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RESUMEN

El presente proyecto se trata de determinar el efecto del grado de contaminacion microbiana
en los mostos utilizados en la produccion de alcohol artesanal en los diferentes fabricas del
sector La Mané donde se estudiaron cinco procesadoras de alcohol artesanal donde se realizd
un estudio de variables (°Brix, pH, Temperaturas y Alcohol real) durante el proceso de
fermentacion y destilacion del alcohol que tiene una duraciébn méximo dos dias. Se controlo
las variables por tres ocasiones en distintos puntos de las cubas por cada cuatro horas hasta
terminar el proceso de fermentacion. Se empez6 el proceso de destilacion midiendo los grados
alcohdlicos de los cuerpos de la destilacion de cada procesadora de alcohol artesanal
obteniendo resultados estadisticos donde los Grados Brix al inicio del proceso fueron altos y
terminaron con resultados bajos mientras que el pH en su etapa inicial de fermentacion es alto
y en el proceso final de la fermentacidn es bajo por lo tanto el alcohol real fue incrementando
desde el inicio del proceso de fermentacion hasta el final obteniendo buenos rendimientos. Se
tomd una muestra del mosto de jugo de cafia y ésta fue llevada a las instalaciones de los
laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi donde se realiz6 el aislamiento y
seleccion de las levaduras encontradas en los procesos de fermentacion de alcohol artesanal
de la zona La Mana. Se realiz6 estudios de laboratorio aplicando una técnica de estriado para
su aislamiento en medios estériles con un agar (Sabouraud dextrosa ) se realiz6 el proceso de
incubacion a 32°C durante 24 horas y se selecciono el tipo de levaduras que se encontraron
presentes en el mosto fermentador , éste nos garantizd6 un mejor resultado a la hora de la
identificacion de las levaduras que fermentaron en el mosto del jugo de la cafia, se identifico
los factores fisicos y quimicos que causaron una contaminacion que afecto el rendimiento
final del alcohol en su medio natural. Finalmente con estos estudios se observé el porcentaje
de contaminacidn, su rendimiento y el tipo de levadura que se encuentra en el proceso de
fermentacion que ayudd a la transformacion del azlcar del jugo de la cafia en alcohol
obtenido por destilacion.

Palabras claves: mosto, contaminacién, fermentacion
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ABSTRACT

THEME: "Effect of the degree of microbial contamination in the mosto used in the
production of artisanal alcohol in the different manufactures of the sector Mana"

The present project tries to determine the effect of the degree of microbial contamination in
the mosto used in the production of artisanal alcohol in the different factories of La Mana
sector where five artisanal alcohol processors are studied. This study of variables was done
out (° Brix, pH, Temperatures and Real Alcohol) during the process of fermentation and
distillation of alcohol that has a maximum duration of two days. The variables are controlled
in three times in the points of the vats for every four hours until the fermentation process is
finished. The distillation process was founded by measuring the alcoholic levels of the
alcoholic bodies of the artisanal alcohol elaboration obtaining statistical results where the
°Brix at the beginning of the process were high and ended with low results while the pH in its
initial stage of fermentation is high and in the final process of the fermentation is low
therefore the actual alcohol was increasing from the beginning of the fermentation process
until the end obtaining good yields. A sample of the juice must was taken and placed to the
laboratories of the Technical University of Cotopaxi where the isolation and selection of the
yeasts was carried out. It was found in the fermentation processes of artisanal alcohol in La
Mana area. Laboratory studies were carried out that applied an isolation technique for its
isolation in sterile media with an Agar (Sabouraud dextrose). The incubation process was
carried out at 32 ° C for 24 hours and the type of yeast that was found in the mosto by its
fermentor, this guaranteed a better result when identifying the yeasts that fermented in the
juice of the cane juice, identified the physical and chemical factors that caused a
contamination that affected the final performance of the alcohol in its natural environment.
Finally, with these studies refers to the percentage of contamination, its yield and the type of
yeast found in the fermentation process that helped the transformation of sugar cane juice into

alcohol obtained by distillation.

Keywords: mosto, contamination, fermentation
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El alcohol destilado del jugo de cafia de azucar en el los diferentes sectores de La Mana
genera un gran aporte econdmico para sus familias y empleo. La Mana tiene grandes
hectareas de cafia de azUcar siendo una de las mejores tierras productivas del Ecuador.
Pero al no existir un conocimiento de control del grado de contaminacion durante el proceso
fermentativo, e industrializando de manera 6ptima la produccién de alcohol artesanal en las
distintas fabricas del sector, obteniendo un bajo rendimiento en la produccion llevando a los
agricultores a dejar de lado destilacion de alcohol artesanal para dedicarse a la industria
panelera. Para enfrentar el problema se realizd la investigacion logrando controlar los
diferentes factores fisicos y microbiologicos para que generen un alto rendimiento en las
fabricas procesadoras de alcohol artesanal beneficiando a los productores y restableciendo el
empleo con mayores el ingreso econémico e incentivando al desarrollo productivo en el area
Agroindustrial en el sector La Mana.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

DIRECTOS: Los beneficiarios directos son las empresas agroindustriales productoras de
alcohol la comunidad agricultora y productora de la cafia de azlcar, ya que aprovecharan la

informacidn de esta investigacion, dando un enfoque de explotacion agroindustrial.

INDIRECTOS: Los beneficiarios indirectos son las investigadoras del proyecto, estudiantes
de Ingenieria Agroindustrial y los productores de alcohol artesanal del sector La Man4,
quienes obtendran un beneficio directo sobre la produccién y obtencion de un alcohol

artesanal libre de contaminacion.

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El &rea de produccién de cafia de azlcar en Ecuador es de aproximadamente setenta y ocho
mil hectéreas, de las cuales la mayoria se utiliza para la fabricacién de azlcar y el r esto
para la elaboracién artesanal de panela, alcohol, jugo y miel. La produccién de alcohol de
cafa de azUcar sustenta econdmicamente a muchas familias en el Ecuador.

La mayoria de los agricultores cultivan y cosechan la cafia de azicar a mano y producen el

alcohol por medio de un proceso tradicional, es por ello que el manejo y control de la
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produccidn alcohdlica no ha sido eficiente durante el transcurso de los afios, por la falta de
técnicas de investigacion y capacitacion en cuanto al proceso y a sus tratamientos. Cotopaxi
gracias a su diversidad de climas posee cultivos de cafia de azucar localizados en el canton
La Mana. Esta produccion en su totalidad no se destina a la industria azucarera, sino a otros
derivados como: aguardiente y panela.

El cantén la Mana no cuenta con técnicas y monitoreo donde se pueda controlar la calidad
de mosto fermentador para la obtencion de alcohol, la poblacion que adquiere el alcohol en
un gran porcentaje, se encuentra insatisfecha con el producto, ademas existe escases del
producto, debido al deficiente desarrollo productivo alcoholico artesanal dentro del sector,
obteniendo de esta manera una bajo rendimiento y calidad alcohdlica en el proceso

alcoholico que afecta a los productores artesanales del sector La Mana.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General
o Determinar la contaminacién microbiana de los mostos en la produccién de

alcohol artesanal de las fabricas del sector de La Mana.
5.2 Objetivos Especificos
o Determinar el rendimiento de produccion de alcohol en las  fébricas de

estudios mediante el control de variables de proceso.
o Aislamientos y seleccidn de la mejor cepa fermentadora encontradas en los

procesos de fermentacion de alcohol artesanal de la zona La Mana.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS

Cuadro 1: Sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados

OBJETIVOS ACTIVIDAD RESULTADOS |MEDIO DE
VERIFICACION

Determinar la Registro de los datos
contaminacion Adquisicion Grado de obtenidos, tablas vy
microbiana de los| muestras de los contaminacién | graficas.

mostos en la| mostos de forma microbiana.

produccion de alcohol Manual.

artesanal de las fabricas
del sector de la Mana.
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Determinar el
rendimiento de
produccién de alcohol
en las fabricas
mediante el control de
variables de proceso.

Realizacion de
pruebas de ° Brix,
temperatura, grados
de alcohol, pH,
Alcohol Real) y
rendimiento.

Datos obtenidos de
las diferentes
variables de
control.

Registro de datos
obtenidos, tablas y
gréficas.

Aislamientos y

Aislamiento por

Obtencion de la

Pruebas realizadas en las

seleccion de las técnicas de estriado mejor cepa instalaciones de los
levaduras encontradas en placas Petri. fomentadora de laboratorios de la
en los procesos de alcohol Universidad Técnica de

fermentacién de
alcohol artesanal de la
zona La Mana

Cotopaxi.

Elaborado por: Escobar R. Méndez D.2018.

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1 Antecedentes

Los autores Rojas Sariol, Lixis, Lorenzo Acosta, Yaniris, Domenech-Lépez, “Fidel,
Cuba 2011. “Estudio del consumo de acidos en el ajuste de pH en diferentes medios
de fermentacion alcoholica sobre los Derivados de la Cafia de Azicar”, realizados
en, mencionan que: Durante la fermentacion alcohdlica las bacterias contaminantes
compiten con las levaduras por el azucar y los nutrientes; causando un descenso
significativo en la produccién de etanol, por tanto, cuanto menor sea el pH mas
protegido se encuentra el medio de fermentacion ante posibles ataques bacterianos.
Para ajustar el pH de los medios de fermentacion se emplea principalmente acido
sulfdrico. Cuando se destila el mosto fermentado de melazas y jugos de cafia de
azlcar para producir etanol, se obtiene un residuo liquido de color oscuro llamado

vinaza. Estas vinazas tienen composiciones distintas y varian de una fabrica a otra.

La autora Carla Gallego, Colombia 2007 “INFLUENCIA DE LA ACIDEZ VOLATIL
EN EL PROCESO DE FERMENTACION DE LA PLANTA DE ALCOHOL DEL
INGENIO RISARALDA S.A”, menciona que: El jugo diluido y la meladura estan
expuestos a la contaminacién bacteriana debido a que poseen baja presion osmotica,
baja viscosidad y alta concentracién de azlcares. Por este motivo, al cabo de un par
de horas, se inicia la accién bacteriana sobre ellas. Estas bacterias llegan al
fermentador y compiten con la levadura por los azucares y los nutrientes. Debido a

que el tiempo de duplicacion de las bacterias esta alrededor de 20 minutos, mientras
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que el de la levadura esta entre dos y tres horas, se produce una alta concentracién si

estas dos materias primas no son esterilizadas.

