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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto de la temperatura y pH sobre el proceso
industrial para la obtencion de bioetanol por hidrolisis enzimética a partir de Colocasia esculenta
(papa china). La caracterizacion bromatoldgica se realiz6 siguiendo los métodos descritos por
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990), donde se obtuvo un porcentaje de
humedad de 81 %, proteina de 5.84 %, almidén 12.44 %, grasa 1.3 %, fibra 2.1 % y ceniza 3.2 %.,
para evaluar las variables en estudio en los procesos de sacarificacion y destilacion se evaluaron tres
temperaturas: 40, 60, y 80 °C y tres pH: 4, 6 y 8. En el proceso de sacarificacion se obtuvo que con
los tratamiento T2H2 (60 °C, pH 6), y T1H2 (40 °C y pH 6), presentaron la mayor cantidad de grados
brix con valores de 16.033 y 16.00 % respectivamente, el cual permitié deducir que a estas
temperaturas se obtienen mayor conversion.. En la etapa de destilacién los tratamientos T1H1 (40 °C,
pH 4),y T1H2 (60 °C, pH 4) presentaron el mayor volumen de destilado (53 y 47 ml) respectivamente.
Los valores de grados brix del destilado es menor en el tratamiento T1H2 infiriendo que el proceso
de sacarificacion fue eficaz ya que se redujo los grados brix de 16 a 0.999 porciento, concluyendo
gue para obtener un mayor volumen de bioetanol es recomendable utilizar temperaturas entre 40 y 60
%C y pH A4cidos entre 4 y 6. De las variables analizadas, es recomendable, que para la etapa de
sacarificacion con glucoamilasa en la obtencién de bioetanol a partir de C. esculenta por hidrdlisis

enzimatica utilizar temperaturas de 55°C, y pH acido de 5 unidades.
Palabras claves: <INGENIERIA Y TECNOLOGIA QUIMICA>, <HIDROLISIS

ENZIMATICA>, <SACARIFICACION>,  <DESTILACION>, <GRADOS BRIX>,
<FERMENTACION>, <PAPA CHINA (Colocasia esculenta)> <BIOETANOL>.
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ABSTRACT

The objective of the present investigation was to evaluate the effect of temperature and pH on the
industrial process for obtaining bioethanol by enzymatic hydrolysis from Colocasia esculenta
(Chinese potato). The bromatological characterization was carried out following the methods
described by the Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990), where a humidity
percentage of 81%, protein of 5.84%, starch 12.44%, fat 1.3%, fiber 2.1% and ash were obtained.
3.2%., To evaluate the variables under study in the saccharification and distillation processes, three
temperatures were evaluated: 40, 60, and 80 ° C and three pH: 4, 6 and 8. In the saccharification
process it was obtained that with the treatment T2H2 (60 0C, pH 6), and T1H2 (40 OC and pH 6),
they presented the highest amount of brix degrees with values of 16.033 and 16.00% respectively,
which allowed to deduce that at these temperatures higher conversion is obtained. In the distillation
stage the treatments T1H1 (40 OC, pH 4), and T1H2 (60 OC, pH 4) presented the highest volume of
distillate (53 and 47 ml) respectively. The brix degree values of the distillate are lower in the T1H2
treatment, inferring that the saccharification process was effective since the brix degrees were reduced
from 16 to 0.999 percent, concluding that to obtain a greater volume of bioethanol it is advisable to
use temperatures between 40 and 60 OC and acidic pH between 4 and 6. Of the variables analyzed, it
is recommended that for the saccharification stage with glucoamylase in obtaining bioethanol from

C. esculenta by enzymatic hydrolysis, use temperatures of 550C, and an acid pH of 5 units.

Key words: <CHEMICAL ENGINEERING AND TECHNOLOGY>, <ENZYMATIC
HYDROLYSIS>, < SACCHARIFICATION>, <DISTILLATION>, <BRIX GRADES>,
<FERMENTATION>, <CHINESE POTATO (Colocasia esculenta)> <BIOETHANOL>.
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION

En Per(, Calder6n y colaboradores califican la produccién de alcohol etilico a partir de papa china
amazoOnica como “muy prometedora” en comparacion con la basada en cafia de azlcar o de maiz, esto

por su alto contenido de hidratos de carbono facilmente fermentables (Calderén, V., 2003).

