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RESUMEN

En la busqueda de nuevas alternativas energéticas, la obtenciéon de biocombusti-
bles generados de productos o subproductos agricolas ha dinamizado las regiones
agricolas del pais, intensificando monocultivos en forma masiva e inversion en la
infraestructura fisica y generacion de conocimiento sobre los procesos agroindus-
triales para producir biocombustibles, en este caso el alcohol etilico que ademas
es utilizado en la elaboraciéon de compuestos quimicos y bebidas alcohdlicas de
interés comercial, generando nuevas oportunidades de trabajo en la industria y el
campo. Este es el caso del Valle del Cauca, regién de cultivo masivo de cana de
azucar, donde se pretende producir la mayor cantidad de alcohol etilico combusti-
ble para suplir la demanda del pais en lo referente a biocombustible.

La fermentacién Etandlica se realiza en presencia de la levadura Saccharomyces
Cerevisiae, este es un proceso biotecnoldgico complejo de las mieles de cana de
azucar, mediante el cual se obtiene alcohol etilico, este proceso genera ademas
de alcohol etilico acidez volatil o acidos organicos volatiles que son los responsa-
bles de inhibir el crecimiento de la levadura afectando de forma letal su desarrollo
celular e incidiendo en las propiedades del producto final. Entre estos acidos orga-
nicos volatiles (AOV) se encuentran el 4cido acético, propidnico, butirico y valéri-
co generados en el proceso de fermentacion continua de los azucares.

Para determinar y cuantificar con exactitud los AOV que afectan el proceso fer-
mentativo en la destileria del Ingenio Mayagiez S.A se desarrollaron tres métodos
de analisis por Cromatografia de Gases-FID para las diferentes muestras y se
evalla su concentracion en las jornadas, mafnana y tarde para conocer la acidez
volatil generada en el proceso. Se implementé un método de analisis para altas
concentraciones de AOV en materias primas (mieles, mezclas de mieles y vino),
un método de bajas concentraciones de AOV para evaluar mostos fermentados y
finalmente un método de cuantificacion individual para cada uno de los acidos or-
ganicos volatiles con el fin de realizar un seguimiento detallado de la acidez volatil
en el proceso fermentativo. Se encontré que en las materias primas hay altas con-
centraciones de AOV que pueden inhibir el crecimiento de la levadura y afectar el
proceso de fermentacion, los rangos de concentraciones encontrados oscilan en-
tre 300-2500ppm, 100-300ppm, 50-200ppm, 20-150ppm para acido acético, pro-
pidnico, butirico y valérico respectivamente. Mientras que en el proceso fermenta-

14



tivo y tanque de vino los valores oscilan entre 50-500ppm, 20-250ppm, 20-200ppm
y 20-100ppm para acido acético, propidnico, butirico y valérico respectivamente.

Segun los rangos encontrados de AOV en el proceso fermentativo se establece
que la implementacién y el uso de los métodos cromatograficos permiten la deter-
minacién y cuantificacion temprana y confiable de acidos organicos y el segui-
miento de la acidez volatil por jornadas, siendo una herramienta importante para el
correcto desarrollo del proceso fermentativo en la destileria del Ingenio Mayagiez
S.A.
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1. ANTECEDENTES

El proceso de produccion de la destileria del Ingenio Mayagliez S.A presenta va-
rias etapas fermentativas y segun investigaciones desarrolladas en el laboratorio
de la destileria se ha encontrado registro de cuantificacién en mieles, jugo y mos-
tos en las diferentes etapas del proceso de AOV. La tabla 1 identifica los sitios del
proceso que han sido objeto de control para andlisis de AOV vy los parametros es-
tablecidos como resultado de su analisis.

Se observa que no hay registros de concentracién de AOV en todas las muestras
de fermentacién a excepcién del tanque de vino, tampoco hay registro de concen-
tracién para acido valérico en ninguna de las muestras, por ello se implementé un
método cromatografico para la determinacién de la concentracién de todos los
AQV en el proceso de produccién de alcohol carburante.

Tabla 1. Parametros establecidos de AOV en ppm en el Ingenio Mayagtiez S.A

ACETICO PROPIONICO BUTIRICO VALERICO
MIEL B 500- 3000 30-250 100 — 220 NR
JUGO 500- 3000 30-250 100 — 220 NR
TANQUE 305 NR NR NR NR
FERMENTADOR NR NR NR NR
311
FERMENTADOR NR NR NR NR
312
FERMENTADOR NR NR NR NR
313
TANQUE VINO 500- 3000 30-250 100 — 220 NR
335

Fuente: Ingenio Mayagiiez S.A
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El proceso de produccién de etanol a partir de mieles de cafia de azucar a nivel
industrial es llevado a cabo en presencia de bacterias y levaduras salvajes del gé-
nero Lactobacillus, acetobacter y gluconobacter! que generan acidos organicos
volatiles (AQOV) tales como el propibnico, butirico, valérico y acético entre otros.
Algunos de estos acidos son indeseables dependiendo del uso y aplicacién del
alcohol etilico, en general estos acidos se generan por limitaciones durante el ciclo
fermentativo e inhiben el crecimiento de la levadura y afectan la calidad del pro-
ducto.

Los AQOV estan presentes en la materia prima (mieles) de la cana de azlcar y
ademas se generan en el proceso fermentativo por diferentes bacterias en mostos
y vino.

La acidez de los AOV genera una gran competencia entre las bacterias presentes
y la saccharomyces cerevisiae afectando los factores de crecimiento en el medio
de fermentacién y el crecimiento y viabilidad celular de la levadura. Por esa razén
se hace necesario crear un método de cuantificacién de AOV que permita hacer
un seguimiento continuo al proceso por jornadas desde la materia prima hasta el
producto final en la destileria del Ingenio Mayagiez S.A para establecer un control
en todas las muestras de la fermentacion, contribuyendo de manera positiva en la
generacion y produccién de alcohol carburante en el Valle del cauca.
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3. FUNDAMENTO TEORICO

3.1 Procesos de fermentacion

Existen varios tipos de fermentacion, entre ellos se encuentran la fermentacién
discontinua o en Batch en la que el proceso es interrumpido para la obtencién de
metabolitos primarios; la fermentacion alimentada o Fed-batch en la que los sus-
tratos se afaden escalonadamente a medida que progresa la fermentacion y el
proceso de fermentacién continua que se realiza con el objetivo de mantener una
concentracion de sustrato constante y, por consiguiente, mantener la poblacién
microbiana en fase de crecimiento exponencial Ll

Este ultimo proceso se utiliza en fermentaciones industriales que requieren activi-
dad metabdlica maxima. Se trabaja a volumen constante manteniendo el equilibrio
entre el volumen del medio afadido y el que fluye transformado por la accién mi-
crobiana, este es utilizado en la destileria del Ingenio Mayagiiez mediante un sis-
tema abierto (no estéril por lo cual genera gran variedad de microorganismos
gue no pueden evitarse) donde una de las mayores desventajas es la vulnerabili-
dad a infecciones, cuando estas se producen se incrementa la produccién de &ci-
dos organicos volatiles que tienen impacto negativo sobre las condiciones fisiol6-
gicas de la levadura al inicio del crecimiento celular e inhibe considerablemente el
desarrollo !

La figura 1 representa la planta de destilacién del Ingenio Mayaglez donde se
realiza el proceso de produccién de alcohol etilico, las etapas de fermentacion y
los sitios de muestreo en el control de la acidez volatil generada por los AOV.

18



Figura 1. Diagrama del Proceso de fermentacion para la obtencién del alcohol
anhidro para Biocombustible.

[ DIAGRAMA DEL PROCESO DE
FERMENTACION PARA ALCOHOL ANHIDRO

| FERMENTACION | oo
Wi5)
Nezdy 4! Gl ,ﬂ, L

Ml

Toma de muestras en el proceso

1 Tanque de miel : — WA

Nk ]
2 Tanque de mezcla

3 Fermentadores ———

4 Tanque de vino

Fuente: Ingenio Mayaguez S.A
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3.2 SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Es uno de los microorganismos eucariéticos mas estudiados, ya que su uso a nivel
industrial es muy variado, no solo a nivel de produccién de etanol y CO,, sino de
otros compuestos volatiles y no volatiles. Pertenece al reino Fungi y es de tipo uni-
celular, es una levadura facultativa, es decir, su componente enzimatico y rutas
metabdlicas utilizadas le permiten habitar en ambientes aerobios, como anaero-

bios P!,

Saccharomyces Cerevisiae (figura 2) es la especie de levaduras utilizada para la
obtencion de etanol a nivel industrial debido a que es un microorganismo de facil
manipulacion y recuperacion, es una cepa de facil cultivo, no presenta alto costo,
tolera altas concentraciones de etanol, en la fermentacién produce bajos niveles
de subproductos, es osmotolerante, capaz de utilizar altas concentraciones de
azucares, presenta alta viabilidad celular para el reciclado y caracteristicas de flo-

culacién y sedimentacion para el procesamiento posterior L,

Figura 2. Saccharomyces Cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae es el microorganismo eucariote mas estu-
diado y constituye el grupo de microorganismos mas intimamente asociado al pro-
greso y bienestar de la humanidad. Se destaca por un sencillo y versatil sistema

de transformacién de ADNPMSI
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Las levaduras pueden ser haploides o diploides segun el estadio del ciclo, no obs-
tante ambos tipos celulares son estables y se pueden reproducir de for-
ma asexual mediante mitosis. La divisidn es por gemacion, es decir, las células

hijas son de tamafio inferior al de las células madre o1,

La Saccharomyces cerevisiae realiza glucdlisis en anaerobiosis y el piruvato gene-
rado tras este proceso se transforma luego por accidn enzimatica en alcohol en
forma de etanol. En este proceso también hay producciéon de diéxido de carbono

(CO,) en forma de gasl’l.