El autor BLANCO G, Cuba 1982. “La prroduccion de alcohol a partir de la industria
azucarera y sus posibilidades”, Editorial Cientifico Tecnica, menciona que: EI licor
"cocuy" es una bebida artesanal, producida por las comunidades rurales en el
occidente de Venezuela mediante un proceso de fermentacion y destilacién del mosto
extraido del Agave “cocuy”. Este estudio fue enmarcado en el "Programa Agave" con
el proposito de contribuir a rescatar esta actividad productiva tradicional. En vista de
la falta de informacion en relacidn al proceso autdctono se hicieron estudios de las
levaduras fermentadoras, la optimizacion de la produccion de etanol y la utilizacion
del residuo de la destilacion (vinaza) como medio de cultivo. Los aislados con mayor
capacidad fermentativa fueron seleccionados e identificados mediante parametros
morfologicos y metabdlicos. Se compararon los niveles de consumo de azlcar de las
levaduras con mayor capacidad fermentativa. Se estudié el efecto de la adicion del
azucar blanco comercial y/o del fosfato de amonio y en la produccion de alcohol en el

proceso artesanal.

El autor Pacheco, T. F. Brasil, 2010. “Fermentacion Alcohodlica con levaduras”.
Universidad Federal de Uberlandia, Facultad de Ingenieria Quimica, Uberlandia,
MG, menciona que: existen varias maneras de conducir la fermentacion. El reactor
bioldgico puede ser operado de forma discontinua, semicontinua, discontinua
alimentada (o alimentada) o continua, todos pudiendo trabajar con o sin recirculacién
de la levadura. Actualmente en Brasil, la mayor parte de la produccion industrial de

alcohol a gran escala, se produce en procesos fermentativos continuos.

El autor Fermin Subiros Ruiz, 1995. “El cultivo, de la cafia de azucar Costa Rica”,
Editorial Universidad Estatal a distancia, menciona que: La composicidén quimica de
la Vinaza, es variada y esta influida por la naturaleza y la composicion de la materia
prima (jugo de cafia) del sistema usado en la preparacion del mosto, del método de

fermentacion, del tipo de levadura
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7.2 Marco tedrico

7.2.1 Composicion de la cafia de azucar

El tronco de la cafia de azlcar esta compuesto por una parte solida llamada fibra y una parte
liquida, el jugo que contiene agua y sacarosa. En ambas partes también se encuentran otras
sustancias en cantidades muy pequefias. Las proporciones de los componentes varian de
acuerdo con la variedad (familia) de la cafa, edad, madurez, clima, suelo, método de cultivo,
abonos, lluvias, riegos, etc. Sin embargo unos valores de referencia general pueden ser:

. Fibra (11-16%)

o Sacarosa (8-15%9

J Agua (73%-76%)

La sacarosa del jugo es cristalizada en el proceso como azucar y la fibra constituye el bagazo
una vez molida la cafia. Otros constituyentes de la cafia presentes en el jugo son:

J Glucosa (0.2-0.6%)

o Fructuosa (0.2-0.6%)

o Sales (0.3-0.8%)

. Acidos Organicos (0.1-0.8%)

o Otros (0.3-0.8%)
Las hojas de la cafia nacen en los entrenudos del tronco. A medida que crece la cafa las
hojas méas bajas se secan, caen y sin reemplazadas por las que aparecen en los entrenudos
superiores. También nacen en los entrenudos las yemas que bajo ciertas condiciones puede
llegar a dar lugar al nacimiento de otra planta. El bagazo es el producto que queda de la cafia
después de ser molida en los trapiches que extraen su jugo para la elaboracion del azucar y se
emplea fundamentalmente como combustible en las calderas generadoras del vapor necesario
para el accionamiento de las maquinas térmicas y para los procesos de calentamiento,
concentracion, cocimiento, secado, destilacion de alcohol y otros. La cantidad de bagazo
depende de su humedad, fibra de la cafia y del tipo de cosecha y es aproximadamente el 30%
de la cafia molida. El bagazo debe ser suficiente para que las calderas generen el vapor que

necesita la fabrica y si queda un excedente se puede destinar a la fabricacion de papel.
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Grafico 1: Diagrama de la composicion de la cafia de azlcar

Elaborado por: Aguilar, J. E. (2017).

El mosto o "guarapo”, obtenido a partir del prensado de los cormos de las plantas, una vez
sometidas a hidrdlisis por calor, es mantenido en barriles durante 3 a 5 dias. El proceso de
fermentacién espontdneo depende de la cantidad de levaduras y de la concentracion de azlcar
del jugo. La destilacion, introducida por los colonizadores espafioles, se lleva cabo en un
alambique rastico eficiente, obteniéndose una bebida con un 45 a 50% de etanol, muy similar
a la bebida conocida como "tequila®, originaria de México.

7.2.2 Caracteristicas fisico quimicas de los jugos.

Las poblaciones microbioldgicas que degradan la sacarosa y los azucares reductores
presentes en el jugo determinan las caracteristicas fisico/ quimicas de los mismos e
influyen en el desarrollo posterior del proceso de extraccion , por esta razén los
subproductos metabdlicos son tomados como indicadores indirectos  de las pérdidas de
sacarosa en el proceso , aunque las pérdidas reales son mayores que las que se pueden
calcular con base en estos indicadores debido a que estan influenciados por factores ajenos
a la a actividad microbiana (L6pez, 2010)

7.2. 3 Fermentacion alcohélica.

Segun Delgado, Carlos, 1979. La fermentacion alcohdlica es el resultado del proceso
respiratorio anaerobio de las levaduras. A escala industrial se usa por excelencia la levadura
Saccharomyces cerevisiae, como microorganismo responsable de la fermentacion en el

proceso de produccion de alcohol. De este proceso se obtiene ademas vinaza, residual liquido
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muy agresivo para el medio ambiente, vapores ricos en alcohol y CO2, los cuales pueden ser
recuperados para aumentar eficiencia y reducir costos. Durante la fermentacion alcohdlica las
bacterias contaminantes compiten con las levaduras por el azlcar y los nutrientes; causando
un descenso significativo en la produccién de etanol, por tanto, cuanto menor sea el pH mas
protegido se encuentra el medio de fermentacion ante posibles ataques bacterianos. Para
ajustar el pH de los medios de fermentacion se emplea principalmente acido sulfurico.
Cuando se destila el mosto fermentado de melazas y jugos de cafia de azucar para producir
etanol, se obtiene un residuo liquido de color oscuro llamado vinaza. Estas vinazas tienen
composiciones distintas y varian de una fabrica a otra, dependiendo de:

El tipo y caracteristicas del sustrato empleado, (mieles o jugos).

Las calidades de todas las materias primas a utilizar en el proceso.

El tipo de microorganismo utilizado (levadura o bacteria).

Las condiciones de fermentacion.

La eficiencia del proceso de destilacion y su equipamiento.

La eficiencia de fermentacion

La recuperacion eficiente previa de la levadura.

Louis Pasteur (1822-1895), quimico y bidlogo francés que funddé la ciencia de la
microbiologia, demostré que la fabricacion de bebidas alcohdlicas se daba a partir del
proceso de la fermentacion, menciona que la produccion de alcohol en la fermentacion se
debe, en efecto, a las levaduras.

7.2.4 Caracteristicas fisiologicas

7.2.4.1 Levaduras

Se les denomina levaduras a un grupo de hongos unicelulares cuya actividad ha sido siempre
de gran importancia, estos organismos son abundantes especialmente en donde existe la
presencia de azucares (Burdon & Willians, 1971). Las levaduras son de forma esférica,
ovalada o cilindrica y en general la division celular se lo lleva a cabo por gemacion (Brock &
Madigan, 1982).

Las levaduras son hongos que forman sobre los medios de cultivo colonias pastosas,
constituidas en su mayor parte por células aisladas que suelen ser esféricas, ovoideas,
elipsoideas o0 alargadas. Unas pocas presentan hifas. Las dimensiones pueden oscilar de 1 a 9
pm de ancho y 2 a mas de 20 um de longitud segun la especie, nutricion, edad y otros
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factores. Algunos hongos fitopatdgenos forman colonias levaduriformes en cultivos axénicos
y varios patogenos de animales se presentan como levaduras en los materiales clinicos.
(Carlile, 2001).

En cuanto a su Forma y tamafio son esféricas, elipticas y cilindricas su tamafio varia
notablemente pero el diametro de la saccharomyces cerevisia eoscila de 2 a 8 micras
(carpenter, 1969).

7.2.4.2 Oxigeno

Todas las levaduras son aerdbicas, cuando el oxigeno esta presente, éstas crecen
eficientemente a partir de carbohidratos del medio para producir la biomasa y CO2. Sin
embargo cuando no hay oxigeno o éste disminuye, las levaduras cambian a metabolismo
anaerobio o fermentativo, formando menor cantidad de biomasa y produccion de alcohol
(Sarmiento A, 2003).

El oxigeno también interviene en la sintesis de esteroles y del acido nicotinico. Si estos
compuestos estan presentes en el medio, las levaduras pueden desarrollase en anaerobiosis
total. En el caso contrario para la supervivencia de las levaduras son necesario 0.0015 mg de
oxigeno por gramo de biomasa para llevar a cabo la sintesis de los esteroles. (Sarmiento A,
2003).

7.2.4.3 Temperatura

Todas las levaduras son aerdbicas, cuando el oxigeno esta presente, éstas crecen
eficientemente a partir de carbohidratos del medio para producir la biomasa y CO2. Sin
embargo cuando no hay oxigeno o éste disminuye, las levaduras cambian a metabolismo
anaerobio o fermentativo, formando menor cantidad de biomasa y produccién de alcohol.
(Sarmiento A, 2003).

La temperatura de crecimiento de la mayoria de las levaduras estd comprendida entre 5y
37°C. EIl valor Optimo se sitia hasta los 28°C. Sin embargo estas temperaturas no son
rigurosamente las Optimas de crecimiento de las levaduras cuando se encuentran en sus
ambientes naturales. (Villamil Y, Z. Y. 1999).
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7.2.4.4 Grados Brix

Los grados Brix determinan la concentracion de soélidos disueltos en una solucion de
sacarosa, basdndose en una relacion entre los indices refractivos a 20°C y el 1% de masa
total de solidos solubles de una solucion acuosa de sacarosa pura ( Laboratorio Manual for
South Africa Sugar Factories ,1985).

Es la unidad de medida de solidos solubles presentes en una solucion, expresados en
porcentaje p/v de sacarosa. EI mosto para la fermentacion alcohdlica debe tener un grado Brix
entre 12 a 22, ya que si el grado Brix es muy bajo el grado alcohdlico obtenido sera pobre. Por
lo contrario si el grado Brix es muy alto la fermentacion no se efectda, porque la presion
osmotica que se ejerce sobre las levaduras es grande y no permite que actden. (Sarmiento, A.
2003).