En el estudio sobre obtencién de alcohol etilico a partir del almidon de banano (Cavendish gigante)
en la provincia de el Oro, se determind la actividad enzimatica de tres tipos de enzimas, encontrando
que el banano es una fuente significativa de almidones que pueden ser hidrolizados a azucares
fermentables para la produccion de bioetanol, Ademas determinaron que la mejor enzima para la
hidrolisis fue el de glucosamilasa, con la que se obtuvo 7,11 °GL de bioetanol; resaltando como

parametros de mayor influencia en el rendimiento al pH y la temperatura del proceso (Espinoza Alvarado,
2015).

La investigacion sobre “Produccidn de etanol a partir de biorreactor de tanque agitado con control de
variables” se califica a la papa china como uno de los mas prometedores sustratos para la obtencion
de etanol en nuestro pais, por su alto contenido de hidratos de carbono facilmente fermentables, la

rusticidad de la planta y los altos rendimientos obtenidos (Téllez, 2009).

1.1 Planteamiento del Problema.

1.1.1 Situacién Problematica.

El aumento de la demanda energética, la acelerada disminucion de las reservas de hidrocarburos, la
preocupacion por altos niveles de contaminacién y el calentamiento global han conllevado a la

utilizacion de combustibles mezclados con alcohol carburante (Castafio, 2008).

Los impactos del uso de gasoil y gasolina se deben al proceso de extraccion, y contintan provocando
al momento del uso o consumo del producto siendo los que causan impactos mas severos y notorios

sobre la salud humana y el ambiente (Castafio, 2008).



Los combustibles como el bioetanol, obtenidos a partir de productos vegetales estdn tomando
importancia, principalmente por sus costos mas econdmicos y menor efecto contaminante (Gonzales,

2008).

La Colocasia esculenta (papa china) es un producto poco conocido por la sociedad en el ambito de
su beneficio como alimento o su extraccién de derivados que se podria obtener de este producto y

esto ha hecho que su comercializacion sea de poca demanda (Usucachi, 2011).

En el Ecuador el principal uso de Colocasia esculenta (papa china) es el consumo humano y
alimentacién animal. En la industria su uso es escaso debido a su perecibilidad del producto, por lo
que se busca procesarla y dar un valor agregado. Se ha propuesto, como una alternativa, la obtencion

de alcohol a partir de almidén de Colocasia esculenta (papa china) amazonica (Lozada, 2005).

En la provincia de Morona Santiago un alto porcentaje de la produccion de Colocasia esculenta (papa
china) se limita al consumo humano, lo cual ha hecho que su precio en el mercado no represente
mayor ganancia para el productor y, segin la Corporacion de Programa de Exportaciones e
Inversiones (CORPEI), la produccién de Colocasia esculenta (papa china) a nivel nacional es
alrededor del 80 % anual, entre pequefios y medianos productores (Armas Francisco, 2012)).

Debido a esta problematica se busca una estrategia de dar un valor agregado al producto a través de

sus derivados, como es la obtencién de bioetanol.

Dentro de los cultivos que pueden ser utilizados como fuentes de biocombustibles, la Colocasia
esculenta (papa china) amazonica es una opcion con caracteristicas idoneas para reemplazar materias
primas tradicionales como la cafia de azlcar y el maiz, y con rendimientos comparables, ya que, al
igual que estas materias primas se ha evidenciado que la Colocasia esculenta (papa china) contiene

alta cantidad de almidon para el proceso de obtencidn de bioetanol (Michelle, 2008).

1.1.2 Formulacién del Problema.

¢Latemperatura y el pH influyen en el proceso industrial para la obtencién de bioetanol por hidrolisis

enzimatica a partir de Colocasia esculenta (papa china)?



