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RESUMEN

A escala de banco es optimizado el proceso de fermentación alcohólica con el substrato industrial Jugos de Caña Energética conservado, mediante el modelo biológico vivo  levadura.  Tres cepas seleccionadas fueron evaluadas, se determina y demuestra que la cepa C/25-7-18 Sacharomyces cerevisiae tipo Hansen, es con la que logra optimizar la fermentación alcohólica con este nuevo medio basal, maximizando la velocidad de formación y rendimiento de etanol; minimizando los costos por reducción  del consumo de 21 kg del substrato y 9 kg de vapor/ Hl a 100   0G.L.   Para 100 días de operación de la destilería Paraíso representa un ahorro de $ 41 980,00  .

Palabras clave:  optimización, fermentación alcohólica, jugos de caña energética,    

                          incertidumbre, cepa de levadura .

ABSTRACT

To bank scale is optimized the alcoholic fermentation from higher fibre cane juice conservated with the biological life model  yeast strain.   Three selected strains were evaluated and it was determinated and demonstrated that with C/25-7-18 of Sacharomyces cerevisiae type Hansen, the optimization is obtained from the new mash, maximizing the formation velocity and yield of ethanol and minimizing the cost by less consuming of 21 kg of mash and 9 kg of steam/ Hl to 100   0G.L  .  For 100 days of operation of the Paraiso distillery the reduction of the cost is $ 41 980,00  .

Key words:  optimization, alcoholic fermentation, higher fibre cane juice, uncertainty,     

                    yeast strain.

INTRODUCCION

La pertinencia de aumentar el valor agregado a la cogeneración eléctrica con caña energética fuera del período zafra, origina la necesidad buscar un destino específico para sus jugos en las producciones de derivados.

El descubrimiento de que los Jugos de Caña Energética es un nuevo substrato industrial para la fermentación alcohólica, con diferencias altamente significativas respecto a los jugos de caña azucarera(Ventura, 1996; Ulloa, 1997; Obregón, Hernández y Romero,2000; Obregón y otros, 2005); hacen impracticables con los primeros las tecnologías conocidas de los segundos (Jay y Cruz, 1998); por lo que se procede a realizar las investigaciones requeridas, a los efectos de evaluar a escala de banco, el comportamiento de diferentes cepas de levadura frente a este nuevo substrato.

Los primeros resultados experimentales con la cepa NRRL s/n de la destilería Paraíso de Sancti Spíritus, comparada con cuatros cepas mas recomendadas y del cepario del ICIDCA; permitieron inferir que la cepa C/25-7-18 presenta significativos mejores resultados que la anterior, en velocidad de formación y rendimiento de etanol, empleando estos nuevos jugos pasterizados para uso inmediato, con 30 % w/w de imbibición simulada ( Corcho, 2002) .

La tecnología específica y particular desarrollada para la preparación previa de estos jugos llevada a escala industrial (Obregón y otros, 2005)   , evidenció la necesidad de obtener además, otra tecnología de conservación fiable y segura hasta 90 días, ensayada a escala de banco (Obregón y Fardales, 2006); dejando de ser requisito indispensable, que la destilería exista y esté trabajando para poder emplearlos, superando estaa debilidades, incluida la evitación de que se conviertan en un residual líquido para el medio ambiente, al no ser factible económicamente producir azúcar y miel con ellos (Romero, 2005). Esto último unido a las evaluaciones de cepas antes señaladas, originó el cuestionamiento científico-técnico y económico de que:

¿Será posible optimizar la fermentación alcohólica mediante el modelo biológico vivo con el nuevo substrato conservado? .

Dar respuesta a lo anterior, es el objetivo de este trabajo.

DESARROLLO.

Diseño de experimentos.

Se estableció para tamaño muestral t student evaluando tres cepas de levadura previamente seleccionadas, de forma independientes y simultaneas por duplicados, con un total de seis experimentos por corrida.  Dado a que el substrato contiene el nuevo componente Jugos de Caña Energética pasterizado, se definió que los test estadísticos sean no paramétricos, con las pruebas Krukal-Wallis y Mann-Whitney del paquete de programas SPSS versión 11.5; antes utilizados con estos jugos pasterizados para empleo inmediato, o sea, en menos de 12 horas y por ende no conservados.