La glucdlisis, ruta por la cual son metabolizadas las hexosas, se realiza en condi-
ciones anaerobias sin la oxidacién neta de los azucares sustrato asi como también
en condiciones aerobias. El medio o ruta se selecciona dependiendo de las condi-
ciones del proceso y los productos que se desea obtener.

Aunque la glucdlisis (Reaccidén 1) y la respiracion conservan la energia liberada en
forma de ATP, en la glucdlisis se genera una energia total mucho menor, es decir
que por cada mol de sustrato catabolizado, la glucolisis produce menos energia

total que la respiracion completa 7

El tipo de glucdlisis mas comun y mas conocida es la via realizada Embden-
Meyerhoff.

Glucosa —» ———<» —» Piruvato — Acetaldehido < Etanol

NAD+ NADH NADH NAD*
0 NADH
o + : H* NAD* <
o H CO, H o * H OH REACCION 1
Piruvato Alcohol
CH:  descarboxilasa CHs deshidrogenasa  CHs
Piruvato Acetaldehido Etanol

La reaccion global de la glucolisis se registra en reaccion 2 donde a partir de la
glucosa se obtienen 2 moléculas de piruvato y energia en forma de ATP que es la

fuente de energia universal de la célula b1,

Glucosa + 2ADP + 2Pi + 2NAD" ~ 2 Piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H" + 2H,0 REACCION 2
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Esta via metabdlica es realizada por la levadura en la etapa de reproduccion como
en la de fermentacion para la posterior produccion de etanol a partir de sustratos
azucarados.

3.3 PROCESO DE FERMENTACION POR SACCHAROMYCES CEREVISIAE

3.3.1Parametros en la fermentacion alcohdlica

El mejoramiento del proceso fermentativo ha sido tema de investigacién con dife-
rentes cultivos de levaduras y diferentes condiciones fisicas y quimicas, disefio de
reactores eficientes, utilizacion de mejores nutrientes en el medio de cultivo, todo
esto con el fin de optimizar los parametros de los procesos que conduzcan al ma-
ximo aprovechamiento de las materias primas y su productividad. Los parametros
mas importantes a controlar en una fermentacién alcohdlica son el pH, la tempera-
tura, concentracién de azucares, constituyentes del medio de cultivo, tolerancia a
la concentracién de alcohol y micronutrientes que mejoran las condiciones de las

levaduras en fermentacion .

3.3.2 pH

El efecto del pH en una fermentacion esté relacionado directamente con el desa-
rrollo de la levadura y la posterior formacién de subproductos. El rango permitido
se encuentra entre 3.1 a 4.0, Cuanto menor es el pH mayor dificultad tendran las
levaduras para fermentar, mientras que a pHs cercanos al neutro se facilita el
desarrollo de flora microbiana contaminante del proceso y por ende la formacion

de subproductos indeseables®!
De esta manera se demuestra la importancia del pH y su optimizacion tanto para

que la inversién del azucar sea eficiente como para el buen desarrollo de la cepa
de levadura y el control de formacion de productos no deseados en el proceso o,
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3.3.3 Temperatura

La fermentacién puede transcurrir en un rango de temperatura entre 13°C -35°C.
En este intervalo, cuanto mayor sea la temperatura mayor sera la velocidad del
proceso fermentativo siendo también mayor la proporcién de productos secunda-
rios[?!. Sin embargo, a menor temperatura es mas facil conseguir un mayor grado
alcohdlico, ya que a altas temperaturas las levaduras agotan el proceso mas ra-
pido.

Estudios realizados en la Universidad de la Habana!®!' con diferentes cepas de
Saccharomyces cervisiae han demostrado que cuando ocurre un sobrecalenta-
miento durante la fermentacion para la produccién de alcohol, la eficiencia es me-
nor debido a la baja actividad enzimatica y al estrés que sufre el microorganismo
por afeccion de sus estructuras celulares, en la mayoria de casos también la
muerte.

3.3.4 Concentracion de azucar

La concentracion de sustrato fermentable (azUcares) al exterior de la célula de la
levadura, constituyen un punto critico en la actividad de estos microorganismos y
por ende en el rendimiento.

En el caso de produccién de alcohol a partir de sustratos azucarados deben ser
estandarizadas dichas concentraciones para lograr la optimizacion del proceso.

Una cepa de Saccharomyces cerevisiae aislada de un sustrato azucarado mues-
tra que la concentracion de etanol incrementa cuando se eleva la concentracion
del sustrato ya que este influye en la actividad del microorganismo, pero dicho
aumento repercute en el tiempo que toma la fermentacién afectando la productivi-
dad debido a que el crecimiento y la actividad metabdlica de muchos microorga-

nismos se ve afectada por fuertes concentraciones de sustrato el
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3.3.5 Tolerancia a altas concentraciones de alcohol

El alcohol producido a partir del metabolismo de Saccharomyces cerevisiae puede
ser inhibitorio y toxico en algunas ocasiones para la misma levadura pues afecta la
funcion y estabilidad de enzimas citoplasmaticas y la funcién de los transportado-
res afectando el reconocimiento del sustrato.

La tolerancia al etanol es dependiente de la habilidad de la célula para exportar el
etanol del interior al medio externo, un proceso que depende de la composicion de
la membrana y de su fluidez. No obstante otros factores como temperatura afectan

dicha resistencia 2}

3.3.6 Requerimientos de Oxigeno

El oxigeno como elemento es requerido por la levadura para la sintesis de estero-
les y acidos grasos insaturados, componentes esenciales de sus membranas celu-
lares, que le permiten en algunos casos soportar factores de estrés como tempe-

ratura, concentraciones de alcohol, sales, acidos y azlcares bsl,

3.3.7 Requerimientos nutricionales

Saccharomyces cerevisiae requiere ciertos nutrientes y condiciones ambientales
para su apropiado crecimiento y reproduccion. Algunos alimentos son basicamen-
te necesarios como por ejemplo carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrégeno y fosforo.

Estos compuestos juegan un papel importante en la fisiologia de los microorga-
nismos, los cuales mejoran las condiciones de las levaduras en fermentacion y
disminuyen los riesgos de contaminacion del proceso y desviaciones metabdlicas.
Entre estos micronutrientes se encuentran el magnesio, manganeso, cobre, pota-
sio, acido pantoténico, biotina y tiamina necesarios en el metabolismo, crecimiento
celular, actividad fermentativa y disminucion en la sobreproduccion de acidos gra-

sos de cadena corta téxicos .
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3.4 Factores que generan acidos volatiles en el proceso fermentativo

Un sin numero de factores pueden afectar el proceso fermentativo y disminuir el
rendimiento de alcohol y la productividad industrial. Estos factores deben ser con-
trolados para minimizar las pérdidas de sustrato y maximizar las ganancias en
términos de cantidad y calidad de producto.

De esta manera, el concepto de acidez volatil constituye uno de los factores a con-
trolar durante la fermentacion alcoholica pues incide en la calidad del alcohol y su
excesiva concentracion en una fermentacion alcohdlica inhibe el desarrollo del
microorganismo fermentador. La concentracion de acidos volatiles producidos esta
alrededor de 0.25-0.50g/L dependiendo de las condiciones de fermentacion y en

algunos casos incluso puede llegar a 1.5g/L Ll

Se ha encontrado que la acidez volatil puede ser producida a partir de la Saccha-
romyces Cerevisiae bajo ciertas condiciones de fermentacién y los autores dedu-
cen que esta acidez es generada al inicio del crecimiento celular y es dependiente

de la expresién de ciertos genes de la cepa de levadura®!,

La acidez volatil puede cuantificarse mediante cromatografia de gases (GC) o
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) cuantificando los miligramos de

cada acido volatil presente en la muestra analizada "l

3.4.1 Materia prima de fermentacién

Una de las materias primas mas usadas a nivel Industrial para la produccion de
etanol y el principal subproducto de la industria azucarera son las melazas de ca-
Aa, liquidos densos y viscosos de color oscuro producto final de la fabricacion o
refinacion de la sacarosa presente en la cafia de azucar, definidas como los resi-
duos de la cristalizacién final del azlcar, de los cuales no se puede obtener mas

azlcar por métodos fisicos"®!.
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3.4.2 Contaminacion de las melazas

Debido al tratamiento que se realiza a las melazas en el proceso de cristalizacion
y por la naturaleza misma de la cafna, este sustrato puede contener varias formas
de contaminacién bacteriana desde el cultivo de cana, lo que en términos de pro-
duccion de &cidos organicos implica la disminucién en la actividad y crecimiento
de la Saccharomyces cerevisiae, por lo tanto una disminucién en el rendimiento
de alcohol y la posterior generacidn de caracteristicas indeseables en el producto

final .