1.1.3. Sistematizacion del problema

La investigacion realizada al proceso de produccion de bioetanol mediante hidrdlisis enzimatica es

prominente, para lo cual se plante6 la siguiente pregunta:

¢Latemperatura y el pH influyen en el proceso industrial para la obtencién de bioetanol por hidrolisis

enzimatica a partir de Colocasia esculenta (papa china)?

1.2 Justificacion.

La produccion de biocombustibles es una alternativa a las problemaéticas producidas por el consumo
de combustibles fosiles, mismos que generan contaminantes que producen impactos severos en el

ambiente y en el ser humano (Salinas, 2009).

Con la produccidn de bioetanol se contribuira de forma préactica la reduccion del impacto ambiental
que ayudarian a combatir el cambio climatico al sustituir una parte del consumo de los combustibles
fosiles también se considera que el bioetanol sera una materia prima muy competitivo en cuanto a
precio y calidad comparado con los combustibles fosiles, ademas con el empleo de los

biocombustibles se puede reducir drasticamente las emisiones de CO; (Salinas, 2009)).

De forma teGrica se menciona que la investigacion del proyecto contribuird para futuras
investigaciones, ya que se tiene una base de estudio con el cual se podria mejorar la calidad de

bioetanol en cuanto a rendimiento y/o buscar otras alternativas de proceso de obtencion.

La produccion de Colocasia esculenta (papa china) en la Provincia de Morona Santiago por hectéarea
en promedio es de 800 quintales y su costo por quintal en el mercado es de 14,00 USD. Valor que
puede incrementarse al utilizarla para la produccion de bioetanol mediante hidrélisis enzimatica a
partir de Colocasia esculenta (papa china), para su potencial utilizacion en diferentes industrias que
incluyen farmacéutica y de combustibles. En este Gltimo caso, como un negocio favorable en paises

eminentemente agricolas, como Ecuador (Armas Francisco, 2012).

La investigacion también beneficiaria a los productores de Colocasia esculenta (papa china),
dinamizando asi la comercializacion del producto, dando un valor agregado y estimulo a la
3



produccidn de este tubérculo; llevando en Gltimo término a la promocién de fuentes de trabajo en las

localidades aledafias.

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

Determinar el valor mas adecuado de temperatura y pH sobre el proceso industrial para la obtencién

de bioetanol por hidrdlisis enzimética a partir de Colocasia esculenta (papa china).

1.3.2 Objetivos Especificos

Caracterizar la composicion Bromatoldgica (Carbohidratos) de la Colocasia esculenta (papa china)
amazonica

Determinar las condiciones éptimas de trabajo (temperatura y pH) para el proceso de hidrolisis
enzimatica (glucoamilasa) en la obtencion de bioetanol a partir de Colocasia esculenta (papa china)
amazonica.

Determinar la influencia que tiene la temperatura y pH sobre el rendimiento de bioetanol obtenido
por hidrdlisis enzimatica de Colocasia esculenta (papa china) amazénica

Definir, en base a célculo de ingenieria y las variables 6ptimas de temperatura y pH, el disefio
adecuado para la produccidn de bioetanol en un sistema de hidrélisis enzimatica a partir de Colocasia

esculenta (papa china) amazonica y permitan una maxima obtencién de bioetanol.

1.4 Hipdtesis

1.4.1. Hipdtesis general

¢El efecto de la temperatura 'y pH sobre el proceso industrial si influyen para la obtencion de bioetanol

por hidrélisis enzimatica de Colocasia esculenta (papa china)?

1.4.2. Hipdtesis especificas
¢La composicién bromatoldgica (carbohidratos) de Colocasia esculenta (papa china) de la ciudad de

Macas si es similar a la reportada en bibliografia?



¢Las condiciones dptimas de trabajo (temperatura y pH) si existe para el proceso de hidrolisis
enzimatica (co-amilasa) en la obtencion de bioetanol a partir de Colocasia esculenta (papa china)
amazonica?