7.2.4.5 pH

El pH 6ptimo para el crecimiento de las levaduras varia de 4,5 a 6,5 aunque muchas especies
toleran grandes variaciones de pH 2.8 - 3 a 2 - 8,5. Entre estos, el valor del pH intracelular
varia entre 5.8 a 6.8. (Villamil Y, Z. Y. 1999).

Los acidos organicos tienen efecto inhibidor en su forma disociada, el lon H+ no penetra en
la célula, pero el acido no disociado RCOOH puede hacerlo. La sensibilidad de una levadura
a un acido organico depende asi del pH y de la capacidad de la levadura de metabolizar o
eliminar el acido si éste penetra la célula. Es por esto que los acidos sérbico y propionico son
mas inhibidores que los acidos acéticos, citricos y lacticos (Sarmiento, A. 2003).

Carpenter (1988), indica que la reaccién Optima para un proceso fermentativo con levaduras
se lo debe realizar a un pH de 4.5y 5.0.

Segun Gonzéles S. (1978) "la fermentacion continua satisfactoriamente cuando el pH del
mosto ha sido ajustado entre 4 y 4.5. Este pH favorece a las levaduras y es lo suficientemente
bajo para inhibir el desarrollo de muchos tipos de bacterias (Palacio H. 1956) dice la variacion
de pH de los mostos quedan supeditadas ademas del normal desarrollo de las levaduras a que

no se perturbe o inhiba el poder enzimatico de las enzimas.
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7.2.5 Nutrientes 6ptimas para las levaduras

Las levaduras para su crecimiento necesitan fuentes de carbono organico y nitrégeno mineral
u organico. Algunas ademas necesitan de varias vitaminas (tiamina, biotina, inositol, acido
pantoténico, etc.) y otros factores de crecimiento. (Villamil Y, Z. Y. 1999). El carbono es el
compuesto mayoritario de la célula de levadura: alrededor del 50% del peso seco; a su vez los
compuestos carbonados son utilizados por las levaduras como fuente de carbono y energia.
(Sarmiento A., Herrera J., 2003). Todas las levaduras utilizan la D-glucosa, la D-fructosa y la
D-manosa. El carbono se puede suministrar en forma de azucares, aldehidos, sales de algunos
acidos organicos, glicerina o etanol y ocasionalmente, en otra forma dependiendo del tipo de
levadura (Villamil Y, Z. Y. 1999). Entre las levaduras, la capacidad de utilizar ciertos
compuestos carbonados varia; algunas pueden utilizar una amplia gama de compuestos, pero
otras asimilan solamente un nimero pequefio de ellos. Las fuentes de carbono como los
glacidos simples como las hexosas, los disacaridos y los trisacaridos son metabolizados por
un gran namero de levaduras. (Sarmiento, A. 2003). Ninguna levadura es capaz de oxidar el
metano; sin embargo, varias especies de los géneros Candida, Hansenula, Pichia y Torulopsis
pueden usar el metanol. (Sarmiento, A. 2003). Todas las levaduras son capaces de utilizar
nitrégeno en forma de i6n amonio. Los iones amonio pueden ser aportados en el medio por el
cloruro amonico, el nitrato amonico, el fosfato amonico, y sobre todo el sulfato amoénico, que
es el mejor compuesto pues aporta al mismo tiempo el azufre necesario para la sintesis de
ciertos aminoacidos. También se puede adicionar urea, peptona u otros derivados proteinicos
solubles. (Villamil Y, Z. Y. 1999). Los aislamientos se realizan para la separacién de un
determinado microorganismo del resto que le acompafian. Técnicas usadas en el laboratorio
de microbiologia para la transferencia de un microorganismo de un ambiente a otro con la
finalidad de inducir su crecimiento para su identificacion.

El cultivo es un método que se usa para la multiplicacién de microorganismos, tales como lo
son bacterias en el que se prepara un medio Gptimo para favorecer el proceso deseado. Un
cultivo es empleado como un método fundamental para el estudio de las bacterias y otros
microorganismos como las levaduras.

Los medios de cultivo se utilizan como nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de las levaduras. La

diversidad metabolica de los microorganismos es muy amplia; por ello, la variedad de medios
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de cultivo es también muy grande, no existiendo un medio de cultivo universal adecuado para
todos ellos.

El alcohol es el etanol o alcohol etilico procedente de la destilacion del producto resultante de
la fermentacion alcoholica de mostos adecuados.

La esterilizacion, es el proceso que destruye todas las formas viables de cualquier tipo de
vida microbiana. Por tanto, la esterilizacion es siempre total e incluye la destruccion de las

esporas y formas vegetativas, los virus, (Villamil Y, Z. Y. 1999)

7.2.6 Contaminacidn microbioldgica

Desde el momento que se corta la cafia hasta que se clarifica el jugo extraido a altas
temperaturas, la sacarosa estd expuesta a la accidn enzimatica de una multitud de
microorganismos que pueden provenir del suelo que se adhiere a tallos y hojas de la cafia o
del aire contaminante, y que se ven favorecidos por factores como las operaciones de
quema, corte, condiciones de temperatura, humedad alta y tiempos entre corte y molienda
(Cerutti de Guglielmone et al., 2000; Van der Poel, 1998).

Cuando la cafa entra en el molino, sus jugos circulan a través de los mismos y entran en
contacto con los microorganismos que se encuentran adheridos a las superficies de
concreto y metal; sin embargo, la presencia de éstos en cualquier azlcar particular o
producto intermedio de su fabricacién, no significa necesariamente que se estén
produciendo cambios perjudiciales, ni tendran significado desde el punto de vista
econdémico, a menos que factores del medio, como temperatura, agua, Oz y elementos

nutritivos sean favorables para el rapido crecimiento (Anénimo, 1993; Honig, 1969).

7.2.7 Destilacion

El alcohol producido por la fermentacion contiene una parte significativa de agua, que debe
ser eliminada para su uso como combustible. para ello se utiliza un proceso de destilacién
aprovechando que el etanol tiene un punto de ebullicibn menor (78,3°C) que el
agua(100°C) como la mezcla se calienta hasta que el alcohol se evapore y se pueda separar
por condensacion del mismo (Miliariun, 2006)
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El jugo fermentado se vierte en un tanque y se calienta sobre un fuego de bagazo. El calor
hace que el jugo se evapore y este vapor pasa a través de un alambique, el cual
tradicionalmente esta hecho de cobre, aunque hoy en dia también se fabrican con acero
inoxidable. El vapor pasa ahora por una serpentina o tubo espiralado. El agua fria de un
arroyo cercano se usa para enfriar el alambique y volver a condensar el vapor hasta obtener un
liquido transparente que se recoge del otro extremo del alambique. El agua vuelve a enfriarse

en su recorrido al arroyo y regresa asi al ecosistema.

7.2.8 Teécnica de aislamiento por estria o agotamiento en placa

La siembra por estria es un método cualitativo de aislamiento de microorganismos por
agotamiento en placa a partir de una muestra natural o de un cultivo de laboratorio. Este
método estd basado en arrastrar, mediante un asa de siembra, un nimero cada vez mas
pequerio de individuos.

Es un método rapido y simple de agotamiento progresivo y continuo del inoculo sobre un
medio sélido contenido en una placa Petri. El objetivo es obtener, a partir de un elevado
ndmero de bacterias, un nimero reducido de ellas distribuidas individualmente sobre la
superficie de la placa. Al incubar la placa, y dejar crecer las bacterias distribuidas sobre ella,

cada una de las bacterias originard una colonia.

7.2.9 Determinacién de pérdidas por contaminacion microbioldgica y sus implicaciones.

Los principales productos de la actividad microbiologica, ademas de la masa celular y los
polisacaridos, son los azucares reductores como productos intermedios, el manitol, acidos
organicos como el acido lactico que sirve como indicador de la pérdida de azlcar, acido
acético, etanol, nitrito, H> y CO, dependiendo de la composicion microbiana determinada
por condiciones de disefio y operacion de las plantas, asi como de ciertas propiedades de la
materia prima; estos productos metabdlicos disminuyen el pH, producen componentes
coloreados y permanecen en el proceso afectando la calidad de subproductos posteriores
teniendo todos ellos un efecto “melazogénico”, es decir, que arrastran sacarosa con ellos a
las melazas, disminuyendo la cantidad de sacarosa recuperada (Honig, 1969; Van der Poel,
1998).
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Numerosos estudios han intentado determinar las pérdidas de sacarosa por
microorganismos, estableciendo una relacion entre la cantidad de acidos producidos vy la
cantidad de sacarosa degradada. Con una disminucion de los valores de pH de 0.5
puntos, se calcula una pérdida de 0.10 - 0.13 % de sacarosa, teniendo en cuenta la
capacidad buffer del jugo en el caso de contaminacion por Clostridium sp. y de 0.16 — 0.19
% en contaminacién por Bacillus sp. (Hollaus, 1978). Sin embargo, teniendo en cuenta que
los &cidos no se producen Unicamente de la degradacion de sacarosa sino también de
azucares reductores, las pérdidas podrian ser menores. Los azUcares reductores constituyen
el indice mas empleado para la deteccion de las pérdidas en los jugos, pues el incremento
de la relacion de éstos con los sélidos solubles significa pérdidas por inversién microbiana
(Duarte et al., 1982; Hollaus, 1978).

Los métodos para determinar actividad microbiologica pueden ser directos, mediante
analisis polarimétrico y cromatografico de la sacarosa, o indirectos como el recuento de
microorganismos capaces de reproducirse generalmente en cultivos en placa en diferentes
medios con pH y temperatura variables, la formacion de subproductos metabolicos como el
incremento de dextranas, &cidos y la formacién de nitritos, concentracion de manitol y
cambios en los valores de pH o potencial redox en los jugos de cafa; el objetivo principal
de estas mediciones es monitorear las pérdidas de azucar (Duarte et al., 1982; Van der
Poel, 1998; Appling et al., 1959; Eggleston, 2001).

7.2.10 Técnica de aislamiento por banco de diluciones y recuento de células viables.

El aislamiento de microorganismos mediante banco de diluciones es un método tanto
cualitativo como cuantitativo. Es cualitativo porque permite diferenciar las diferentes
morfologias coloniales y también es cuantitativo porque permite conocer el nimero de
microorganismos que hay en una suspension. Consiste en realizar diluciones sucesivas de la
muestra en condiciones de esterilidad, de manera que se va reduciendo el nimero de
microorganismos de la suspension inicial, con el objeto de sembrar después cantidades
conocidas de las diluciones en placas Petri. Evidentemente, el nimero de microorganismos en
algunas de las diluciones sera tal que al distribuir una parte de ella en una placa originara
colonias separadas en un nimero 6ptimo para su recuento.