3.4.3 Contaminacion bacteriana

Los diversos factores que afectan el rendimiento y la productividad de la levadura
en el proceso de fermentacion estan subdivididos en Intrinsecos y extrinsecos.

Los intrinsecos son referidos a factores inherentes a la levadura y los extrinsecos
son aquellos que estan relacionados con el medio en el que la fermentacién es

llevada a cabo!l.

Los factores intrinsecos se representan por las propiedades de las levaduras co-
mo:

» Capacidad de convertir mayor cantidad de azucares en etanol

» Capacidad de utilizar mayor diversidad de carbohidratos para la produc-
cion de alcohol

Mayor actividad de crecimiento en la fermentacién

Mayor resistencia a concentraciones elevadas de alcohol y de substrato
Resistencia a condiciones adversas del medio como pHs extremos y

presencia de acidos y otros compuestos inhibidores bl

Y V VYV

Los factores extrinsecos afectan la levadura y actuan dificultando la supervivencia
o reduciendo la velocidad global del metabolismo, ellos son:

» Control de pH en composicion de acidos
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Control de la concentracidn de substrato (azucar) y producto final (etanol)
Ajuste de minerales y micronutrientes

Control y distribucién de la temperatura

Control de aireacion y agitacion

Control de los microorganismos contaminantes o competidores .

YV V.V VY

Un &cido no afecta de forma importante la supervivencia de la levadura, pero si
reduce altamente su eficiencia y productividad en el proceso.

El efecto contaminante de los acidos organicos volatiles sobre la levadura puede
causar:

1. Una reduccién de la productividad y rendimiento fermentativo
2. Reduccion de la vitalidad de las células de levadura debido a la intoxicacién
por metabolitos del contaminante

3. Floculacién de las levaduras a causa de las células bacterianas 2.

3.5 Acidos Organicos Volatiles (AOV)

Los AOV pueden llegar a inhibir el crecimiento de las levaduras, por ejemplo
cuando se alcanzan concentraciones de 0.8% y 0.05% de acido lactico y acético
respectivamente, se afecta de forma letal el desarrollo celular. Dichos niveles se
producen cuando las bacterias fermentadoras han sido aisladas en plantas pro-

ductoras y tienen origen en sustratos azucarados 21,

Estos acidos organicos volatiles se generan directamente por accién de las bacte-
rias presentes en el proceso de fermentacién y alteraciones microbianas que dis-
minuyen el crecimiento y la viabilidad celular de la Saccharomyces Cerevisiae, al
generarse una competencia entre la levadura y las bacterias.

Los AQV formados durante la fermentacion o como consecuencia de alteraciones

microbianas son, principalmente: acido Acético, acido Propidnico, acido Butirico y
Valérico. En la tabla 2 se registran los nombres IUPAC y comun de los AOV.
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Tabla 2. Nombre IUPAC y comun de los AOV presentes en la fermentacién al-
cohdlica

Nombre IUPAC Nombre Comtin
Acido etandico Acido Acético
Acido pentanéico Acido valérico
Acido 1-propanocarboxilico Acido Butirico
Acido propanoico Acido Propidnico
2-hidroxi-propanoico Acido lactico
(E)-butenodioico Acido fumarico

> Acido acético CH;CO.H

Se genera por la oxidacién del alcohol etilico a acido acético conocida como fer-
mentacién acética. Las principales caracteristicas de la fermentacion acética es un
fuerte incremento en la acidez y aparicion del tipico olor a vinagre

El acido acético junto con los acidos propibnico, butirico y sulfurico componen la
acidez volatil de los alcoholes que se producen por la accién de las Acetobacter,
un género de bacterias aerdbicas que mediante fermentacion bacterial transfor-
man el etanol en acetaldehido por la accién de la enzima alcohol deshidrogenasa
que es un grupo de siete enzimas que estan frecuentemente presentes en muchos
organismos y facilitan la interconversion entre alcoholes y aldehidos o cetonas con
la reduccién de NAD" a NADH. Luego mediante un proceso oxidativo el acetal-

dehido es convertido en acido acético (Reaccion 3)[1*

La reaccion catalizada es:
Alcohol + NAD* &Aldehido o Cetona + NADH REACCION 3
La temperatura ideal del proceso de fermentacion acética esta entre 28°C y 30°C.

> Acido Propiénico CH3;CH,COOH

Se produce en la fermentacion de los azucares por propionibacterias!”.
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> Acido Butirico CH3(CH2).CO.H

Producido por las bacterias esporégenas anaerobias estrictas del genero Clostri-
dium a partir de azucares y otros sustratos como el acido lactico y la glicerina tam-
bién generados en el proceso de fermentacién. La bacteria C. pasterianum puede
producir a partir de sacarosa o glucosa, acido butirico entre otros compuestos .

En la fermentacion acido butirica se producen acidos organicos tales como el bu-
tirico, acético y férmico bajo condiciones anaerdbicas. Las principales caracteristi-
cas de la fermentacién butirica son el fuerte incremento en la acidez e incremento

del olor desagradable o ranciol”.
> Acido Valérico CH; (CH,)3sCOOH
El acido valérico se produce a partir del piruvato a través de la enzima lactato des-

hidrogenasa (LDH) en procesos de fermentacion. Este acido puede ser producido
en mayor o menor proporcidon por bacterias homofermentativas que utilizan las

hexosas siguiendo la via de Embden Meyerhof I,
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar y estandarizar una técnica para la determinacion y cuantificaciéon de
acidos organicos volatiles en el proceso de fermentacién alcohdlica, utilizando
cromatografia de gases con deteccion de ionizacion de llama (GC-FID).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar y cuantificar los acidos organicos volatiles que se generan en el
proceso inicial de fermentacién alcohdlica en la destileria del Ingenio Ma-
yaglez S.A.

» Encontrar las mejores condiciones cromatograficas para lograr la separa-
cion de los acidos volatiles presentes.

» Estandarizar la técnica de limpieza y extraccién de acidos volatiles en las
mieles, mostos y vino.

» Evaluar la concentracién de acidos volatiles en la materia prima, proceso y
productos mediante cromatografia de gases.
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5. METODOLOGIA

5.1 UBICACION

La presente investigacion se desarrollo en la destileria del Ingenio Mayaglez S.A,
ubicado en el municipio de Candelaria en el departamento del Valle del Cauca (fi-
gura 3).

Figura 3. Destileria Ingenio Mayagiez S.A

5.2 MATERIALES Y EQUIPOS

» Cromatdgrafo de Gases SHIMADZU, Modelo 2010 Con Auto Muestreador

» Columna SH 20 (WAX) de 50M x 0.32ID, 1.0 um de espesor de pelicula
(POLAR)

» Equipo de Destilacion, Fabricante: Trade Raypa, Modelo: ALCOTEST

» Balanza Analitica, Fabricante: OHAUS, Modelo: Adventurer
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5.3 TECNICA INSTRUMENTAL

La cromatografia de gases (GC) es una técnica altamente usada en la separacion
de compuestos organicos e inorganicos térmicamente estables y volatiles en la
que la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatogra-
fica. La elucion se produce por el flujo de una fase mévil de gas inerte. A diferencia
de los otros tipos de cromatografia, la fase mévil no interacciona con las moléculas
del analito; su unica funcién es la de transportar el analito a través de la columna
en donde los compuestos son separados y llevados a un detector que determina
cuanto analito ha salido de la columna, para finalmente ser registrados como picos
cromatograficos.

La CG es una metodologia efectiva y su performance permite una amplia gama de
posibilidades para la quimica analitica en compuestos organicos.

La sensibilidad de la técnica GC puede incluso detectar microgramos del analito si
esta bien implementada. La cuantificacién se basa en calculos del area bajo la
curva que es proporcional a la concentracién del analito.

El detector FID es uno de los detectores mas usados y versatiles en cromatografia
de gases. Basicamente es un quemador de hidrégeno/oxigeno, donde se mezcla
el efluente de la columna (gas portador y analito) con hidrégeno. Inmediatamente,
este gas mezclado se enciende mediante una chispa eléctrica, produciéndose una
llama de alta temperatura. La mayoria de compuestos organicos al someterse a
altas temperaturas pirolizan y se producen iones y electrones, que son conducto-
res eléctricos. Este hecho se aprovecha estableciendo una diferencia de potencial
de unos centenares de voltios entre la parte inferior del quemador y un electro-
do colector situado por encima de la llama. La corriente generada es baja (del or-
den de los 1072 A), por lo tanto debe ser amplificada mediante un amplificador de
alta impedancia.