Para obtener el máximo de información de forma rápida, económica, simple y precisa; las fermentaciones a escala de banco se realizaron en frascos de 10 litros, empleados como biorreactores a batch, conteniendo cada uno 7 litros del jugo conservado diluido con agua industrial a 120 ± 1 g/l de azúcares fermentables, temperatura de 32 0C a        33 0C, adicionando 2 g/l de sulfato de amonio y 0,5 de fosfato diamónico ambos calidad técnica; sin necesidad de ajuste de pH al quedar en el límite superior de la incertidumbre, dada la acidez natural de estos jugos acentuado por la pasterización.

Las cepas de levadura se desarrollan  según el protocolo empleado en la destilería Paraíso, y las variables objeto de mediciones, cálculos y evaluaciones; son aquellas que caracterizan los resultados finales de la fermentación alcohólica en cualquier fábrica de este tipo en el país, siendo estas: 

θ                             Tiempo de fermentación  en horas y fracciones

μe                           % Alcohol v/v formado/ θ  
μb                           g/l de células de levadura base seca formada / θ  
Yp/s                               g de azúcares fermentables convertido en etanol/ g az. ferm. total

                                basado en modelo de Monod            
Yx/s                         g de azúcares fermentables convertido en biomasa/ g az. Ferm. Total

YT/s =  Yp/s + Yx/s     Rendimiento Total / Azúcares fermentales

Acidez                     g de AcH /l

 Caracterización de las incertidumbres.

Se realiza mediante límites inferiores y superiores descritos en la litera científica (Douglas, 1995; González y otros, 2005),  para el bioetanol y biomasa de levadura.

La concentración celular de levadura base seca en g/l , es competitiva con la velocidad de formación y rendimiento de bioetanol a partir de cualquier substrato, ya que metaboliza parte de los carbohidratos para la biosíntesis de todos y cada uno de sus componentes, y por ende, sin producción de alcohol.

Comúnmente las destilerías cubanas incluyendo ALFICSA la mas moderna , registran entre 3 g/l y 8 g/l de concentración de biomasa de levadura al final de la fermentación, siendo ambos límites de riesgos pesimistas; el menor por fermentaciones muy lentas y por lo tanto de baja productividad, el mayor con fermentaciones muy rápidas pero con bajos rendimientos alcohólicos; y ambos sin pérdidas ni ganancias financieras, el punto de equilibrio
Los ciclos normales de fermentación en la destilería Paraíso son de 18 a 24 horas  (MINAZ, 1971), por lo que los límites de μb  serán: 

Valor mínimo  =   3 g/l . 1/24 h  =      0,125   g/l.h

Valor máximo =    8 g/l . 1/18 h =       0,444   g/l.h

Esta planta no tiene sistema de enfriamiento en fermentación, por lo que opera en el entorno de 110 g/l de azúcares fermentables de concentración o menos, y el valor mas bajo de etanol en su substrato fermentado en que no incurren en pérdidas financieras es de 4,5 % alcohol v/v. 

Por su parte la firma Speichim de Francia tiene una cepa de levadura modificada genéticamente e inocua, que logra 15 % alcohol v/v con melazas clarificadas, siendo el máximo reportado hasta el momento (Martínez-Valdivieso, 2005).

Similarmente se obtiene para μp :

Valor mínimo   =    4,5 %  .  1/24h  =  0,188 % etanol/h

Valor máximo  =  15,0 %  .  1/18h  =  0,833 % etanol/h

Ninguna destilería de las existentes en Cuba y la inmensa mayoría de la del resto del mundo, pueden llegar al valor máximo con la tecnología instalada, substrato utilizado y cepa de levadura empleada.

Conservación de Jugos de Caña Energética.

Tecnología de reciente desarrollo (Obregón y Fardales, 2006), garantiza la conservación de estos jugos hasta 90 días de forma fiable y segura.  En esencia consiste en la pasterización de los jugos mediante HTHT ( Frazier, 1970) , mezclarlos con Miel Final seleccionada bajándole el Brix a esta, hasta niveles que aún la presión osmótica no permite el desarrollo de la abrumadora mayoría de los microorganismos contaminantes, pues la actividad acuosa en menor a 0,85 ( Honig, 1969); así como, los que escapan a esta forma de conservación no han sido aislados en las melazas cubanas, por mas de una década de caracterización anual de las mismas ( ICIDCA, 1986)  .  Su almacenamiento es en tanques en buen estado técnico y limpios.

Experimentos con el modelo biológico vivo.