Las diluciones se realizan en tubos que contienen una disolucion mineral isotdnica (solucion

Ringer 1/4) que mantiene la viabilidad de las células pero no permite la division celular. De
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los tubos de las diluciones se siembra un volumen conocido, 0.01 6 0.1 ml (10 6 100 pl),
sobre una placa Petri. Conociendo el nimero de colonias (UFC), la cantidad sembrada y la
dilucion correspondiente, esta técnica permite evaluar el nimero de microorganismos viables

en la muestra original.

7.3 Marco conceptual.

-Muestreo: ElI muestreo es el proceso de seleccionar un conjunto de individuos de una
poblacién con el fin de estudiarlos y poder caracterizar el total de la poblacion.

-Aislamiento: El aislamiento es la calidad que posee un elemento, vivo 0 no, que se encuentra
separado y sin contacto con otros. El aislamiento puede ser natural o provocado.

-Cepa: poblacion de células de una sola especie descendientes de una Unica célula,
usualmente propagada clonalmente, debido al interés en la conservacion de sus cualidades
definitorias. De una manera mas basica puede definirse como un conjunto de especies
bacterianas que comparten, al menos, una caracteristica.

- Halo: es el cerco de luz difusa que rodea a un cuerpo luminoso se lo conoce también como
halo, tal es el caso del halo que se erige alrededor de un objeto.

-Variable: Una Variable es un objeto con cierta identidad, pero el medio que lo rodea lo
obliga a variaren torno a las condiciones que se presentan.

- Borde: Se entiende por borde al limite que puede tener un objeto o una figura y que sefiala
el fin de su superficie en relacion con la del medio externo

-Morfologia: Se denomina la rama de una disciplina que se ocupa del estudio y la descripcion
de las formas externas de un objeto.

-Fermentacion: La fermentacidbn es un proceso natural que ocurre en determinados
compuestos o elementos a partir de la accidn de diferentes actores y que se podria simplificar
como un proceso de oxidacion incompleta.

-Mosto: El mosto es el jugo que se obtiene del prensado de la cafia dulce. El prensado se hace
con un trapiche que puede ser de madera o de hierro.

-Contaminacion: La Contaminacion se denomina a la presencia en el ambiente de cualquier
agente quimico, fisico o biologico nocivos para la salud o el bienestar de la poblacion, de la
vida animal o vegetal.

-Sabouraud dextrosa: Sabouraud Dextrose Agar (agar dextrosa Sabouraud) es un medio no
selectivo para el cultivo y mantenimiento de hongo, levaduras. Se logra selectividad mediante
la adicion de cloranfenicol.
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8. PREGUNTAS DIRECTRICES

¢Como influye el control de las variables en la obtencién de alcohol artesanal en las
diferentes fabricas productoras de alcohol artesanal?
¢Coémo influyen los tipos de levaduras en el proceso de obtencion de alcohol artesanal en la

zona La Man4?

9. METODOLOGIAS

9.1. Procedimiento de obtencion de datos en campo

9.1.1 Materiales.
Mostos de cafia de azUcar.

9.1.2 Equipos e Instrumentos
Culer

Termdémetro digital.
Refractometro alcoholico
pH-metro digital.

Vino metro

Agua destilada

Tela lienzo

9.1.3 PROCEDIMIENTO

9.1.3.1 Identificacion de las fabricas procesadoras de alcohol.

Se localizé cinco fabricas procesadoras de alcohol artesanal en el sector la Mana. Las que

se dedican diariamente a la extraccion de alcohol para la venta directa al consumidor.
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Fuente: Escobar R. Méndez D.2018.

9.1.3.2 Extraccidn del jugo de cafia de azucar.

En la mafiana se realiz6 la extraccion del jugo de cafia de azlcar con ayuda del trapiche.
Segun (Gémez, 2018) menciona que, la extraccion del jugo se lleva a cabo en los molinos y

consiste en la compresion de la fibra de cafia entre cilindros.

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018.

9.1.3.3 Transferencia del jugo a las cubas fermentadoras.

Finalizada la extraccion del jugo de cafia de azlcar en las tinas correspondientes el jugo es
transferido a las cubas donde inicia el proceso de fermentacion a temperatura ambiente
cubriendo con pléstico las cubas para ayudar a la conservacion de la temperatura y evitar que

ingresen impurezas e insectos que habitan en la zona.

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018

9.1.3.4 Mediciones de temperatura, grados Brix, pH y alcohol real en La Esperanza 1,
La Esperanza 2, El Negrillo, Pucayacu y el Guango.
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Se procedio a la toma de datos (temperatura, °Brix, pH, grados de alcohol), de las pipas en
un intervalo de cuatro horas hasta que termine su proceso de fermentacién que generalmente

tomo un tiempo de 24 horas a 40 horas, en las diferentes fabricas seleccionadas.

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018

9.1.3.5 PROCESO DE DESTILACION

Se procedio a colocar el jugo fermentado en el destilador, éste aparato consiste en un
recipiente en el que se hierven los liquidos durante la destilacion, el condensador con
conexiones de entrada y salida de agua, el receptor en el que se recoge el destilado midiendo
los grados de alcohol obtenido para determinar el rendimiento.

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018

Diagrama 1. Diagrama de la investigacion del Grado de contaminacion y el rendimiento en
las fabricas La Esperanza 1, La Esperanza 2, El negrillo, Pucayacu y ElI Guango en el sector
La Mana.
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CANADE
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EXTRACCION
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Medicidn de
FERMENTACION Temperaturas,
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DESTILACION

MEDICION DE
GRADOS DE
ALCOHOL

RENDIMIENTO

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018)

En el diagrama de flujo nimero 1 representa las actividades realizadas durante la
investigacién de campo donde se realizé la extraccion del jugo de cafia de azUcar, y se coloco
en las cubas para su proceso de fermentacion, durante este proceso se tomd datos de la

temperatura, °Brix, pH y alcohol real durante todo el proceso fermentativo, se realizo el



37

proceso de destilacion y al finalizar se midieron los grados de alcohol para determinar el

rendimiento

9.2 Aislamiento vy seleccién de las levaduras encontradas en los procesos de fermentacién de alcohol artesanal de la

zona La Mana.

9.2.1 Materiales.
Jugo de los mostos de cafia de azUcar.
Medio del cultivo (Agar sabouraud dextrosa).

Peptona

9.2.2 Equipos e Instrumentos

Incubadora.

Autoclave

Balanza electronica.
Termoémetro digital.
Recipientes de vidrio (Frascos Autoclavables)
Refractometro
pH-metro digital.
Vasos de precipitacion
Cajas Petri

Azas

Alcohol

Culer

9.2.3 PROCEDIMIENTO

9.2.3.1 Identificacion de plantas procesadoras de alcohol.

Se localizé cinco fabricas procesadoras de alcohol en el sector La Mana. Las que se

dedican diariamente a la extraccion de alcohol para la venta directa al consumidor.
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Fuente: Escobar R. Méndez D.2018.

9.2.3.2 Recoleccién de muestras.

Se tomd una alicuota de doscientos cincuenta ml de mosto por cada fabrica productora de
alcohol artesanal directamente de las pipas, las cuales pueden contener de 200 a 250 litros al
inicio del proceso fermentativo. Estos fueron transportados en frascos autoclavables en

refrigeracion a los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018.

9.2.3.3 Procedimientos de muestreo en campo
Tabla 1. Descripcion de la Muestra

DESCRIPCION DE LA MUESTRA CANTIDAD
1 Muestra liquida recolectada en la Esperanza 250 ml
2 Muestra liquida recolectada en la Esperanza 250 ml
3 Muestra liquida recolectada en Negrillo 250 ml
4 Muestra liquida recolectada en la Esperanza 250 ml
5 Muestra liquida recolectada en el Guango 250 ml

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la tabla 1, se observa la cantidad de alicuotas recolectadas en recipientes autoclavables, se
tomo 250ml de las cubas en cada fabrica para ser transportadas en medios de refrigeracion a

una temperatura de 4°C hasta llegar a los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

9.2.3.4 Transporte de las muestras

Las muestras fueron transportadas en un Culer en refrigeracion a las instalaciones de los

laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi para su previo estudio.
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9.2.3.5 Esterilizacion de material

La esterilizacion de material es de suma importancia ya que se utiliz6 un material inocuo
libre de toda contaminacién para la recoleccion de muestras y obtencion de un buen andlisis

de los resultados dentro y fuera del laboratorio.

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018
9.2.3.6 Preparacion de Sabouraud dextrosa (Agar)

La preparacion de un medio a base de Sabouraud dextrosa agar para el aislamiento de las

muestras en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018

9.2.3.7 Preparacion de agua de peptona

El agua de peptona se us6 como un diluyente y para el enriquecimiento bacteriano y

desarrollo microbiano.

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018.
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9.2.3.8 Aislamiento de las levaduras nativas

Se realizo el aislamiento de los microorganismos obtenidos de las muestras, sembrandolas
por el método de estriado en placas de Petri, en medio Sabouraud Dextrosa Agar

e

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018
9.2.3.9 Incubacioén de las levaduras

Los microorganismos aislados fueron incubados a temperatura de 32°C durante 24 horas para

su crecimiento bacteriano.
—
i .

¥

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018.

9.2.3.10 Caracterizacion de las cepas.

Las cepas fueron seleccionadas mediante estudios morfoldgicos en, color, borde, forma y
halo.

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018.
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9.2.3.11 Seleccidn de las levaduras

En este punto se procedié a determinar el grado estimado de contaminacion microbiana
hallada en cada una de las plantas procesadoras durante el proceso de fermentacion, los
resultados obtenidos se dan segun la cantidad o variedad de microorganismos identificados
en cada muestra.

Fuente: Escobar R. Méndez D.2018.

9.2.3.12 Pruebas de fermentacion.

Se realiz6 pruebas de fermentacion, donde las levaduras identificadas seran cultivadas en
medio para la fermentacion (en jugo de cafia “sintético”a nivel de laboratorio)
comprobando la capacidad de fermentacion y se comparé la eficiencia en el consumo de
azucares en las cepas seleccionadas, conociendo finalmente el grado de alcohol obtenido y

su rendimiento. Por medio de las técnicas de investigacion.