El proceso de ionizacién que se da en la llama es complejo, pero se puede apro-
ximar el numero de iones producidos al nimero de atomos de carbono transfor-
mados en la llama. Esto produce que sea un detector sensible a la masa mas que
a la concentracion, por lo tanto no le afectan demasiado los cambios en el flujo de
salida.
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5.4 CREACION DEL METODO ANALITICO

La evaluacion de los AOV en materia primas y mostos se realizé con un cromaté-
grafo de gases SHIMADZU (figura 4), Modelo 2010 Con Auto Muestreador (figura
5), equipado con detector de ionizacién de llama (FID) y una columna capilar SH
20 (WAX) de 50m x 0.32ID, 1.0 um de espesor de pelicula (POLAR); el gas aca-
rreador fue helio, a un flujo de 1.91 mLmin-1 determinado mediante Curva de Van
Deemter. Se aplicé un programa de temperatura de 70°C (por 5min) con una rata
de 30 hasta 220 °C (por 7min); la temperatura del detector fue de 280 °C y la del
inyector de 240 °C.

Para la identificacion y cuantificacion de los AOV se utilizaron estandares de Sig-
ma-Aldrich, Fluka Acido Butirico 99.5%, Acido Valérico 99.8%, Merck Acido acéti-
co 99.8% y Panreac Acido propiénico 99.85%. Las curvas de calibracién se hicie-
ron con el método de estandar externo en el que se representan los valores de las
areas frente a la concentracién del analito para cada uno de los compuestos de
interés con un rango de concentracién de los compuestos de mgL™. Todos los
analisis se hicieron por triplicado.

Se realizan varios ensayos en el equipo para establecer las condiciones de pre-

sién, temperaturas, flujo, velocidad lineal, flujo del make up (Helio: gas de arras-
tre), flujo de H, y flujo de Aire

Figura 4. Cromatografo de gases Figura 5. Automuestreador
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5.5 CURVA DE VAN DEEMTER

La curva de Van Deemter se empled para determinar el flujo 6ptimo de la columna
cromatografica antes de implementar los métodos de cuantificaciéon y se construye
mediante la variacion de los paramétros registrada en la ecuacion de Van Deemter
H= A+ B/u + Cu donde:

A: Término multicaminos

B/u: Término de difusion longitudinal
Cu: Término de transferencia de masas
u: velocidad lineal

Esta ecuacion relaciona no solamente la eficiencia de la columna con la velocidad
lineal, sino también con otros parametros tales como relaciones de capacidad,
diametro de particula, coeficientes de difusién del soluto en la fase estacionaria y
movil, etc. Su estudio proporciona informacion importante acerca del sentido en el
que deben orientarse los cambios en diversos factores cromatograficos para me-

jorar la eficiencia en la cromatografia®  En el anexo 1 se registran los datos de los
parametros de la curva.

5.6 METODOS DE CUANTIFICACION

5.6.1 Método de adicion de estandar: Consiste en preparar los patrones con la
muestra a analizar y anadir una cantidad conocida de la especie quimica a deter-
minar. Es aconsejable para muestras complejas o matrices dificilmente reproduci-
bles en los patrones.

5.6.2 Método del Patron interno: Consiste en adicionar una cantidad conocida de
un compuesto no presente en la matriz de la muestra, tanto a los estandares co-
mo a la muestra problema. Es aconsejable para minimizar fluctuaciones instru-
mentales y establecer referencias con fines cualitativos y cuantitativos.

5.6.3 El método de Curva de Calibracion: Se basa en la existencia de una rela-
cién en principio lineal entre un caracter medible (area) y la variable a determinar
(concentracion). En este método se efectuan diluciones de las muestras de con-
centracién conocida y se analizan en el equipo, estableciendo una funcién mate-
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matica que relaciona ambas variables, después se lee el mismo caracter en la
muestra problema. Asi la respuesta de la muestra puede cuantificarse y emplean-
do la curva de calibracion, se puede interpolar el dato de la muestra problema has-

ta encontrar la concentracion del analito "®!.

5.6.4 METODOS CROMATOGRAFICOS

Inicialmente se implementd un método cromatografico global para la cuantificacion
de AQV en todas las muestras de proceso y de materia prima, pero se encontra-
ron valores muy diversos con lo cual las estadisticas calculadas perdieron repre-
sentatividad y afectaban la comparabilidad y confiabilidad de los métodos y por
ende las conclusiones que pudieran inferirse experimentalmente.

Después de realizar varios ensayos se logrd establecer que cada uno de los aci-
dos Organicos volatiles se encuentra en concentraciones diferentes en cada una
de las muestras a analizar, debido a esto se trazaron curvas de calibraciéon con
rangos de concentracién adecuados para cuantificar cada acido segun la muestra.
Para lograrlo se establecieron tres métodos distintos en el equipo. Cada método
de cuantificacion es desarrollado dependiendo de las etapas del proceso fermen-
tativo y las diferencias en concentracién de AOV.

> Método para altas concentraciones de AOV: Este método es utilizado
para cuantificar los acidos organicos volatiles acético, propiénico y butirico
especificamente en muestras que contienen altas concentraciones de aci-
dos, como lo son las materias primas de entrada a fermentacion, miel b y
mezcla, asi como de mostos de los fermentadores, vinaza y el tanque de
vino. Es de anotar que el &cido valérico no es incluido en este método por-
que se encuentra en muy bajas concentraciones en este tipo de muestras.

> Método para bajas concentraciones de AOV: Este método cuantitativo
es usado en muestras que generalmente contienen bajas concentraciones
de los acidos organicos acético, propionico, butirico y valérico como lo son
las muestras del tanque de activacién de levadura y el mosto del tanque de
fermentacién 311.
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> Método de curva de calibracién para la cuantificacion y seguimiento
individual de AOV en todas las muestras de fermentacion: Este es un
método selectivo implementado para cuantificar de forma individual cada
acido.

5.6.5 Curvas de Calibracion

Figura 6. Curvas Altas concentraciones de AOV
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Figura 7. Curvas Bajas concentraciones de AOV
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Figura 8. Curvas Método Individual de AOV
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5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los paramétros determinados en la validacion de los métodos cromatograficos de
analisis fueron linealidad, precision, repetibilidad y exactitud.

5.7.1 Linealidad del Método Cromatografico

La linealidad es la capacidad de un método analitico de generar resultados lineal-
mente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro de un
intervalo determinado de concentraciones. En las tablas 3, 4 y 5 se presentan los
parametros estadisticos de pendiente, intercepto y coeficiente de correlacién para
el método de altas y bajas concentraciones al igual que el método de cuantifica-
cion individual de AOV. Los valores de R nos indican que las curvas de calibracién
tienen valores de linealidad permitidos, cumpliendo con los criterios de aceptacion
para los métodos cromatograficos.

Tabla 3. Linealidad del método de altas concentraciones de AOV

Parametro  Acido Acético Acido Propidnico  Acido Butirico

Estadistico
A 2.73E-2 1.42E-2 1.1918E-2
B 40.93 46.54 46.46
R 0.9990 0.9991 0.9991

A: Pendiente B: intercepto, R: Coeficiente de correlaciéon
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Tabla 4. Linealidad del método de bajas concentraciones de AOV

Parametro Acido Acido Acido Acido
Estadistico Acético Propidnico Butirico Valérico
A 2.788542E-2 1.48829E-2 1.26612E-2 1.16109E-2
B 29.76 24.63 30.58 20.61
R 0.9982 0.9982 0.9975 0.9986

A: Pendiente B: intercepto, R: Coeficiente de correlacién

Tabla 5. Linealidad del método individual de &cidos organicos

Parametro Acido Acido Acido Acido
Estadistico Acético Propionico Butirico Valérico
A 2.901821E-2 1.95026E-2 1.825001E-2  3.436265E-2
B 36.44 36.21 64.13 15.55
R 0.9997 0.9989 0.9982 0.9992

A: Pendiente B: intercepto, R: Coeficiente de correlacién

5.7.2 Precision del Sistema Cromatografico

La precisidn es la concordancia en la repeticién de valores en ensayos analiticos
efectuados sobre una muestra homogénea, en este caso para el método de altas
concentraciones de AQOV se prepard un patron de 500ppm de acido acético, pro-
piénico y butirico en 50mL y se inyectd seis veces en el cromatdgrafo de gases
para determinar la precisién del método cromatografico. EI mismo procedimiento
se realiz6 para el método de bajas concentraciones para el que se prepard un pa-
tron de 300ppm de cada uno de los AQOV.

Para determinar la precisién del método individual se prepararon 4 patrones, cada
uno de 500ppm en 50mL para cada acido, se inyectaron por separado 6 veces en

el equipo y se obtuvieron los valores de precision dentro del criterio de aceptacion
(C.V £2%).

En la tabla 6 se observan los valores de desviacion estandar y porcentaje de des-
viacidén estandar relativa de la precision y repetibilidad de los AOV en los métodos
cromatograficos.
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Tabla 6. Datos precisidon y repetibilidad de las curvas de calibracién de los méto-
dos cromatograficos

ESTADISTICO
ACIDO METODO PRECISION REPETIBILIDAD
sSD %RSD SD %RSD
ACETICO 309.85 1.86 1.46 1.51
PROPIONICO ALTAS 4525 1.59 0.61 0.66
BUTIRICO CONCENTRACIONES 23271 0.67 0.82 0.86
ACETICO 94.72 0.99 0.94 0.88
PROPIONICO BAJAS 252.6 1.48 1.02 1.03
BUTIRICO CONCENTRACIONES 235.6 1.18 1.32 1.44
VALERICO 263.6 1.24 1.01 1.10
ACETICO 48717.4 1.29 0.77 0.84
PROPIONICO INDIVIDUAL 91.48 0.67 1.22 1.25
BUTIRICO 56.12 0.84 1.61 1.68
VALERICO 55.8 0.83 8.87 9.13

5.7.3 Repetibilidad del Sistema Cromatografico

La repetibilidad es la cercania entre los resultados de mediciones sucesivas de la
misma magnitud por medir, efectuadas en las mismas condiciones de medicién.