¢ Existe una combinacién de condiciones de temperaturay pH que, aplicadas a la hidrélisis enzimatica
de papa china, permita una maxima obtencién de bioetanol?

¢El calculo de ingenieria y las variables 6ptimas de temperatura 'y pH, si permiten el disefio adecuado
para la produccion de bioetanol en un sistema de hidrélisis enzimética a partir de Colocasia esculenta

(papa china) y permiten una maxima obtencién de bioetanol?



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO REFERENCIAL

2.1 Antecedentes del problema

Benavides (2011), manifiesta que se pudo producir una bebida alcohdlica a partir de hidrolisis

enzimatica utilizando las enzimas Termamyl 120 L, y Fungamyl 800L.

Calderon (2003), estima que la obtencién de etanol utilizando como materia prima papa china
amazonica es muy promisoria en comparacion al proceso de obtencion de etanol a partir de cafia de

azucar o de maiz, debido a su elevado contenido de polisacaridos y azucares.

Segun Espinoza (2015), la mejor enzima para obtener etanol a partir de almidén de banano
(Cavendish gigante) mediante hidrolisis enzimatica fue la glucoamilasa con la cual se obtuvo etanol
con 7.11 °GL, cuyo mayor rendimiento se logr6 controlando el pH y temperatura en el proceso
hidrolitico. También resalta que el banano presenta un elevado contenido de almidén mismo que

puede ser hidrolizado en azucares.

Castafio y Mejia (2008), en su estudio para obtencion de etanol a partir de almiddn de yuca, proceso
en el cual se realiz6 de manera conjunta las etapas de sacarificacion y fermentacién se determiné que
la obtencidon de etanol se llevd a cabo en menor tiempo, con lo cual concluye que fue debido a que la
glucosa producida fue utilizada por la levadura de manera inmediata para la sintesis de etanol.

Concluyendo ademés que pH &cidos (4.5-5.5) y temperaturas de (60 y 80 °C) son las condiciones

Optimas para la alfa amilasa y glucoamilasa respectivamente.

Ruiz, (2012), manifiesta que al utilizar 0.0280 gramos de alfa amilasa y 0,0631de glucoamilasa por
cada 100 gramos de almidén de yuca, un medio con pH 5,0 -80 °C para alfa amilasa y pH 4,5 -70 °C
para la glucoamilasa, logré obtener jarabe de glucosa que fue utilizada como materia prima para
obtener bioetanol mediante hidrdlis enzimatica.

Murgas y Vasquez, (2012), aseveran que se puede obtener bioetanol utilizando almidén de fiame
indistintamente de su variedad (Dioscérea rotundata, Dioscérea alata y Dioscérea trifida) utilizando

hidrolisis enzimatica y fermentacién, demostraron ademéas que en la etapa de licuefaccion el
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porcentaje de sélidos solubles totales (% Brix) tienen una relacién directa con el contenido de

azucares reductores.

El elevado contenido de almidon de vituca (72%) la convierte en una fuente rica para la obtencién de
alcohol, el proceso sacarificacion se realizd en dos etapas. Para la etapa de licuefaccion se utilizé o-
amilasa bacteriana, mientras para la etapa de sacarificacion se utilizo a-amilasa fungica. El producto
obtenido de la hidrdlisis fue sometido a fermentacién con, Saccharomyces uvarum, luego de 7 dias
de fermentacion 12.9 % de etanol fueron obtenidos. Los valores de pH y el % de Brix en el proceso
de fermentacién disminuyeron de manera significativa de 4.50 a 3.82 y de 15 a 2 respectivamente, lo
cual indica que la sacarificacion se realiz6 de manera correcta. EI medio con pH acido proporciona
un ambiente adecuado para que la levadura actie efectivamente. El contenido de azucar se redujo
considerablemente y el nivel de etanol paso de 0 a 12,9 %. La densidad vari6 de 1.0000-0.9830 lo
cual se debe relacionar con la conversion de los azucares contenidos en el fermento a etanol.
Indicando que la vituca es una excelente alternativa como materia prima comparada a otros productos
debido a su alto contenido de almiddn (72%) de igual manera para un rendimiento elevado en la

produccidn de etanol es necesario el uso de a-amilasa bacteriana y a-amilasa fangica.