Diagrama de Flujo 2. Aislamientos y seleccion de las levaduras encontradas en los procesos
de fermentacion de alcohol artesanal de la zona La Mana.
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Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018)
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10. ANALISISY RESULTADOS.

10.1 Analisis de los resultados obtenidos en campo.

Tabla 2. Relacion entre Tiempos y Hora

HORA

TIEMPO

8:00

12:00

16:00

20:00

24:00

28:00

32:00

36:00

40.00

OO N OB W|IN| -

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018)

En la tabla 2 indica que en el intervalo de cuatro horas se representa con un tiempo

especifico.

TABLA 3. Media de los datos de la fabrica la Esperanza 1.

TRAPICHE : LA ESPERANZA 1

HORA| TIEMPO | TEMPERATURA| °BRIX pH ALFEZé)AI\-ILOL

8:00 1 24,5 15,3 5,4 5,2
12:00 2 26,11 14,2 4,4 5,6
16:00 3 28,4 12,3 3,7 8,4
20:00 4 28,6 10,2 3,6 9,2
24:00 5 31,8 9,4 3,5 10,3
28:00 6 33,6 8,4 3,4 11,6
32:00 7 34,4 7,4 3,4 12,3
36:00 8 34,4 6,4 3,4 12,7
40.00 9 32.8 5,4 3,3 13,13

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).
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En la tabla 3, se determinan los promedios obtenidos de los resultados tomados en campo de

las variables (Temperatura, °Brix, pH y Alcohol Real) del sector la Esperanza 1.
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TABLA 4. Media de los datos de la fabrica la Esperanza 2.

TRAPICHE : LA ESPERANZA 2
HORA | TIEMPO | TEMPERATURA | °BRIX | pH | ALCOHOL
REAL

8:00 1 23,1 12,6 2,6 6,1
12:00 2 26| 10,2 2,7 7,9
16:00 3 26,2 9,0 3,1 8,6
20:00 4 31,1 8,1 3 9,0
24:00 5 32,8 7,0 3,5 10,5
28:00 6 31,8 6,6 3,43 11,6
32:00 7 31,3 6,4 3,46 12,2
36:00 8 27,3 5,9 3,05 12,4

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la tabla 4, se obtienen los Promedios obtenidos de los resultados tomados en campo de las
variables (Temperatura, °Brix, pH y Alcohol real) del sector la Esperanza 2.

TABLA 5. Media de los datos de la fabrica el Negrillo.

TRAPICHE : EL NEGRILLO
HORA|TIEMPO © BRIX oH ALCOHOL
TEMPERATURA REAL
8:00 1 22,6 18,5 53 4.7
12:00 2 25,8 14,2 3,5 5,3
16:00 3 26,2 135 4,0 8,6
20:00 4 30,8 10,8 4,4 9,1
24:00 5 29,5 9,6 6,4 9,3
28:00 6 28,01 8,4 3,3 9,4
32:00 7 27.1 7.7 31 9,8
36:00 8 237 6,2 2,6 10,6
40.00 9 21,3 53 2.8 11,0

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la tabla 5, se observan los promedios obtenidos de los resultados tomados en campo de las

variables (Temperatura, °Brix, pH y Alcohol Real) del sector el Negrillo.



TABLA 6. Media de los datos de la fabrica Pucayacu.

TRAPICHE : PUCAYACU |

HORA TIEMPO | TEMPERATURA | °BRIX PH ALCOHOL
REAL
8:00 1 21,5 16,5 3,8 6,2
12:00 |2 21,9 15,3 3,5 6,2
16:00 |3 23,5 14,2 3,2 7,2
20:00 |4 27,4 9,5 3,2 8,1
24:00 |5 29,1 6,5 2,9 9,2
28:00 |6 28,5 5,3 2,4 10,3
32.00 |7 27,2 4,9 2,3 11,3
36:00 |38 24,8 4,6 2,2 11,9
40.00 |9 22,7 4,4 2,3 12,2

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018)

En la tabla 6, se obtuvo los promedios obtenidos de los resultados tomados en campo de las
variables (Temperatura, °Brix, pH, Alcohol Real) del sector Pucayacu.

TABLA 7. Media de los datos de la fabrica EI Guango.

TRAPICHE: EL GUANGO

HORA | TIEMPO | TEMPERATURA| °BRIX | pH ALFSSELOL
8:00 1 224 16,4 4.6 33
1200 | 2 24,7 15,2 4,8 5.2
1600 | 3 26,1 13,6 4,4 6.2
2000 | 4 28,0 10,4 3.7 6.6
2400 |5 26,3 6.4 5.8 75
2800 | 6 24,7 5,2 36 8.2
3200 | 7 24,7 45 3.3 9.9
36:00 | 8 22.0 3.7 28 11,2
2000 | 9 20,8 2.9 21 12,0

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la tabla 7 se encuentran los promedios obtenidos de los resultados tomados en campo de

las variables (Temperatura,® Brix, pH y Alcohol real) del sector Guango.
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TABLA 8. Temperaturas. Temperaturas de la Esperanza 1, La Esperanza 2, El Negrillo, Pucayacu y EI Guango

TEMPERATURA

TIEMPOS
FABRICA

1 2 3 4 5 6 7 8 9

LA ESPERANZA 1 245 (26.11| 28.4 | 28.6 | 31.8 | 336 | 344 | 344 | 328

LA ESPERANZA 2 | 231| 26 | 262 | 311|328 | 318 | 313 | 27.3

EL NEGRILLO 226 | 258 | 26.2 | 30.8 | 295 | 28.1 | 27.01 | 23.7 | 21.3
PUCAYACU 215 | 21.9 | 235 | 27.4 | 29.1 | 255 | 27.2 | 248 | 22.7
GUANGO 224 | 247 | 261 | 28 | 26.3 | 247 | 247 | 220 | 20.8

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018)

En la tabla 8, se observan los datos de las temperaturas tomadas de las fabricas, La Esperanza
1, El Negrillo, Pucayacu y ElI Guango productoras de alcohol artesanal durante el proceso de
fermentacién que duro 40 horas, la Esperanza 2 tuvo un proceso de fermentacion que duro 36
horas. Se observd que la fabrica que de la esperanza 1 es la Unica que mantiene una
temperatura en curso sin descensos ni aumentos bruscos durante el proceso como es el caso
del Negrillo y el Guango donde se observo que empiezan con temperaturas bajas y a mitad del
proceso de fermentacion en el tiempo 5  descienden mas que su temperatura inicial.

Debido a que estas dos fabricas mencionadas no cuentan con el equipo necesario para realizar
el control necesario de temperaturas como es el caso de la esperanza 1 que tiene los equipos
necesarios para determinar temperaturas grados °Brix pH y volumen de alcohol.

La ubicacion de las cubas también es importante en el fermentacién del jugo , tomando como
referencia a la esperanza 1 por su aumento de temperatura constante sin alteraciones se debe a
que las cubas estan ubicadas a una distancia de 4 metros lejos del resto de procesos como es
el de la destilacion que se realiza con la quema del bagazo de la cafia ,en el negrillo y el
guango las cubas estdn cerca de lugar donde realizan la destilacion por ese motivo la

temperatura en estos lugares tienden a subir bruscamente por el calor que genera este proceso
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Grafico 2. Temperaturas de la Esperanza 1, La Esperanza 2, EI Negrillo, Pucayacu y El Guango.
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Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

Segun el grafico 2, se observa el esquema grafico de las temperaturas obtenidas en las cinco

fabricas procesadoras de alcohol artesanal.

Discusion:

Segun Villamil Y, Z. Y. 1999, menciona que la temperatura de crecimiento de la mayoria de
las levaduras esta comprendida entre 5y 37°C. El valor éptimo se sitda hasta los 28°C. Sin
embargo estas temperaturas no son rigurosamente las optimas de crecimiento de las levaduras

cuando se encuentran en sus ambientes naturales.

El proceso de fermentacion del mosto del jugo de cafia producido en los sectores de la Mana
se realiza de forma artesanal, sin un control de las variables que influyen en los cambios de
temperatura de trapiche a trapiche puesto que se realiza a temperatura ambiente. En el estudio
de campo que se realizd se determind que la temperatura oscila entre 21,5 a 32,8 de trapiche a
trapiche en el mosto del jugo de cafia esto afecta el tiempo de fermentacién y la concentracion
de etanol obtenido, por lo que concluye que el trapiche que logra una rapida fermentacion es
el del sector la Esperanza 1 donde su temperatura alcanza los 32,8°C por las condiciones y el
proceso de fermentacién al que se sometia, mientras que en El Guango solo alcanzaba una
temperatura de 22,4°C a 20,8°C por tener unas condiciones menos 6ptimas en el proceso de

fermentacién



TABLA 9. Grados Brix de las fabricas La Esperanza 1, La Esperanza 2, El Negrillo, Pucayacu y

El Guango.
GRADOS BRIX
TIEMPOS

FABRICA 2 3 4 5 6 7 8 9
ESPERANZA 1 15,3 (14,2/12,3/10,2| 94| 84 | 74| 64 | 54
ESPERANZA 2 12,6 {10,290 (81 |70| 70 | 66| 6,4
EL NEGRILLO 185 |14,2/135|10,8/ 96| 84 | 7,7 | 6,2 | 53
PICAYACU 16,5 |15,3|14,2|1 95/ 65| 53 | 49| 46 | 44
GUANGO 16,4 |15,2/13,6(10,4| 6,4 | 52 | 45| 3,7 | 29

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).
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En la tabla 9, se observan los datos de las temperaturas tomadas de las fabricas, La Esperanza

1, El Negrillo, Pucayacu y El Guango productoras de alcohol artesanal durante el proceso de

fermentacién que duro 40 horas, la Esperanza 2 tuvo un proceso de fermentacion que duro 36

horas. Las cinco fabricas procesadoras de alcohol estan dentro del rango de 12 a 22 °Brix

inicial por lo que se puede observar en la tabla que las cinco fabricas transformaron sus

azucares en alcohol a pesar de que en el negrillo y el guango no tenian unas temperaturas

estables. Los datos del volumen de alcohol nos ayudaron a determinar que fabrica es la que

mejor a degrado el aztcar como se puede observar en la tabla 11. La esperanza 1 tiene 13.3 de

alcohol real siendo la mejor dentro de las cinco fabricas.

GRAFICO 3. Grados Brix de la Esperanza 1, La Esperanza 2, El Negrillo, Pucayacu y El Guango.
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Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).
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Segun el gréafico 3, se determina el descenso que existe en los ° Brix de las cinco fabricas

procesadoras de alcohol.