Para la determinacion de la repetibilidad en el método de altas concentraciones se
prepard un patron de 500ppm de cada uno de los acidos, en el método de bajas
concentraciones se prepar6 un patrén de 300ppm de todos los acidos y en el mé-
todo individual se prepararon 4 patrones, un patrén de 1000ppm para acido acéti-
co, 450ppm para acido propidnico, 300ppm para acido butirico y 220ppm para
acido valérico. Los valores de SD y %RSD para la repetibilidad se registran en la
tabla 6 que cumplen con los criterios de aceptacion respectivos.

5.7.4 Exactitud del sistema Cromatografico

La exactitud indica la capacidad del método analitico para dar resultados lo mas
préximos posibles al valor verdadero. Para determinar la exactitud de los métodos
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analiticos se uso el porcentaje de recuperacion de la concentracién teorica contra
la concentracion experimental usando los datos de la linealidad del método. Las
tablas 7, 8 y 9 registran los valores de SD y %RSD de la exactitud de los tres mé-
todos cromatograficos, los cuales se encuentran dentro de los criterios de acepta-
cién (% C.V menor o igual al 2%).

Tabla 7. Datos exactitud método altas concentraciones

ACETICO PROPIONICO BUTIRICO
SD %RSD SD %RSD SD %RSD
1.61 1.55 0.29 0.31 0.19 0.2
1.75 1.74 0.34 0.34 0.86 0.86
1.4 1.42 0.1 0.09 0.56 0.55
0.72 0.71 0.53 0.53 0.69 0.69
0.13 0.12 0.42 0.42 0.4 0.41
0.25 0.25 0.51 0.52 0.26 0.28

Tabla 8. Datos exactitud método bajas concentraciones

ACETICO PROPIONICO BUTIRICO VALERICO

SD %RSD SD %RSD SD %RSD SD %RSD
2.58 1.52 13.43 4.8 5.55 2.15 2.78 2.35

0.66 0.56 0.37 0.23 1.05 1.08 0.3 0.3
1.04 1 0.47 0.45 0.34 0.31 0.21 0.21
0.63 0.57 0.34 0.34 0.86 0.86 1.49 1.49
0.66 0.65 0.7 0.69 0.85 0.87 1.93 1.92
1.61 1.55 0.53 0.51 0.56 0.55 3.23 3.1

2.58 1.52 0.42 0.42 0.69 0.68 4.41 4.16

Tabla 9. Datos exactitud método individual

ACETICO PROPIONICO BUTIRICO VALERICO

SD %RSD SD %RSD SD %RSD SD %RSD
0.58 0.58 0.11 0.14 0.03 0.02 0.13 0.12
1.01 1.03 0.91 0.94 0.2 0.21 0.63 0.59
0.96 0.97 0.91 0.91 0.27 0.28 0.79 0.82
0.38 0.38 0.42 0.41 0.45 0.47 0.87 0.91
1.68 1.73 0.038 0.038 0.0063 0.0064 0.77 0.75
1.19 1.21 0.24 0.25 0.97 094 - -----
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5.8 Recepcidn y obtenciéon de muestras

El proceso de fabricacion de alcohol carburante se inicia con la recepcién y ade-
cuacion de las materias primas provenientes de fabrica (figura 6), las cuales se
obtienen del proceso de fabricacion de azucar.

Figura 9. Materias primas provenientes de la fabrica de azucar del Ingenio Maya-
glez S.A

Miel b proveniente;
de Fabrica

La materia prima utilizada es miel b, meladura, jugo claro, dependiendo de la dis-
ponibilidad de la misma y de las condiciones del proceso.

Una vez adecuada la materia prima se procede a fermentar. Se tienen tres cepas
alcohdlicas con las que se trabaja GR-X, GR Y XP. El proceso de fermentacién
esta compuesto de dos subprocesos consecutivos: desarrollo de cultivo en el labo-
ratorio y la propagacion celular del arranque de la planta.

La propagacién celular se realiza por etapas en cada uno de los tanques R-301,
R-302, R-303. (Figura 7)

Figura 10. Tanques de cultivo para propagacién celular

03/03/2010
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5.8.1 Fermentacion del mosto

La fermentacién se lleva a cabo en dos fermentadores operados en serie y en
forma continua incluyendo al reactor de activacion de levadura (figura 8), en el se
reproduce constantemente biomasa que es alimentada a los fermentadores para
mantener células frescas en el sistema y conservar la poblacion.

Figura 11. Tanque de activacién R-305, fermentador R-311y R-312

La mezcla preparada de miel y jugo claro alimenta los fermentadores y al tanque
de activacion junto con la vinaza enfriada (de la destilacion) y el agua del proceso.
Todos los fermentadores estan provistos de agitadores para mantener el vino en
condiciones uniformes y enfriadores que remueven el calor, manteniendo una
temperatura 6ptima en el fermentador. El mosto fermentado rebosa del fermenta-
dor R-311 al R-312.

5.8.2 Sedimentacion y activacion de la levadura

Esta etapa del proceso es opcional dependiendo de la cepa de levadura con la
que se esté trabajando. La levadura que sale con el mosto cuando se alcanza el
grado alcohdlico requerido se sedimenta usando su propiedad floculante y se
bombea al tanque de activacion de levadura (R-305). Esta operacién se lleva a
cabo en el sedimentador S-331.

La levadura sedimentada se activa con cantidades pequefias de alimento (miel y

mezcla) que son adicionadas, asi como nutrientes, antibiético, aditivo y aire. Esta
levadura activada se lleva a los primeros fermentadores para continuar con el ci-
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clo. El tanque de activacion de levadura es usado durante el arranque como pre
fermentacién, donde las células de levadura de la seccién de propagacién son
descargadas a los fermentadores.

5.8.3 MUESTREO

El analisis de acidos volatiles se realiz6 en la materia prima de entrada a fermen-
tacion (Figura 9), Mosto del tanque de activacion R-305 y tanques de fermenta-
cién R-311 y R-312 (Figura 10) incluyendo el tanque de vino 335. Se tomaron dos
muestras diarias a las 7am y 2pm y poder realizar el seguimiento de la acidez vo-
latil y las variaciones del proceso.

5.8.4 TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Las muestras de materia prima (figura 9) y de fermentacién (figura 10) necesitan
un pre-tratamiento, como se indica en las figuras 11 y 12 antes de ser analizadas,
incluyendo la destilacién para eliminar los azucares provenientes de las muestras
que pueden danar la columna. La destilacion se realiza en un equipo ALCOTEST.

Figura 12. Muestras de materia prima A) Miel B y B) Mezcla
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Figura 13. Mostos del tanque de Activacion R-305 y fermentadores R-311, R-312,
R-313 y tanque de vino TK-335

TK-335
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14. Diagrama de tratamiento de muestras de materia prima (Miel b y Mezcla)

[ Se pesan 50g de miel o mezcla]

U

[ Se diluyen en 250mL de ]
agua desionizada

Se toman 50mL y se adiciona
1mL de H2SO0s4 industrial al
96% y se destilan para
recoger 50mL de destilado

4

[ El destilado se inyecta en el ]
cromatografo de gases

Figura 15. Diagrama de tratamiento de mostos y vino

[ Se toman 50mL de mosto, vino]
0 vinaza

{

[ Se agrega 1mL de H2SO4 ]

g

Se destila en el ALCOTEST y
se recogen 50mL del
destilado
M

&

El destilado se inyecta en el
cromatégrafo de gases
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6. RESULTADOS

Al realizar el andlisis cromatografico se obtuvieron picos con una buena resolucion
a diferentes tiempos de retencion para cada acido.

El acido acético fue retenido a 11.114min, el acido propionico a 11.678min, el aci-
do butirico tuvo un tiempo de retencién de 12.281min y el acido valérico fue rete-
nido a 13.102min.

El &cido valérico fue el analito retenido por mas tiempo en la columna SH20WAX
polar.