Para lo experimentos se seleccionaron las cepas de levadura NRRL s/n normalmente empleada en la destilería citada, la C/25-7-18  tipo Hansen del cepario del ICIDCA y la seca activa Nevada muy empleada en todas las destilerías de Cuba.  Las tres cepas se desarrollan independientes en el laboratorio de microbiología, siguiendo el mismo protocolo antes indicado.

Para las corridas experimentales se procede como se describió en el diseño de experimentos, habiendo quedado el Brix entre 17,70 y 17,85 %  inicialmente, durante los cinco meses que duraron los ensayos.  Cuando el medio basal estaba preparado y bien identificados, se inocularon con los cultivo de las cepas anteriores por duplicado, cada una en dos frascos.  A partir del momento de inoculación se comenzó a medir θ,  el % alcohólico v/v y g/l de biomasa se midieron al final de la fermentación utilizando las mismas técnicas analíticas de las destilerías.  Las mediciones fueron las iniciales, cada 10 días de conservados hasta 90, así como, a los 120 y 150 días.

RESULTADOS Y DISCUSION.

En la Tabla 1 se compilan los valores de los cálculos a partir de las mediciones analíticas y de tiempo de fermentación, en la Tabla 2 los procesamientos estadísticos y en las Figuras 1 y 2 las graficaciones del comportamiento de μe y Yp/s  que son las objeto  de optimización .                            
Tabla 1.-   Conservación de Jugos de Caña energética de tandem.  2004 .
Características de la Miel Final:

% Brix= 87,10     % Sacarosa= 36,80         % Reductores Libres=17,75        pH= 5,70

% Azuc. Totales= 54,55         % Cenizas= 8,28        % Az. Infermentables= 3,19                  NMP mesófilos/g =  69 000         NMP termófilos/g =  3 300

Características del Jugo de Caña Energética pasterizado con HTHT:

% Brix= 9,48       % Sacarosa=  5,15          % Reductores Libres=  1,88         pH= 5,15

% Azuc. Totales= 7,03    % Cenizas= No determinada        % Az. Infermentables= 1,04                 NMP Total/g =  109 600          Coloración :  verde muy oscuro

Mezcla Miel Final + Jugo

Evaluación ce cepas a 32 0 C   -  33  0 C .
	Días
	Seca Activa NEVADA
	N R R L   s/n
	C / 25 -7 - 18

	
	μe
	μb
	Yp/s  .100                               
	Yx/s  .100                               
	Yt/s  .100                               
	μe
	μb
	Yp/s  .100                               
	Yx/s  .100                               
	Yt/s  .100                               
	μe
	μb
	Yp/s  .100                               
	Yx/s  .100                               
	Yt/s  .100                               

	0
	0,373
	0,281
	80,21
	6,52
	86,73
	0,391
	0,296
	80,46
	6,67
	87,13
	0,408
	0,283
	81,80
	6,61
	88,41

	10
	0,375
	0,280
	80,43
	6,48
	86,91
	0,390
	0,296
	80,68
	6,69
	87,37
	0,407
	0,283
	81,83
	6,61
	88,44

	20
	0,375
	0,280
	80,46
	6,45
	86,91
	0,388
	0,293
	80,71
	6,69
	87,40
	0,409
	0,286
	82,10
	6,67
	88,77

	30
	0,383
	0,280
	80,59
	6,40
	86,99
	0,393
	0,297
	80,70
	6,67
	87,37
	0,411
	0,284
	82,18
	6,67
	88,85

	40
	0,389
	0,276
	80,63
	6,50
	87,13
	0,398
	0,291
	80,80
	6,63
	87,43
	0,412
	0,286
	82,24
	6,74
	88,98

	50
	0,393
	0,281
	80,71
	6,58
	87,29
	0,406
	0,294
	80,63
	6,69
	87,52
	0,414
	0,283
	82,26
	6,63
	88,89

	60
	0,406
	0,283
	80,69
	6,60
	87,29
	0,412
	0,289
	80,85
	6,73
	87,58
	0,416
	0,283
	82,29
	6,60
	88,89

	70
	0,416
	0,281
	80,72
	6,57
	87,29
	0,421
	0,287
	80,78
	6,73
	87,57
	0,423
	0,278
	82,39
	6,55
	88,94

	80
	0,416
	0,283
	80,75
	6,58
	87,33
	0,425
	0,286
	80,91
	6,70
	87,61
	0,438
	0,276
	82,48
	6,58
	89,06

	90
	0,421
	0,291
	80,74
	6,59
	87,33
	0,428
	0,288
	80,90
	6,69
	87,59
	0,444
	0,280
	82,56
	6,50
	89,06