Discusion:

En la grafica se puede observar que los °Brix de las cinco fabricas procesadoras de alcohol
empezaron con datos altos de solidos solubles y éstos empezaron a descender desde el
tiempo 1 hasta finalizar el proceso de fermentacion en el tiempo 9 obteniendo datos bajos de
°Brix, esto significa que segun (Sarmiento, A. 2003). ElI mosto para la fermentacion
alcoholica debe tener una contaminacién  °Brix entre 12 a 22, ya quesi el °Brix es
muy bajo el grado alcoholico obtenido ser& pobre. Por lo contrario si el °Brix es muy alto la
fermentacién no se efectla, porque la presion osmética que se ejerce sobre las levaduras es
grande y no permite que actuen.

Segun (Farias, E.2006) Al finalizar la fermentacién hay que controlar los °Brix con los que
termina, para poder saber en qué condiciones finaliza el proceso, si se ha transformado todos
los azUcares en alcohol. Segun los datos obtenidos las cinco fabricas han transformado todos
sus azUcares pero en mayor cantidad la fabrica de Pucayacu y ElI Guango debido a que son las

dos fabricas que iniciaron y terminaron con temperaturas bajas al resto.

TABLA 10. pH de la Esperanza 1, La Esperanza 2, EI Negrillo, Pucayacu y El Guango.
Ph

TIEMPQOS

1 2 3 4 5) 6 7 8 9
LA ESPERANZA 1 54 | 44 |3.7 36| 35 | 34 | 34 3.4 3.3

LA ESPERANZA 2 26 | 2.7 |31 3 | 35 | 343|346 | 3.05

FABRICA

EL NEGRILLO 53| 35 | 40 |44| 64 | 33 | 31 2.6 2.8
PUCAYACU 38| 35 | 32 (32| 29 | 24 | 23 2.2 2.3
GUANGO 46 | 48 | 44 | 37| 58 | 3.6 | 3.3 2.8 2.1

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la tabla 10, se observan los datos de las temperaturas tomadas de las fabricas, La
Esperanza 1, El Negrillo, Pucayacu y El Guango productoras de alcohol artesanal durante el
proceso de fermentacion que duro 40 horas, la Esperanza 2 tuvo un proceso de fermentacion
que duro 36 horas. En la esperanza 1se pudo observar que el pH se encuentra dentro del
rango de pH investigado que es de 3 — 5 que es Optimo por lo tanto esta fabrica no tiene
contaminacion bacteriana a diferencia de las cuatro fabricas restantes que segun los datos

obtenidos si presentan una contaminacion microbiana dentro de su proceso de fermentativo.
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GRAFICO 4. pHde la Esperanza 1, La Esperanza 2, EI Negrillo, Pucayacu y El Guango
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Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En el gréafico 4, se observa la variacion de pH que existe en las fabricas La Esperanza 1, La
Esperanza 2, EIl Negrillo, Pucayacu y El Guango.

Discusion

Segun investigaciones realizadas por la Universidad de Zulia determinan que un pH éptimo
para la fermentacion es de 3- a 5, donde determina que a mayor pH durante la fermentacion se
considera que existiria mayor contaminacion en la fermentacion del mosto. Por lo que se
considera que en el estudio de campo se observd que en el sector del Negrillo se obtuvo un
mayor porcentaje de pH por lo que se considera que en el sector existe una mayor

contaminacion bacteriana por lo que impide una rapida fermentacion del mosto
TABLA 11. Alcohol real de las fabricas La Esperanza 1, La Esperanza 2, El Negrillo, Pucayacu y

El Guango.
ALCOHOL REAL
TIEMPOS
FABRICA 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ESPERANZA'1 52 | 56| 84 | 92 |103 | 116 | 12,3 | 12,7 | 13,3
ESPERANZA 2 6,01 79| 86 9 10,5 | 11,6 | 12,2 | 12,4
EL NEGRILLO 47 53| 86 | 91 | 93 | 94 | 98 | 10,6 11

PUCAYACU 62 (62| 72 | 81 | 82 | 103 | 11,3 | 11,9 | 122

GUANGO 33 52|62 | 66 | 75| 82 | 99 | 11,2 12
Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la tabla 11, se observan los datos del alcohol real tomadas de las fabricas, La Esperanza 1,
El Negrillo, Pucayacu y ElI Guango productoras de alcohol artesanal durante el proceso de

fermentacion que duro 40 horas, la Esperanza 2 tuvo un proceso de fermentacién que duro 36
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horas .se puede observar en la tabla que la mejor fabrica que a transformado sus azucares es la
esperanza 1 que tiene como resultado final un 13, 3 de alcohol real durante la fermentacion a

comparacion de las cuatro fabricas que tienen un alcohol real bajo .

GRAFICO 5. Alcohol real de las fabricas La Esperanza 1, La Esperanza 2, EI Negrillo, Pucayacu

Y El Guango.
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Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En el gréfico 5, se determina la varianza que se obtuvo de alcohol real al final del proceso
fermentativo.

Discusion:

Segun (Farias, E.2006), al finalizar la fermentacidn hay que controlar los °Brix con los que
termina, para poder saber en qué condiciones finaliza el proceso, si se ha transformado todos
los azucares en alcohol. El alcohol real de las cinco fabricas ha incrementado durante todo el
proceso de fermentacidn, esto quiere decir que los azucares se han transformado en alcohol,

las fabricas que obtuvieron mayor cantidad de alcohol real fueron La Esperanza 1 y La

Esperanza 2, porque en el proceso de fermentacién inicio y termino con temperaturas altas.

10.2 Rendimiento

TABLA 12. Grados de alcohol en las fabricas La Esperanza 1, La Esperanza 2, El Negrillo, Pucayacu y El
Guango.
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GRADOS DE ALCOHOL

FABRICA LAESPERANZA | LAESPERANZA | EL PUCAYACU | GUANGO
1 2 NEGRILO

GRADOS

DE 74 69.5 55.58 65.9 62.4

ALCOHOL

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la tabla 12, se observa los grados de alcohol obtenidos al final del proceso de destilacién

de las cinco fabricas productoras de alcohol.se puede observar que la esperanza 1 es la que

tiene mayor grados de alcohol por el buen manejo de temperaturas y tiene un pH optimo el

negrillo y el guango tienen bajos grados de alcohol por su falta de equipos y la mala ubicacién

de las cubas en el proceso de fermentacion por lo que genera bajos rendimiento y el alcohol

no sea de buen calidad y no genera ingresos.

Grafico 6: Grados de alcohol en fabricas La Esperanza 1, La Esperanza 2, El Negrillo, Pucayacu y

El Guango.
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Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018)

En el gréafico 6, se determina el rendimiento que se obtuvo de los grados de alcohol en los

diferentes sectores de la Mana.

Discusion:

Segun (Quintero, 1981, Phaff, 1979, Reyes et al., 1993), México. Los rendimientos de etanol
y CO2 en la préactica son siempre menores a los valores tedricos. Estos dependen del in6culo
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(tipo, actividad y concentracion de la cepa de levadura), de la composicion del medio de
cultivo (concentraciones de fuentes de macronutrientes, micronutrientes, factores de
crecimiento, e inhibidores), de las condiciones ambientales (temperatura, presencia o ausencia
de 02, pH y Brix), del crecimiento microbiano.

Segun (Phaff , 1979, USA), menciona que la actividad de la fermentacion disminuye cuando
la disponibilidad del sustrato principal (azucares) llega a una concentracion limitante,
observandose entonces un desprendimiento minimo de burbujas.

La temperatura de cultivo es uno de los principales factores que afectan a la cinética de la
fermentacidn alcohdlica. Influye en el rendimiento y en la velocidad de produccién del etanol.
Segun los graficos 3 y 5 podemos notar que a la mitad de la fermentacion se observo un
ascenso de pH y ° Brix por una alteracion de la temperatura grafico 3, y por consiguiente se
considera que hay una contaminacion bacteriana que infectaron a las levaduras provocando
una mala fermentacion y por consiguiente obteniendo un bajo rendimiento de grados de
alcohol como se ve en el gréafico 7, donde las dos fabricas el Negrillo y Guango son las de

mas bajo grado de alcohol obtenido al final del proceso.

10.3 Analisis de los resultados a nivel de laboratorio

Tabla 13. Caracterizacion de las levaduras nativas.

CEPAS COLOR BORDE FORMA ELEVACION
DE LA
COLONIA

CEPA 1 Cremoso Entero Puntiforme Baja

CEPA 2 Blanco Ondulado Circular Alta

CEPA 3 Blanco Entero Circular Alta

CEPA 4 Blanco Entero Circular Alta

CEPAS Cremoso Ondulado Irregular Baja

CEPA 6 Blanco Ondulado Circular Alta

CEPA 7 Cremoso Entero Puntiforme Baja

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la Tabla 13, se observa la caracterizacion de las cepas segun su color, borde, forma y
elevacion de la colonia, para poder conocer de manera cualitativa directo del cultivo que
género bacteriano puede ser, ademas los cultivos tienen sustancias nutritivas pero también
indicadores (que maneja un pH) con el que La morfologia de las colonias constituye una de
las caracteristicas morfoldgicas de las bacterias indispensables para su aislamiento.

imiento, e inhibidores), de las condiciones ambientales (temperatura, presencia o ausencia de

02, pH y Brix), del crecimiento microbiano.
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Segun (Phaff , 1979, USA), menciona que la actividad de la fermentacion disminuye cuando
la disponibilidad del sustrato principal (azUcares) llega a una concentracion limitante,
observandose entonces un desprendimiento minimo de burbujas.

La temperatura de cultivo es uno de los principales factores que afectan a la cinética de la
fermentacidn alcohdlica. Influye en el rendimiento y en la velocidad de produccion del etanol.
Segun los graficos 3 y 5 podemos notar que a la mitad de la fermentacién se observé un
ascenso de pH y ° Brix por una alteracion de la temperatura grafico 3, y por consiguiente se
considera que hay una contaminacion bacteriana que infectaron a las levaduras provocando
una mala fermentacion y por consiguiente obteniendo un bajo rendimiento de grados de
alcohol como se ve en el grafico 7, donde las dos fabricas el Negrillo y Guango son las de

mas bajo grado de alcohol obtenido al final del proceso.

10.3 Analisis de los resultados a nivel de laboratorio

Tabla 13. Caracterizacion de las levaduras nativas.