6.1 CROMATOGRAMAS DE LOS METODOS DE CUANTIFICACION

> Meétodo de Altas concentraciones de AOV

Figura 16. Cromatograma de un patrén de 500ppm de acido Acético,
Propionico y Butirico

Intensity

12.281 / BUTIRICO

10000

—— 11.114/ ACETICO
11.678 / PROPIONICO

)

Quantitative Results - Channel |

1D# Name Ret. Time Area Height Conc. Units
1|ACETICO 11.114 16803 7152 489.525 | ppm
2| PROPIONICO 11.678 28878 12317 455.607 | ppm
3|BUTIRICO 12.281 34661 | 14411 480.064 | ppm
4| VALERICO 0.000 0 0 0.000 | ppm
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> Método de Bajas concentraciones de AOV

Figura 17. Cromatograma de un patrén de 300ppm de acido acético,
propionico, butirico y valérico

Intensity
{ SEESES
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i g 8|2 |Z
BHERE
5000- Te 3
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0 1 2 3 4 5 7 8 9 FOSES1] 12 13 14 15 16
min
Quantitative Results - Channel 1
ID# Name ! Ret.Time | Area Height Conc | Units
1IACETICO 11.118 9616 4014 297.912 ppm
2 |PROPIONICO 11.682 15944 6837 261.923 | ppm
3 |BUTIRICO 12.284 19599 8088 278.722 | ppm
4! VALERICO 13.102 21671 7976 272.235|ppm

> Meétodo Individual de Acido Acético

Figura18. Cromatograma de un patréon de 1500ppm de acido acético

Intensity

]
20000

10000-

i

11T/ seido sectico|

Quantitative Results - Channel |

min
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> Método Individual de Acido Propiénico

Figura 19. Cromatograma de un patrén de 300ppm de Acido Propionico

Intensity
i g
.5 |
| g
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0_ L widte SR o 0 P "h.}:__*‘_g‘ et
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 O OE N IER] 2 34 ] S 61 17
min
Quantitative Results - Channel 1
| _ID# Name Ret.Time Area Height Congc Units
_ 1IACIDO PROPIONICO 11.649 13721 5984 303.809 | ppm

> Meétodo Individual de Acido Butirico

Figura 20. Cromatograma de 300ppm de Acido Butirico

Intensity
g
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. 18
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min
Quantitative Results - Channel 1
e Name i | _Height | Conc. | Units
{ 1| ACIDO BUTIRICO [ 12.243 12144 ] 5366 | 285.758 [ppm
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> Meétodo Individual de Acido Valérico

Figura 21. Cromatograma de un patrén de 250ppm de Acido Valérico

Intensity

L
13,102/ ACIDO VALERICO

! Quantitative Results - Channel 1
1D#

| Name | Ret.Time | An I i __Units |
1 |ACIDO VALERI | 4 ppPm |

6.2 CROMATOGRAMAS DE LAS MUESTRAS DEL PROCESO
> Método de Bajas concentraciones

Figura 22. Cromatograma de una muestra de Miel B

Intensity
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10000~ E Z g l §
] il ‘,1: z
= s|8& |8
4 S0 (3 R 1

5000 i “ |

1 | ’

(P e BRES e SR p b AN S e DS SR IS e
AR AALAE SARA) LA LAALS LLALI RALL) LALLE LLLLI RLLAY LALEE LLELI ELLE) LELLELLLR] LEALE LR BLLLE LAER AL LA RALA LEALY AR RALE] AALELLEA RARM BAALY \EALLALER! LAALERLELS

Quantitative Results - Channel 1

1D# Name Ret.Time | Area Height Conc I Units
1| ACETICO 11116 9812 4022 303.357 . ppm
2|PROPIONICO 11.680 16926 7072 276.535 l ppm
3| BUTIRICO 12.283 20089 8209 284.924 ppm
4| VALERICO 13.100 21723 8099 272.830 ppm
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Figura 23. Cromatograma de una muestra de Mezcla

Intensity %
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min
Quantitative Results - Channel 1
ID# Name Ret.Time Area Height
1| ACETICO 11.124 9092 4019 278.419 ppm
2| PROPIONICO 11.718 2852 812 67.067 . ppm
3|BUTIRICO 12.298 1155 447 44,562 | ppm
4| VALERICO 13.127 1218 394 31.094|ppm
> Meétodo de Altas concentraciones
Figura 24. Cromatograma de una muestra del tanque de vino 335
Intensity 3
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Quantitative Results - Channel 1 o
Name b . __Height Conc nits
e 1IACETICO 11.126 4208 1814 155.054 {ppm
PROPIONICO 11.717 2735 698 $5.285 | ppm
% BUTIRICO 12.299 3617 1253 89.572 | ppm
4| VALERICO 0.000 0 0l 0.000! ppm
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> Meétodo Individual de Acido Acético

Figura 25. Cromatograma del fermentador R-312
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Quantitative Results - Channel 1
ID# Name Ret.Time Area Height Conc Units
1 |acido acetico 11.117 3524 1327, 138.540 | ppm
> Método Individual de Acido propiénico
Figura 26. Cromatograma de una muestra del fermentador R-312
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Quantitative Results - Channel 1
1D# Name Ret.Time Area Height Conc. Units
1IACIDO PROPIONICO 11.715 4452 1172 124.324 |ppm
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> Meétodo Individual de Acido Butirico

Figura 27. Cromatograma de una muestra del fermentador R-311
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Quantitative Results - Channel 1
ID# | Name Ret. Tir Area Height Conc Units
1/ ACIDO BUTIRICQO 12.392 2981 1033 118.534 | ppm

> Meétodo Individual de Acido Valérico

Figura 28. Cromatograma de una muestra de Miel B
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Quantitative Results - Channel 1

(RS %] Name | Ret.Time | Area | Height | Conc [ Units |
[ 1/ACIDO VALERICO | 13.101/ 5327| 1664 | 199.060 [ ppm
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6.3 Analisis Estadistico para Métodos de Cuantificacion

Para comparar los tres métodos de cuantificacién de acidos organicos volatiles se
usé la metodologia del analisis de varianza de una via. El procesamiento de los
datos se llevé a cabo con el paquete estadistico SPSS para Windows. Para eva-
luar las condiciones de variacion de acidez volatil producida por los AOV y compa-
rar la cuantificacion de los acidos organicos volatiles por método entre las jornadas
de manana y tarde, se llevaron a cabo pruebas t-Student para dos medias inde-
pendientes. En el Anexo 2 se registran los datos del valor_p (sig.) ANOVA defini-
do como la probabilidad de obtener un resultado, al menos tan extremo como el
que realmente se ha obtenido para los acidos acético, propiénico, butirico y valéri-
co respectivamente de AOV en los métodos cromatogréficos.

En las figuras 29 a 32 se registran los diagramas de lineas comparativas entre las
medianas de los diferentes métodos de cuantificaciéon, para cada uno de los aci-
dos. Para el acido acético se observa empiricamente que el método individual
difiere en cuantificacidon de AOV en el proceso fermentativo a los otros dos méto-
dos.

Figura 29. Diagrama comparativo de lineas y de cajas de la cuantificacion de aci-
do acético en los métodos cromatograficos bajas concentraciones, altas e indivi-
dual

Acido Acético
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METODO ALTAS CONCENT
Metodo de Cuantificacion de acidos BAJAS ALTAS INDIV IDUAL
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En la figura 30 para el acido propionico se observan similitudes entre los métodos
bajas concentraciones e individual en relacion con el método de altas concentra-
ciones, el cual presenta diferencias de cuantificacién de AOV.

Figura 30. Diagramas comparativos de lineas y de cajas de la cuantificacion de
acido propidnico en los métodos cromatograficos bajas concentraciones, altas e
individual
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En la figura 31 para el 4cido butirico se observan las diferencias de cuantificacién
de AQV entre el método de altas concentraciones con los otros métodos.

Figura 31. Diagramas comparativos de lineas y de cajas de la cuantificacion de
acido butirico en los métodos cromatograficos bajas concentraciones, altas e indi-
vidual
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En la figura 32 se observa la comparaciéon de los métodos cromatograficos para el
acido valérico notandose diferencias entre las medianas y una gran dispersion de
datos en el método de bajas concentraciones en comparaciéon con el método indi-
vidual, lo que nos lleva a pensar que hay variabilidad en la cuantificacién de acido
valérico en los métodos cromatograficos.

Figura 32. Diagramas comparativos de lineas y de cajas de la cuantificaciéon de
acido valérico en los métodos cromatograficos bajas concentraciones e individual
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6.4 Prueba de tukey de comparaciones multiples en métodos

> Acido acético

En la comparacion de métodos se aplicd la prueba de Tukey de comparaciones
multiples (Anexo 3), en esta prueba no se encontraron diferencias en la cuantifi-
cacion de acido acético entre los métodos de bajas y altas concentraciones
(p=0,690), pero si entre los métodos altas-individual con un p=0,002 y bajas-
individual (p<0,001)) detectdndose una diferencia estadisticamente significativa en
la cuantificacion de acido acético entre estos métodos.
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> Acido propiénico

En la prueba de Tukey de comparaciones multiples para el acido propiénico
(Anexo 4) no se encuentran diferencias de cuantificacion entre ninguno de los
métodos cromatograficos, ya que se obtienen (p>0,05) por lo tanto no es rechaza-
da la hipétesis de igualdad.

> Acido butirico

Al realizar la prueba de Tukey de comparaciones multiples (Anexo 5) no se encon-
traron diferencias en la cuantificacion de acido butirico entre el método de bajas
concentraciones e individual (p=0,826), pero si entre los métodos de concentra-
ciones altas-individual (p=0,032) y entre bajas y altas concentraciones (p=0,005).

> Acido valérico

Para el acido valérico no se realiza un analisis de comparaciones multiples debido
a que se encuentra en muy baja concentracién en todas las muestras y por lo tan-
to se excluye del método de altas concentraciones.

Dado el incumplimiento de los supuestos de normalidad y homogeneidad de va-
rianzas para la realizacion de la comparacion de métodos de cuantificacién se re-
gistran los datos (Anexo 6).