	120
	0,426
	0,296
	80,76
	6,71
	87,47
	0,429
	0,298
	80,86
	6,70
	87,56
	0,445
	0,280
	82,65
	6,51
	89,12

	150
	0,438
	0,297
	80,79
	6,79
	87,58
	0,439
	0,307
	80,88
	6,69
	87,57
	0,448
	0,284
	82,79
	6,50
	89,29


Tabla 2  .-Kruskal-Wallis Test                     
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Efecto Económico ( Obregón y otros, 2005)  :  Reducción del consumo de 21 kg de miel equivalente y 9 kg de vapor/ Hl a 100 0G.L., con un ahorro de $ 419,80/día .

Para las tres cepas Todas las variables estuvieron dentro de los límites de sus incertidumbres y normales para la destilería Paraíso, por lo que son adecuados los resultados.

Bajo las condiciones de ensayos la cepa C/25-7-18 manifiesta un comportamiento altamente significativo mejor en  μe y Yp/s  que las seca activa Nevada y NRRL s/n, no así en μb y Yx/s  respecto a la seca activa Nevada y sí con relación a la NRRL s/n.  Por su parte la NRRL s/n no difiere a la seca activa Nevada en μe , pero si lo hace en el resto de las variables superándola , lo que corrobora los resultados empíricos observacionales de años de trabajo con estas cepas en la destilería referida.

El efecto económico para 100 días de operación anual con la cepa C/25-7-18 con el substrato mezcla de miel + jugos pasterizados para conservación de estos últimos, representa un ahorro de $ 41 980,00/año, por concepto de reducción de los costos de producción.

 CONCLUSIONES. 

-  Se logra optimizar la fermentación alcohólica con el substrato industrial Jugos de Caña Energética conservado y el modelo biológico vivo con la cepa C/25-7-18.

-  Los criterios de incertidumbres de las variables objeto de optimización, es una novedosa forma de combinar investigaciones a escala de banco con la tecnología industrial instalada, bajo las condiciones de Cuba; facilitando su introducción en la práctica.

-  La reducción de $ 41 980,00/año en los costos de producción durante 100 días de operación de la destilería Paraíso, no se extrapolan a los potenciales 300 días porque en los otros 200 el substrato es Miel Final solo.

-  Se obtiene un aumento al valor agregado a la cogeneración eléctrica fuera del período

zafra, empleando Caña Energética.  

RECOMENDACIONES.

-    Evaluar las mismas cepas con Miel Final sola.

-  Introducir estos resultados a escala industrial, a partir de una real necesidad de hacerlo, por las disponibilidades de las materias primas,  estar parada la destilería o no existir.
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		Anexo 27

				NRRL s/n		NRRL s/n		NRRL s/n		NRRL s/n		C/25-7-18		C/25-7-19		C/25-7-20		C/25-7-21

		corrida		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s .100		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s. 100

		1		0.365		0.358		77.42		6.66		0.406		0.341		82.11		6.48

		2		0.366		0.357		71.19		6.64		0.405		0.339		81.93		6.49

		3		0.363		0.366		77.28		6.78		0.397		0.345		80.16		6.86

		4		0.368		0.349		77.44		6.58		0.416		0.326		83.11		5.98

		5		0.371		0.342		77.29		6.44		0.412		0.329		82.16		6.16

		6		0.38		0.333		77.51		6.16		0.409		0.333		82.79		6.28

		7		0.372		0.337		77.32		6.18		0.403		0.34		82.46		6.41

		8		0.376		0.333		77.63		6.17		0.406		0.342		82.15		6.44

		9		0.369		0.351		77.39		6.49		0.412		0.339		82.59		6.4
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		Anexo 28

				NRRL s/n		NRRL s/n		NRRL s/n		NRRL s/n		C/25-7-18		C/25-7-19		C/25-7-20		C/25-7-21		NEVADA		NEVADA		NEVADA		NEVADA

		DIAS		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s .100		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s. 100		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s. 100

		0		0.391		0.296		80.46		6.67		0.408		0.283		81.8		6.61		0.373		0.281		80.21		6.52

		10		0.39		0.296		80.68		6.69		0.407		0.283		81.83		6.61		0.375		0.28		80.43		6.48

		20		0.388		0.293		80.71		6.69		0.409		0.286		82.1		6.67		0.375		0.28		80.46		6.45