CEPAS COLOR BORDE FORMA ELEVACION
DE LA
COLONIA

CEPA1 Cremoso Entero Puntiforme Baja

CEPA 2 Blanco Ondulado Circular Alta

CEPA 3 Blanco Entero Circular Alta

CEPA 4 Blanco Entero Circular Alta

CEPAS Cremoso Ondulado Irregular Baja

CEPA 6 Blanco Ondulado Circular Alta

CEPA 7 Cremoso Entero Puntiforme Baja

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la Tabla 13, se observa la caracterizacion de las cepas segun su color, borde, forma y
elevacion de la colonia, para poder conocer de manera cualitativa directo del cultivo que
género bacteriano puede ser, ademas los cultivos tienen sustancias nutritivas pero también
indicadores (que maneja un pH) con el que La morfologia de las colonias constituye una de

las caracteristicas morfologicas de las bacterias indispensables para su aislamiento.

Tabla 14: Analisis de resultados segun el parametro ° Brix

Brix
CEPA1 | CEPA2 | CEPA3 | CEPA4 | CEPAS | CEPAG6 | CEPAY
1 18,2 18,4 18,3 18,2 18,3 18,2 18,3
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2 18,2 18,4 18,2 18,2 18,3 18,2 18,3
3 |18,2 18 18 18,2 18,3 17,8 18,1
4 175 17,3 17 17,8 18 17,3 17
5 |17 15,1 15,4 17,3 17,3 16,8 15,2
6 |16,3 13,9 14,1 16,8 16,6 15 14
7 |16 11,6 11,5 16,2 16,4 14,3 12,1
8 |154 9,5 10,3 15,8 16 13 10,3
9 | 146 7,9 9,2 15,2 15,3 12,6 8,1
10 | 14,2 6,5 8,6 15,2 14,2 11,3 7,8
11 | 14,2 6,5 8,5 15,2 14 11 7,7

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la tabla 14, se observa la tabulacion de datos obtenidos en las pruebas de fermentacion de
las siete cepas aisladas que durd un tiempo de 48 horas a nivel de laboratorio de la
Universidad Técnica de Cotopaxi.se puede observar que la mejor sepa degradadora de azucar
es la cepa 2 que empezé con 18,4 °Brix y termino con 6,5 °Brix. Seguida de la cepa 7 que

empez6 con 18,3 °Brix y termino con 7,7 °Brix.

Gréfica 7. Grados Brix de las cepas fermentadoras seleccionadas en el laboratorio
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Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En el grafico 7, se observa los porcentajes de °Brix de las diferentes cepas obtenidas a nivel

de laboratorio, para conocer la cantidad de azlcar presentes las muestras.
Discusion:

Segun el Laboratorio Manual for South Africa Sugar Factories ,1985.menciona que los
Grados Brix determinan la concentracion de sélidos disueltos en una solucién de sacarosa.

Por lo que se determind que en el grafico 7, que la cepa 2 y la cepa 7 fueron las que
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disminuyeron con rapidez los Grados Brix a 6,5 y 7,7 respectivamente, hidrolizando la

sacarosa Yy produciendo fructosa y glucosa durante la fermentacion.

Tabla 15. Andlisis de resultados seglin el parametro volumen de alcohol

% Alcohol
TIEMPO | CEPA1 | CEPA2 | CEPA3 | CEPA4 | CEPAS | CEPAG | CEPA7
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 1,5 11 0 1,6 1,9 1,9
3 1,2 3,5 2,7 2,1 3 3,2 3,9
4 2 4,8 3,9 3,9 5,2 5 5,5
5 2,8 6,8 4,8 4,9 6,9 6,3 7,9
6 3,8 9,5 6,9 6,4 8,4 7,9 91
7 5,6 12,5 8,8 8 9,8 9 10,8
8 6,3 14,8 9,5 9,7 11,9 11,1 12,9
9 7,1 15,9 10,6 10,3 13,1 13,4 14,9
10 8 16,8 11,9 12,4 14,8 14 15,7
11 8,2 17 12,3 13,1 15,2 14,1 16,1

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la Tabla 15, se observa la tabulacién de datos obtenido del porcentaje de alcohol en el
laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi. En la tabla se demuestra que las mejores
cepas que han degradado el azucar en alcohol fueron la cepa 2 y la cepa 7 como se representa
en la tabla 14.obteniendo de la cepa 2 un porcentaje de 17 alcohol real y la cepa 7 genero un

16,1 de alcohol real. Siendo la cepa 2 y la cepa 7 las mejores.

Grafico 8. Andlisis de porcentaje de alcohol
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Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En el grafico 8, se puede observar los porcentajes de alcohol obtenidos de las diferentes cepas

a nivel de laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

Discusion:
Segun (Sarmiento, A. 2003). Menciona que cuando los grados Brix son altos el rendimiento
del alcohol real es alto. Por lo que se identifico en el grafico 8, que la cepa 6 y la cepa 7

fueron de 17 y 16,1 respectivamente en su porcentaje de alcohol obtenidos, logrando un

rendimiento adecuado en el proceso final de la fermentacion.

ANALISIS DE RESULTADOS DE TIEMPO DE GENERACION

Tabla 16: Tiempo de Generacion.

TIEMPO DE GENERACION
CEPA1 | CEPA2 |CEPA3 |CEPA4 CEPAS5 | CEPAG6 | CEPAY

56 min 88 min 77 min 66 min 70 min 56 min 66min

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

Determinacion del tiempo que se requirié para que cada cepa se multiplique. la cepa que tiene
un crecimiento rapido es la cepa 2 .comparado con un dato bibliografico que menciona que
Segun el Dr. Pedro F.2008, en el tiempo de generaciéon de la levadura Saccharomyces
cerevisiae es de 90 minutos y el de la bacteria Escherichia coli es 20 minutos. Por lo que se
considera que la cepa con mayor tiempo de generacion es la cepa 2 que se trata de una
levadura Saccharomyces nativa del mosto del jugo de cafia ya que el tiempo de generacion se
acerca al tiempo establecido bibliograficamente.

Ecuacion para la determinacion del tiempo de generacion.
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Donde: n = Ni- Nf

Doénde:

G=
Ni — Nf

G= Tiempo de generacion.

T=Tiempo de fermentacion.

Ni=Numero de microorganismos iniciales.

Nf= Numero de microorganismos

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS)

>

IMPACTOS TECNICOS.

Durante la investigacion de campo se incentivo a los productores del sector de la
Mana, para obtener un monitoreo de temperaturas, pH, grados Brix, etc., de una
manera tecnificada ya que el mosto necesita alcanzar una temperatura adecuada para
la hidrolizacion de los azucares en alcohol por lo que se recomendé que las cubas sean
de madera forradas con plasticos hasta alcanzar a una temperatura optima que no
sobrepase los 35°C para alcanzar su fermentacion en menor tiempo, contribuyendo a

una buena produccion y rendimiento.

IMPACTOS SOCIALES.

La capacitacion técnica durante la investigacion de campo en los diferente sectores,
influy6 que los productores de alcohol inicien un control adecuado en de las variables
garantizando a de mas de la obtencidén de conocimientos un procesamiento adecuado

de la fermentacion del jugo de cafia, para la obtencion de un alcohol de calidad

IMPACTOS AMBIENTALES.

La produccion de alcohol artesanal ha influido en el desarrollo del sector, ya que esta
explotacién ha contribuido a que se utilice de manera adecuada los desechos
obtenidos de la produccién de cafia de azlcar y su posterior destilacion de alcohol,
obteniendo fuentes de energia para el calentamiento de los alambiques durante el
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proceso de destilacion del alcohol, ocasionando un ahorro considerable en otras

fuentes de energia para su proceso.

> IMPACTOS ECONOMICOS.
La Mané por ser un sector productor de cafia de azucar ha contribuido a la explotacion
de esta materia prima brindando fuentes de empleo a las comunidades del sector,
incentivando al resto de la poblacién a dedicarse a la produccion de alcohol artesanal y
obteniendo réditos econdmicos por la venta del alcohol obtenido artesanalmente por

los productores.

12. PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL PROYECTO

Tabla 17. Gastos de materiales

. : V.
Material Cantidad unitario V. total
Vasos de precipitacion de
500 ml 4 6 24,00
Cajas Petri 200 1 200,00
Pipetas 50 3 150,00
Paletas 1 5,00
Papel aluminio 2 1,5 3,00
Papel absorbente 1 5 5,00
Alcohol 3 3 9,00
Tubos de ensayo 10 1 10,00
Agares (sabouraud dextrosa) 2 80 160,00
Peptona 1 80 80,00
Total 646,00
Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).
Tabla 18. Depreciacion de equipos
Activo fijo Costos | Depreciacion | Anual Mensual Diario
pH-metro $50,00 | 10% $5 $0,42 $0,014
Termometro $30,00 | 10% $3.00 $0,25 $0,008
Refractometro | $210,00 | 10% $21,00 $1,75 $0,05
Hornilla $50,00 | 10% $5 $0,41 $0,01
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Balanza digital | $20,00 | 10% $2 $0,17 $0,005

Incubadora $600,00 | 10% $60,00 $5 $0,16

Autoclave $500,00 | 10% $50,00 $4,6 $0,13
$0,38

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

Tabla 19. Otros gastos

Transporte 100%  $30

10% = x 3

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

Tabla 20. Gasto Total

Gasto de materiales $646,00
Depreciacion de equipos $0,38
Transporte $ 3,00
Total $ 649,38

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

13. CONCLUSIONES

Se aislaron siete cepas de los mostos Se determind que en la fabrica el Negrillo y
Guango dos de las cinco fabricas del sector de la Mana existe presencia de
contaminacién microbiana puesto que los cambios de te temperatura, grados Brix, pH
han afectado su rendimiento al final de la destilacion por lo que se presume que
durante la fermentacion se produjo una fermentacion acética que afecto a la
produccion, por causa de contaminacion microbiana.

Se determind que la fabrica de la esperanza 1 es la que esté libre de una contaminacion
microbiana segin los datos obtenidos también se debe a que esta fabrica posee un
equipo adecuado para controlar las variables de estudio y sus instalaciones son

adecuadas para realizar este proceso fermentativo.

El control de la temperatura en el proceso de fermentacién es fundamental en las
procesadoras de alcohol artesanal ya que si se mantiene una temperatura estable las
variables de pH y grados °Brix favorecen al proceso fermentativo y de esta manera se
obtendra un buen rendimiento.