En la tabla 10 se resumen los valores obtenidos de la Prueba de Shapiro-Wilk
para métodos en los que se presenta el valor_p registrado para cada uno de en
los distintos métodos cromatograficos donde se observan diferencias absolutas
poco significativas en las diferencias de cuantificacion entre métodos y datos de
valor_p menores al 5% corroborando el incumplimiento de los supuestos de nor-
malidad en su gran mayoria para los métodos cromatograficos.
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Tabla 10. Normalidad de la Prueba de Shapiro-Wilk para los AOV en métodos

ACIDOS ORGANICOS METODOS DE PRUEBA DE

VOLATILES CUANTIFICACION SHAPIRO-WILK

Altas NO

ACETICO Bajas S|

Individual NO

Altas NO

PROPIONICO Bajas Sl

Individual Sl

Altas NO

BUTIRICO Bajas NO

Individual NO

VALERICO Bajas NO

Individual Sl

Se usé la prueba de Kruskall-Wallis para la comparacion de los métodos cromato-
gréficos, la cual es una prueba no paramétrica adecuada para detectar diferencias
en la localizacidon de las distribuciones entre los grupos o tratamientos, la cual no
asume que la distribucion subyacente es normal, pero asume que las formas de
las distribuciones son las mismas (asimétricas) en los diferentes grupos, y que la
Unica diferencia posible esta en las localizaciones.

Los resultados reportados en la tabla 11 revelan para acido acético como para
acido valérico que hay evidencia estadistica (p<0,05) para afirmar que hay dife-
rencias en las concentraciones medias de acido acético entre los métodos croma-
tograficos, mientras que para acido propiénico revelan (p>0,05), por lo tanto no
hay diferencias en las medias de las concentraciones para este acido, lo que nos
indica que la cuantificacion parece ser similar en los tres métodos cromatografi-
cos. lguales resultados se obtuvieron para acido butirico en los métodos cromato-
graficos.
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Tabla 11. Resumen prueba de kruskal-Wallis de AOV en Métodos

ACIDOS ORGANICOS Sig. ASINTOTICO

VOLATILES
ACETICO 0,014
PROPIONICO 0,179
BUTIRICO 0,020
VALERICO 0,030
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7. ANALISIS ESTADISTICO MUESTRAS POR JORNADAS

7.1 Analisis Estadistico para comparacion entre Jornadas

Para la evaluacion de las posibles diferencias entre jornadas se realizaron pruebas
t-student de comparacién de dos medias para muestras independientes. En gene-
ral, no se cumplieron los supuestos de normalidad e igualdad de varianzas para la
realizacion de estas pruebas (Anexo 7).

> Acido acético

La tabla 12 muestra los resultados de la prueba de kolmogorov-Smirnov para el
acido acético en el método de altas concentraciones con una diferencia absoluta
de 0,131 y (p>0,05) con lo cual podemos inferir que no se presentan diferencias
estadisticamente significativas entre jornadas. Este resultado estadistico podria
sugerir que no se veria afectado el proceso fermentativo.

La prueba de Kolmogorov-Smirnov para el acido acético en el método de bajas
concentraciones (tabla 12) revela (p>0,05) y una diferencia absoluta de 0,214ppm
lo que indica que no hay evidencia estadisticamente significativa para acético en-
tre las jornadas en el método de bajas concentraciones.

Para el acido acético (p>0,05) y la diferencia absoluta (0,286) en el método indivi-
dual (tabla 12) no revela diferencia estadisticamente significativa y la variabilidad
de las distribuciones en las concentraciones es similar para las jornadas de ma-
Aana y tarde.

» Acido propiénico

La prueba de Kolmogorov-Smirnov para el acido propidnico en la tabla 12 en el
método de altas concentraciones resulté (p>0,05) con lo que podemos inferir que
no se presentan diferencias estadisticamente significativas entre jornadas para el
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acido propionico. Se estim6 una pequefia diferencia absoluta entre jornadas de
0,214ppm, lo que corrobora la hipétesis de igualdad en mafnana y tarde.

En el método de bajas concentraciones para el acido propidnico en la tabla 12
(p>0,05) y diferencia absoluta de 0,214ppm lo que indica que no hay evidencia
estadisticamente significativa entre jornadas.

Para acido propiénico en el método individual (p>0,05) y diferencia absoluta
(0,286ppm) (tabla 12), no registra diferencia estadisticamente significativa y la
variabilidad de las distribuciones en las concentraciones, por lo tanto hay similitu-
des entre jornadas.

> Acido butirico

La prueba de Kolmogorov-Smirnov para acido butirico (tabla12) en los tres méto-
dos revela (p>0,05) con lo cual podemos inferir que no se presentan diferencias
estadisticamente significativas entre jornadas para este acido en bajas concentra-
ciones, altas e individual. Se estimaron pequenas diferencias absolutas de 0,167;
0,241y 0,500ppm, valores que no afectan significativamente la cuantificacion por
jornadas de acido butirico.

> Acido valérico

El acido valérico en bajas concentraciones y en individual segun la tabla 12 nos
muestra (p>0,05) en ambos métodos y diferencias absolutas de 0,214 y 0,250ppm
por lo tanto no se rechaza la hipétesis de igualdad para este acido en jornadas.
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Tabla 12. Resumen Prueba de Kolmogorov-Smirnov (Jornadas)

ACIDOS OR- METODO
GANICOS CROMATOGRAFICO DIFERENCIA ABSOLUTA  Sig. ASINTOTICO
Altas 0,131 1,000
ACETICO Bajas 0,214 0,905
Individual 0,286 0,938
0,214 0,928
Altas
PROPIONICO Bajas 0,214 0,905
Individual 0,262 0,980
0,167 0,994
Altas
BUTIRICO Bajas 0,214 0,905
Individual 0,500 0,635
Altas
VALERICO Bajas 0,214 0,905
Individual 0,250 1,000

La tabla 13 registra un resumen basico de valores estadisticos de AOV para los
métodos cromatograficos.

Tabla 13. Estadisticos descriptivos de los métodos cromatograficos de cuantifica-
cién de AQV

RANGO
AcCIDOS METODO MEDIA MEDIANA DESVIACION MINIMO MAXIMO PROMEDIO
TIPICA (ppm) (ppm) (ppm)
Altas 350,22 357,04 175,51 93,65 591,24 30,42
ACETICO Bajas 237,47 163,36 160,09 83,53 507,02 21,21
Individual 871,67 747,50 718,54 49,46 2002,02 36,67
Altas 350,22 357,04 175,51 93,65 591,24 36,64
PROPIONICO Bajas 24489 200,22 159,94 52,30 503,97 24,83
Individual 274,98 257,38 191,66 40,41 588,04 28,22
Altas 435,41 401,03 285,40 94,31 935,78 37,75
BUTIRICO Bajas 219,65 198,31 143,45 50,31 500,29 23,21
Individual 258,41 241,15 163,66 64,97 516,91 27,00
Bajas 217,64 200,53 164,27 23,02 545,01 21,71
VALERICO Individual 103,94 96,10 67,39 21,90 206,61 14,00
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8. CONCLUSIONES

La técnica de cromatografia de gases implementada y estandarizada es
adecuada para la determinacion de acidos organicos volatiles en todo el
proceso fermentativo en la destileria del Ingenio Mayagiez S.A ya que
cumple con los paramétros establecidos de linealidad, repetibilidad, exacti-
tud y reproducibilidad siendo un método confiable y preciso.

En el método desarrollado para evaluar altas concentraciones de AOV, el
acido que present6 una mayor concentracion fue el acido butirico con un
maximo de 935,78ppm. En el método de bajas concentraciones la mayor
concentracion fue para el acido valérico con un maximo de 545,01ppm y un
minimo de concentracion de 23,02ppm y en el método individual se hallé la
mayor concentracion de acido acético con 2002,02ppm y un minimo de
49,46ppm.

la mas baja concentracion detectada a 21.90ppm fue el &cido valérico por el
método individual seguido por el método de bajas concentraciones con
23,02ppm.

Segun el analisis estadistico realizado a los métodos por jornadas para ca-
da uno de los AOV, se encontré que no se presentan diferencias absolutas
significativas, con lo cual se puede asegurar que es un buen método para
conocer los niveles de AOV que permita implementar controles en el proce-
so fermentativo.

Las mayores diferencias encontradas de desviacién de los datos en su dis-
tribucion, en los métodos cromatograficos para AOV fueron para acido acé-
tico en el método individual y para el acido propiénico y butirico en el méto-
do de altas concentraciones, encontrandose valores mayores en las carac-
teristicas de concentracién.