		30		0.393		0.297		80.7		6.67		0.411		0.284		82.18		6.67		0.383		0.28		80.59		6.4

		40		0.398		0.291		80.8		6.63		0.412		0.286		82.24		6.74		0.389		0.276		80.63		6.5

		50		0.406		0.294		80.63		6.69		0.414		0.283		82.26		6.63		0.393		0.281		80.71		6.58

		60		0.412		0.289		80.85		6.73		0.416		0.283		82.29		6.6		0.406		0.283		80.69		6.6

		70		0.421		0.287		80.78		6.73		0.423		0.278		82.38		6.55		0.416		0.281		80.72		6.57

		80		0.425		0.286		80.91		6.7		0.438		0.276		82.48		6.58		0.416		0.283		80.75		6.58

		90		0.428		0.288		80.9		6.69		0.444		0.28		82.56		6.5		0.421		0.291		80.74		6.59

		120		0.429		0.298		80.86		6.7		0.445		0.28		82.65		6.51		0.426		0.296		80.76		6.71

		150		0.439		0.307		80.88		6.69		0.448		0.284		82.79		6.5		0.438		0.297		80.79		6.79
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Figura 14.-  % Rendimiento de etanol vs. cepas jugos conservados
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0.391

0.408

0.373

0.39

0.407

0.375

0.388

0.409

0.375

0.393

0.411

0.383

0.398

0.412

0.389

0.406

0.414

0.393

0.412

0.416

0.406

0.421

0.423

0.416

0.425

0.438

0.416

0.428

0.444

0.421

0.429

0.445

0.426

0.439

0.448

0.438



anexo27

		Anexo 27

				NRRL s/n		NRRL s/n		NRRL s/n		NRRL s/n		C/25-7-18		C/25-7-19		C/25-7-20		C/25-7-21

		corrida		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s .100		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s. 100

		1		0.365		0.358		77.42		6.66		0.406		0.341		82.11		6.48

		2		0.366		0.357		71.19		6.64		0.405		0.339		81.93		6.49

		3		0.363		0.366		77.28		6.78		0.397		0.345		80.16		6.86

		4		0.368		0.349		77.44		6.58		0.416		0.326		83.11		5.98

		5		0.371		0.342		77.29		6.44		0.412		0.329		82.16		6.16

		6		0.38		0.333		77.51		6.16		0.409		0.333		82.79		6.28

		7		0.372		0.337		77.32		6.18		0.403		0.34		82.46		6.41

		8		0.376		0.333		77.63		6.17		0.406		0.342		82.15		6.44

		9		0.369		0.351		77.39		6.49		0.412		0.339		82.59		6.4
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				NRRL s/n		NRRL s/n		NRRL s/n		NRRL s/n		C/25-7-18		C/25-7-19		C/25-7-20		C/25-7-21		NEVADA		NEVADA		NEVADA		NEVADA

		DIAS		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s .100		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s. 100		µe		µb		Yp/s. 100		Yx/s. 100

		0		0.391		0.296		80.46		6.67		0.408		0.283		81.8		6.61		0.373		0.281		80.21		6.52

		10		0.39		0.296		80.68		6.69		0.407		0.283		81.83		6.61		0.375		0.28		80.43		6.48

		20		0.388		0.293		80.71		6.69		0.409		0.286		82.1		6.67		0.375		0.28		80.46		6.45

		30		0.393		0.297		80.7		6.67		0.411		0.284		82.18		6.67		0.383		0.28		80.59		6.4

		40		0.398		0.291		80.8		6.63		0.412		0.286		82.24		6.74		0.389		0.276		80.63		6.5

		50		0.406		0.294		80.63		6.69		0.414		0.283		82.26		6.63		0.393		0.281		80.71		6.58

		60		0.412		0.289		80.85		6.73		0.416		0.283		82.29		6.6		0.406		0.283		80.69		6.6

		70		0.421		0.287		80.78		6.73		0.423		0.278		82.38		6.55		0.416		0.281		80.72		6.57

		80		0.425		0.286		80.91		6.7		0.438		0.276		82.48		6.58		0.416		0.283		80.75		6.58

		90		0.428		0.288		80.9		6.69		0.444		0.28		82.56		6.5		0.421		0.291		80.74		6.59

		120		0.429		0.298		80.86		6.7		0.445		0.28		82.65		6.51		0.426		0.296		80.76		6.71

		150		0.439		0.307		80.88		6.69		0.448		0.284		82.79		6.5		0.438		0.297		80.79		6.79
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Figura 13.-  Velocidad de formación de etanol vs Días de Conservacón
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