El “aguardiente™ tiene un minimo de 60% de contenido alcohdlico. La graduacion se

mide utilizando un hidrometro para determinar la gravedad especifica. El precio que
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obtienen los agricultores por su aguardiente varia dependiendo de su contenido

alcohdlico

Los resultados obtenidos durante la investigacion de campo se determind que
fermentando a una temperatura 6ptima que no sobrepasen los 35°C, se obtuvo el
descenso de pH, °Brix y un buen rendimiento de grados de alcohol al final del proceso
de destilacion, por lo que se observé una varianza de datos obtenidos en las diferentes
fabricas del sector la Mana ya sea por la materia prima o por la contaminacion

microbiana presente en los motos.

de la cafia de azUcar obtenidas de las fabricas de los sectores de la Mana que fueron
sometidos a un proceso de seleccion, determinando que la cepa 2 es la mejor
productora de alcohol ya que durante estudios de laboratorio se observd que fue la
cepa 2 la que mayor cantidad de azlcar degradd durante su proceso de fermentacion.
Todas las muestras que fueron llevadas al laboratorio de la Universidad Técnica de
Cotopaxi fueron sometidas a un control de grados Brix, pH y alcohol real y a una
temperatura constante de fermentacion 32 °C similar al de la investigacion de campo,
dando como resultado que las cepas 5 y 6 son las que tienen los valores mas bajos de
pH, por lo que se considera que no existid una contaminacion durante su proceso,
identificando de esta manera por medio de pruebas bioquimicas a la mejor cepa

(saccharomyces cerevisiae) siendo la mejor productora de alcohol.

14. RECOMENDACIONES

Establecer rutinas de limpieza y desinfeccion en las superficies con que estd en
contacto la cafia desde que es descargada en el patio, hasta que llega a la extraccion,
para evitar la inoculacion continua de microorganismos al jugo por parte de estas

superficies.

Para obtener un buen rendimiento de alcohol se necesita una cafia madura para una

mejor fermentacion optimizando tiempos Yy costos de produccion.
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e EIl material De las cubas debe ser de madera recubierto con plastico negro para
acelerar su proceso de fermentacién y mantener una temperatura adecuada de 32° C
en las que las levaduras fermentadoras se mantienen vivas hasta finalizar su proceso

de fermentacion.

e Las muestras deben ser colocadas en frascos estériles para evitar una contaminacion y
etas debe ser llevada en refrigeracion para evitar la fermentacion de la muestra durante

el transporte de las muestras.

e Utilizar la indumentaria adecuada cofia, mascarilla. Guantes en las instalaciones de
los laboratorios de la Universidad Técnica de Cotopaxi para evitar la contaminacion

de la muestra.
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15. ANEXOS.
ANEXO N° 1 Ubicacién geografica de La Mana.
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Fuente: Google maps.
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Anexo 5. Recoleccion de datos del trapiche la Esperanza 1.

TRAPICHE : LA ESPERANZA 1
ALCOHOL
tora | TIEMPO | TEMPERATURA | %BRIX | pH | “ oo i

8:00 1 24,5 154 |54 5

8:00 1 24 4 153 |54 5,3
8:00 1 24,3 152 |53 5.4
12:00 2 26,12 143 | 45 5,5
12:00 2 26,12 142 |44 5,6
12:00 2 26,11 141 |43 57
16:00 3 28,5 12,4 |38 8,5
16:00 3 28,4 123 |37 8,4
16:00 3 28,3 122 |37 8,4
20:00 4 28,7 10,3 | 3,6 9

20:00 4 28,6 102 |36 9,2
20:00 4 28,5 10,1 |35 9,4
24:00 5 31,6 95 |35 10

24:00 5 31,5 94 |35 10,4
24:00 5 324 93 |34 10,5
28:00 6 33,7 85 |35 11,8
28:00 6 33,6 84 |35 11,9
28:00 6 33,5 83 |33 11,1
32:00 7 345 75 |35 12,2
32:00 7 34-4 74 |34 12,3
32:00 7 34,3 74 |33 12,4
36:00 8 34,5 65 |35 12,6
36:00 8 34,4 64 |34 12,7
36:00 8 34,5 63 |34 12,7
40:00 9 32,9 55 |33 13

40:00 9 32,8 54 |33 13,2
40:00 9 327 53 |32 13,2

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En el anexo 5, se determina la obtencidn de datos de las variables (Temperatura, ° Brix, pH 'y
Alcohol real) con tres repeticiones tomas indistintamente de tres lugares de la cuba por cada
4 horas por el lapso de 40 horas en el sector la Esperanza 1



Anexo 6. Recoleccion de datos del trapiche la Esperanza 2.

TRAPICHE: LA ESPERANZA 2

HORA | TIEMPO | TEMPERATURA | °BRIX | pH ALSSAHLOL
8:00 1 23 125 | 25 6
8:00 1 23.2 127 | 2.7 6.1
8:00 1 23.1 126 | 2.6 6
12:00 2 26 106 | 2.9 5.8
12:00 2 26 102 | 27 5.8
12:00 2 26 10 | 25 5.5
16:00 3 26,2 92 | 31 85
16:00 3 26 9 |32 8.3
16:00 3 26,5 o |31 85
20:00 4 31,2 83 | 3.2 9
20:00 4 31 g | 3 9
20:00 4 31,2 82 | 3 9
24:00 5 33.4 69 | 3.3 14,3
24:00 5 33 67 |32 14,1
24:00 5 33 6,3 14,7
28:00 6 32 7 | a 9.8
28:00 6 32.8 71 | 34 9.7
28:00 6 31,2 7 | 34 95
32:00 7 31 67 |35 11,2
32:00 7 31,9 66 | 35 11
32:00 7 31 67 | 34 11
36:00 8 31 59 | 35 12
36:00 8 27.9 55 |3.16 11
36:00 8 27 56 | 3 12

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).
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En la anexo 6, se determina la obtencion de datos de las variables (Temperatura, °Brix, pH'y

Alcohol Real) con tres repeticiones tomadas indistintamente de tres lugares de la cuba por

cada 4 horas por el lapso de 36 horas en el sector la Esperanza



Anexo 7 Recoleccion de datos del trapiche el Negrillo

TRAPICHE: EL NEGRILLO
HORA | TIEMPO | TEMPERATURA | °BRIX | pH ALSSELOL
8:00 1 225 187 | 54 2
8:00 1 22,6 185 | 523 5
8:00 1 227 184 | 52 5.1
12:00 2 25,8 143 | 362 5.2
12:00 2 25.0 142 | 35 5.3
12:00 2 26,6 141 | 34 5.4
16:00 3 26,2 1310 | 406 85
16:00 3 26,2 13.9 2 8.6
16:00 3 26,1 135 2 8.7
20:00 4 313 109 | 412 9
20:00 2 311 107 | a1 9.1
20:00 2 30 105 | 49 9.1
24:00 5 206 9.8 6.7 9,2
24:00 5 29,5 9.7 6.4 9,3
24:00 5 29,4 9.4 6 9.4
28:00 6 28,02 85 34 95
28:00 6 28,01 83 33 9,6
28:00 6 28 8.2 3,2 9
32:00 7 272 7.7 3,2 9,7
32:00 7 271 7.6 3.1 9.8
32:00 7 27 7.7 3 9.9
36:00 8 24.1 6.3 3.1 10,5
36:00 8 24 6.2 3 10,6
36:00 8 23 6,1 26 10,7
40:00 9 213 5,3 28 11
20:00 9 213 5.3 28 11
20:00 .
21,3 5.3 28 11,1

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).
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En la anexo 7, se observa los datos de las variables (Temperatura, ° Brix, pH y Alcohol Real)

con tres repeticiones tomadas indistintamente de tres lugares de la cuba por cada 4 horas por

el lapso de 40 horas en el sector el Negrillo.
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Anexo 8 Recoleccion de datos del trapiche Pucayacu

TRAPICHE : PUCAYACU
HORA | TIEMPO | TEMPERATURA | °BRIX | pH ALSSA*LOL
8:00 1 215 162 |38 6
8:00 1 21 167 |35 6.2
8:00 1 217 165 |37 6.4
12:00 2 23.2 151 |34 6.3
12:00 2 22 151 |31 6.3
12:00 2 236 157 |34 6,1
16:00 3 25 144 |32 75
16:00 3 26.2 14 |31 72
16:00 3 26 8 142 |35 7
20:00 4 203 98 | 3 8
20:00 4 28 5 96 |31 8.1
20:00 4 201 9 3 8.2
24:00 5 206 67 |27 8.3
24:00 5 203 64 | 2.1 8.5
2400 5 28.2 63 |25 8.6
28:00 6 28 54 | 26 8.7
28:00 6 275 53 |23 8.8
28:00 6 28 52 |24 8.9
32:00 7 26.2 5 |22 9
32:00 7 26.2 49 | 2 9.1
32:00 7 25 48 | 25 9.2
36:00 8 234 47 |22] 102
36:00 8 224 46 |21| 103
36:00 8 25 45 |28| 104
20:00 9 21 44 |21 11
2000 9 215 44 | 22 11,
40:00 9 21 44 | 2 11

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018).

En la anexo 8, se observan los datos de las variables (Temperatura, ° Brix, pH y Alcohol real )
con tres repeticiones tomadas indistintamente de tres lugares de la cuba por cada 4 horas por

el lapso de 40 horas en el sector Pucayacu



73

Anexo 9 Recoleccion de datos del trapiche el Guango.

TRAPICHE : GUANGO
HORA | TIEMPO | TEMPERATURA | °BRIX | pH ALF({:SAHLOL
8:00 1 225 16,7 | 47 3
8:00 1 224 166 | 4,6 3
8:00 1 223 16 |45 2
12:00 2 25 153 | 49 5.1
12:00 2 25 152 |48 5.2
12:00 2 24 151 |47 5.3
16:00 3 26 3 137 | 45 6.2
16:00 3 26 136 |44 6.2
16:00 3 26 135 |43 6.3
20:00 2 28.2 75 | 4 6.3
20:00 2 281 74 | 4 6.9
20:00 2 28 73 | 3 6.1
24:00 5 27 65 |38 72
24:00 5 26 64 |37 73
24:00 5 26 63 |37 7.9
28:00 6 25 53 |36 78
28:00 6 24 52 |36 7.0
28:00 6 252 51 |35 9
32:00 7 25 26 |35 9.8
32:00 7 25 45 |34 9,0
32:00 7 24 24 |31 10
36:00 8 23 38 | 31| 103
36:00 8 22 3.7 | 3 104
36:00 8 209 36 |22 105
20:00 9 20,9 29 |21 12
20:00 9 208 29 | 21 12
40:00 9 20,8 20 |21 12

Elaborado por: Escobar R., Méndez D. (2018)
En la anexo 9, se Obtiene los datos de las variables (Temperatura, ° Brix, pH y Alcohol real.)

con tres repeticiones tomadas indistintamente de tres lugares de la cuba por cada 4 horas por
el lapso de 40 horas en el sector Guango.