De la Investigacidén se puede establecer que los tres métodos cromatografi-

cos implementados dependiendo el tipo de muestra son muy acertados en
la cuantificacion de los AOV debido a las diferencias de concentracion ha-
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lladas a través de todos los analisis realizados en las diferentes muestras
en las etapas del proceso fermentativo.
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9. RECOMENDACIONES

» Es posible establecer convenios interinstitucionales que permitan una mejor
y mayor interaccion entre la Universidad y el sector productivo, entre la
academia y la investigacion en la aplicacién de los métodos estadisticos pa-
ra la experimentacion y el mejoramiento de la calidad, que propendan por el
bienestar de la comunidad y el pais.
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Datos Curva de Van Deemter

Anexo 1

FLUJOS 1.61 1.71 1.81 1.91 2.01
(mL/min)
MEDIA TM 3.213 3.08666667 2.954333 2.845333 2.754
DESVIACION 4.44089E-16 0.0004714 0.0017 0.000471 0
ESTANDAR
D.E.R. 1.38216E-14 0.01527228 0.057532 0.016568 0
INTERVALO 3.213 3.08783698 2.958553 2.846504 2.754
DE CONFIANZA
INTERVALO 3.213 3.08549635 2.950114 2.844163 2.754
DE CONFIANZA
ANCHO DE 13.863 13.599 13.618 13.427 13.412 13.192 13.254 13.005 13.072  12.859
BANDA
13.886 13.618 13.621 13.428 13.41 13.191 13.251 13.007 13.079 12.861
13.882 13.619 13.621 13.426 13.413 13.202 13.251 13.006 13.079 12.856
INTERVALO DE 0.270363042 0.19705408 0.226666 0.251363 0.228135
CONFIANZA
INTERVALO DE 0.259636958 0.18894592 0.206668 0.240637 0.207865
CONFIANZA
MEDIA 13.73433333 13.505 13.286 13.09833 12.94233
DESVIACION 0.000471405 0 0.001414 0.000471 0.001247
ESTANDAR
D.E.R 0.003432307 0 0.010644 0.003599 0.009637
INTERVALO DE 13.73550365 13.505 13.28951 13.0995 12.94543
CONFIANZA
INTERVALO 13.73316302 13.505 13.28249 13.09716 12.93924
DE CONFIANZA
PROMEDIO 112822.9667 111715.833 113588.6 114733.7 114638.9
AREA
DESVIACION 819.9963916 651.353823 1696.222 1220.327 476.9494
ESTANDAR
AREA
D.E.R 0.726799176 0.58304522 1.493302 1.063617 0.416045
INTERVALO. 114858.6948 113332.888 117799.7 117763.3 115823
DE CONFIANZA
INTERVALO DE 13.73316302 13.505 13.28249 13.09716 12.93924
CONFIANZA
NUMERO DE 42977.72294 78341.9797 60162.28 45360.92 56393.9
PLATOS
ALTURA PLA- 0.116339342 0.07658729 0.09973 0.132272 0.106394
TO
VELOCIDAD 1556.178027 1943.84449 2030.915 2108.716 2178.649
LINEAL
PRESION 0.90303 0.8882 0.94547 0.88821 0.98593 0.8882 1.02738 0.8882 1.06686  0.8882
ENTRADA Pe 1
PRESION 1.79124 1.83368 1.87414 1.91559 1.95507
EXACTA Pe
Presion de 1.15278 1.15278 1.15278 1.15278 1.15278
Salida Ps
Po= Pe/Ps 1.553843752 1.5906591 1.625757 1.661713 1.695961
FACTOR DE 0.77104554 0.75885536 0.747533 0.736228 0.725729
CORRECCION j
FLUJg FASE 0.576218031 0.73132447 0.775655 0.817736 0.857078
MOVIL
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H=A+B/Fc+C*Fc 3.311672228 3.09870659 3.064888 1 3.023833
Continuacion Anexo 1
Datos para graficar la curva de Van Deemter
Hexp FLUJO FASE MOVIL Hcorr FlujoExp
0.116339342 0.576218031 3.31167223 1.61
0.076587291 0.731324468 3.09870659 1.71
0.099730266 0.775655323 3.06488776 1.81
0.132272452 0.817736038 1 1.91
0.106394479 0.857077783 3.02383303 2.01

Curva de Van Deemter

3,5

3

2,5

e

2

1,5

1

=@=Seriesl

H (altura de plato teorico)

0,5

0

0,2

0,4 0,6

FC (Flujo de fase movil)

0,8 1

El flujo de fase mévil hallado en el que la eficiencia de la columna sera optimo con
la curva de Van Deemter es 0.817736038.
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Anexo 2

ANOVA en los tres métodos

Acido acético

Acido propiénico

Acido butirico

Acido valérico

Concentracion Suma de Gl Media cua- F Sig.
(Ppm) cuadrados dratica
Inter-grupos 4297172,854 2 2148586,427 11,823 ,000
Intra-grupos 9813281,839 54 181727,441
Total 14110454,693 56
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 111737,957 2 55868,978 1,818 172
Intra-grupos  1659789,817 54 30736,848
Total 1771527,774 56
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 496780,328 2 248390,164 5,957 ,005
Intra-grupos 2251648,528 54 41697,195
Total 2748428,855 56
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 113120,130 1 113120,130 6,376 ,016
Intra-grupos 603245,899 34 17742,526
Total 716366,029 35
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Anexo 3

Tratamiento estadistico para el acido acético. Prueba de Tukey de Comparaciones

multiples
Método de Método de Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al
Cuantificacion Cuantificacion de de medias tipico 95%
de acidos acidos (1-J)
(N (J)
Limite Limite superior
inferior
METODO BAJAS ALTAS -112,7409 136,92939 ,690 -442,7385 217,2567
CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES
ACIDOS
INDIVIDUAL -634,1964(") 136,92939 ,000 -964,1940 -304,1988
METODO ALTAS BAJAS 112,7409 136,92939 ,690 -217,2567 442,7385
CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES
ACIDOS
INDIVIDUAL -521,4556(*) 142,09834 ,002 -863,9103 -179,0008
METODO INDIVIDUAL BAJAS 634,1964(") 136,92939 ,000 304,1988 964,1940
ACIDOS CONCENTRACIONES
ALTAS 521,4556(*) 142,09834 ,002 179,0008 863,9103
CONCENTRACIONES
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Anexo 4

Tratamiento estadistico para el acido propiénico. Prueba de Tukey de compara-

ciones multiples

Método de Cuantifi- Método de Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza al
cacion de acidos Cuantificacion de medias tipico 95%
()] de acidos (I-J)
(J)
Limite Limite superior
inferior
METODO BAJAS ALTAS -105,3209 56,31396 157 -241,0366 30,3949
CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES
ACIDOS
INDIVIDUAL -30,0853 56,31396 855 -165,8011 105,6304
METODO ALTAS BAJAS 105,3209 56,31396 157 -30,3949 241,0366
CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES
ACIDOS
INDIVIDUAL 75,2356 58,43976 ,408 -65,6033 216,0744
METODO INDIVIDUAL BAJAS 30,0853 56,31396 ,855 -105,6304 165,8011
ACIDOS CONCENTRACIONES
ALTAS -75,2356 58,43976 ,408 -216,0744 65,6033

CONCENTRACIONES
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Anexo 5

Tratamiento estadistico para el &cido butirico. Prueba de Tukey de comparaciones

multiples
Método de Método de Diferencia Error Sig. Intervalo de
Cuantificacion de Cuantificacion de de medias tipico confianza al 95%
acidos acidos (I-J)
U] ()
Limite Limite
inferior superior
METODO BAJAS CON- ALTAS -215,7625(*) 65,59033 ,005 -373,8342 -57,6909
CENTRACIONES CONCENTRACIONES
INDIVIDUAL -38,7542 65,59033 826 -196,8258 119,3174
METODO ALTAS CON- BAJAS 215,7625(%) 65,59033 ,005 57,6909 373,8342
CENTRACIONES CONCENTRACIONES
INDIVIDUAL 177,0083(*) 68,06630 ,032 12,9696 341,0470
METODO INDIVIDUAL BAJAS 38,7542 65,59033 826 -119,3174 196,8258
CONCENTRACIONES
ALTAS
CONCENTRACIONES -177,0083(*) 68,06630 ,032 -341,0470 -12,9696
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Anexo 6

Homogeneidad de Varianzas y Normalidad Métodos

ACIDOS OR- HOMOGENEIDAD DE METODO NORMALIDAD
GANICOS VARIANZAS CROMATOGRAFICO (shapiro wilk)
) Altas 0,001
ACETICO 0,000 Bajas 0,105
Individual 0,024
) Altas 0,025
PROPIONICO 0,728 Bajas 0,105
Individual 0,065
) Altas 0,021
BUTIRICO 0,003 Bajas 0,039
Individual 0,040
) Bajas 0,035
VALERICO 0,012 Individual 0,078
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Normalidad y Homogeneidad de Varianzas Jornadas

Anexo 7

ACIDOS METODO HOMOGENEIDAD DE NORMALIDAD DIFERENCIA
ORGANICOS CROMATOGRAFICO VARIANZAS(Levene) (shapiro wilk) DE MEDIAS
) Bajas-altas Si Altas:si No
ACETICO Bajas-individual No Bajas:no Si

Altas-individual No Individual:si Si

) Bajas-altas Si Altas:no No
PROPIONICO Bajas-individual Si Bajas:no No
Altas-individual Si Individual:no No

’ Bajas-altas No Altas:no Si
BUTIRICO Bajas-individual Si Bajas:no No
Altas-individual No Individual:si Si
i Bajas-altas - Bajassnro -
VALERICO Bajas-individual - Individualno -

Altas-individual
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