5 g de urea, 1 g de levadura Saccharomyces
cerevisiae; todo esto en un recipiente estéril, se aforo6
hasta 500 ml de agua destilada; se mezclo hasta obtener
la solucion completamente homogénea. Seguidamente se
dejo reposar a temperatura ambiente durante 5 minutos,
se adapto el aireador al envase por un lapso de 24 horas
para realizar el proceso de oxigenacion y posterior
activacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Este mismo proceso se lo realizd con las levaduras:
Saccharomyces exiguus 'y Candida utilis.

Fermentacion de las levaduras (Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces exiguus 'y Candida utilis)

Para la fermentacion se utiliz6 melaza de cafia de azlicar
con el nombre comercial Super Melaza la cual consta de
una concentracion de sélidos a 85°Bx, por lo que se
realizd un balance de materia para determinar cuantos
gramos de agua destilada se debe afiadir para preparar los
mostos hasta obtener concentraciones de 19°Bx, 23°Bx y
27°Bx.

Como fermentadores o biorreactores se utilizaron
envases con tapas de 1000 ml de capacidad que fueron
esterilizados previamente a fin de evitar la contaminacion
y el desarrollo de otro tipo de microorganismos que
alteren el proceso de obtencion de alcohol.

Para el primer grupo de tratamientos de acuerdo a un
balance de materia se afiadi®6 en tres recipientes
diferentes 250 g de melaza y en cada uno se completd
con 750 g de agua destilada, a continuacion, se verifico
los so6lidos solubles por refractometria, como indica la
norma Association of Official Analytical Chemists
(AOAC 932.14, 1990), obteniendo un valor de 19° Bx,
posteriormente se lo lleva a temperatura de 27° C, 30°C y
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33°C; asimismo para el segundo grupo de tratamiento, en
tres envases diferentes se afiadio 250 g de melaza y de
forma individual se completé con 600 g de agua
destilada, se verifico los sélidos solubles obteniendo un
valor de 23°Bx, posteriormente se llevo a temperatura de
27° C, 30°C y 33°C; y finalmente para el tercer grupo de
tratamiento se procedid a pesar en tres envases diferentes
250 g de melaza y se completd con 450 g de agua
destilada, se verificod los s6lidos solubles obteniendo un
valor de 27°Bx, y por consiguiente se llevé a
temperatura de 27° C, 30°C y 33°C

En cada uno de los envases con mosto de melaza se
inocul6 de forma individual 5 ml de las levaduras
activadas (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
exiguus y Candida utilis), se cerrd herméticamente cada
envase, colocando mangueras conectadas desde el frasco
a un vaso con agua con el objetivo de permitir la salida
de CO2 generado durante la fermentacion.

Los mostos de melaza se dejaron fermentar durante tres
semanas en condiciones anaerobias.

Proceso de destilacion

Transcurrido el tiempo estimado de fermentacion se
procedio con el proceso de destilacion, este se realizo con
el objetivo de obtener el rendimiento de la produccion de
etanol de cada grupo de tratamientos.

Se realizd una destilacion simple tomando como
referencia la norma INEN 340-2014, a un rango de
temperatura desde 78 a 96 °C para eliminar la presencia
de alcoholes superiores, este proceso tardé alrededor de 3
a4 hrs.

Disefio experimental

Se aplico un modelo estadistico de disefio cuadrado
latino utilizando el programa Microsoft Excel, el cual
permite agrupar los resultados del experimento.

Factor de interés: Tipos de levaduras
Letra latina:

Tipos de levaduras

A= S. cerevisiae
B= S. exiguus
C= C. utilis

Factores secundarios:

1.-Concentracion de Sacarosa (°Bx)
2.-Temperatura del ambiente (°C)

De esta forma se obtendran 9 tratamientos como se
observa en el Cuadro 1. de disefio experimental; de los
cuales se podrd determinar el tratamiento con la mayor
produccion de etanol como se aprecia en el Cuadro 2.
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Cuadro 1. Disefio experimental
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Cuadro 3. Analisis de varianza (ANOVA).

°Bx Temperaturas
27°C 30°C 33°C
19 c B A
23 A C B
27 B A C

Suma  Grados Cuadra

Cuadro 2. Produccién de etanol por cada tratamiento.

Trat. °Bx =C Levaduras  Volumen (ml)

T1 19 27 C. utilis 93,07
T2 19 30 S. cerevisiae 91,68
T3 19 33 S. exiguus 94,92
T4 23 27 S. cerevisiae 85,75
T5 23 30 C. utilis 84,98
T6 23 33 S. exiguus 85,37
T7 27 27 S. exiguus 97,98
T8 27 30 S. cerevisiae 98,92
T9 27 33 C. utilis 97,66
RESULTADOS Y DISCUSION

En el Grafico 1, se muestra el comportamiento durante
las pruebas experimentales para la obtencion de etanol
expresado en (ml). Evidenciando que el mejor
tratamiento es el T8, con 27 °Bx y 30°C utilizando la
levadura Saccharomyces cerevisiae, esto se debe a que
esta levadura tiene alto potencial metabolico (Sanchez et
al.,, 2012); y coincidiendo con las temperaturas Optimas
para produccion de etanol de 32+2°C establecidas por
Mukhtar, et al. (2010).

Volumen de etanol (ml) 98.92

8498
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 TS

Grafico 1. Produccion de etanol por cada tratamiento.

En el Cuadro 3. Con respecto a la produccion de etanol
se evidencia que no existe diferencia significativa entre
los tres tipos de levaduras y temperaturas de
almacenamiento (p>0.05), sin embargo, existe diferencia
significativa entre °Bx (p<0.05), lo que concuerda con
Macias (2015).

PRl it it i Calzula s Significancia
variacion cuadra libertad medio ik Tabla Y
dos
Tratamientos 4,03 2 2,02 2,75 19 p>0,05
(Tipos de
levaduras)
Renglones (°BX) 250,71 2 125,36 170,85 19 p<0,05
Columnas (°T) 0,94 2 0,47 0,64 19 p>0,05
Error 147 2 0,73
Total 257,15 8
CONCLUSIONES

La aplicacion del disefio experimental cuadrado latino
permitié establecer las condiciones dptimas de operacion
generando mayor produccion de etanol en el T8
utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae con
temperatura de 30°C y 27°bx.

El analisis de varianza indic6 que no existen diferencias
significativas entre los tipos de levaduras utilizadas en
este experimento y las diferentes condiciones de
temperatura; sin embargo, se evidencia diferencia
significativa en los niveles de °Bx aplicados.
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