Malagon (2009), considera a la yuca como una materia prima competente para la produccion de etanol
en el Ecuador, debido a que sus carbohidratos son viables para el proceso de fermentacién alcoholica.
Lizarazo et al., (2015) estudiaron tres variedades de papa en el proceso industrial para obtener etanol,
encontrando un rendimiento del 83 % al realizar la hidrolisis enzimatica como etapa previa a la

fermentacion manifestando que el uso de almiddn de papa es factible para este proposito.

2.2. Bases Teoricas

2.2.1. Raices y Tubérculos

Montaldo, (2009), se incluyen alimentos con un elevado contenido de energia proveniente de los
cultivos de raices y tubérculos los cuales presentan bajos niveles de proteina, al compararlos con
alimentos derivados de animales. No obstante, suministran energia de bajo costo, ya que su

produccidon es econémica.

Las raices y cornos estan compuestos por une levado contenido de sacarido, principalmente almidén

y azucares, dependiendo de la variedad sus niveles difieren segln los cultivos (Victor, 2003;Eduardo,
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1998). Existen algunas especies que se clasifican de acuerdo a su taxonomia, de igual maneras su
produccién variara segin el manejo agrondémico, zonas de cultivo, clima y otros constituyentes

agronémicos

2.2.2. Origen

La Colocasia esculenta (papa china) tubérculo comestible originario de Asia, entre la India, malasia
e Indonesia, probablemente originaria de Africa Occidental. Extendiéndose el cultivo hacia el este
por la Polinesia, Filipinas, Japén y China. La Colacasia esculenta se ubica en el undécimo cuarto
sitio en a nivel mundial entre los rizomas de consumo basico con un &rea cultivada de 2 millos de
hectareas y un rendimiento de 12 millones de Toneladas (Caicedo, 2013; Deo, 2009; Bustos & Rodriguez,

2001). La introduccion en América ocurrid posterior al arribo de los colonos occidentales (Armas
Francisco, 2012).

2.2.2.1. Colocasia esculenta (papa china)

Caicedo, (2016) y Lovato (2010) indican que se encuentra especialmente en zonas climaticas con
alta luminosidad, temperaturas calidas corresponda a la familia Aracea, Ha sido utilizada por los seres
humanos desde hace décadas para alimentacion, por el cual es codiciada desde tiempos antiguos. Es
un cormo de clima célido, es muy utilizado entre los agricultores por maltiples motivos, desarrolla
incansablemente bien en suelos con caracteristicas nutricionales bajas, es facil de cultivar, exige poco
cuidado, resiste la humedad presenta buena productividad en comparacion a otros cultivos. C.
esculenta es comercializada para consumo inmediato, la mayor parte de su produccion sirve para

exportacion y el resto para para consumo local.

El C. esculenta fue descubierta en Ecuador, en la provincia del Oro. Se lo considera un tubérculo
fructuoso desde el punto de vista mercantil, por su gran demanda de parte de las empresas extranjeras
como Unién Europea, Estados Unidos y Centroamérica entre otros, debido a las investigaciones de
sus caracteristicas medicinales y nutricionales que presenta este tubérculo lo que hace del taro o papa

china sea un alimento basico para sustentacion diaria (Hernadez, et al., 2013; Estrada, et al, 2009).

En el Ecuador el cultivo se ha agrupado en pequefios y medianos agricultores los cuales representan

80 % de produccidén nacional, que corresponde a 2.500 Ha (Lozada, 2005). Las zonas que recolectan

son Costa y Oriente, siendo las provincias de mayor participaciéon, Los Rios, Pastaza, Morona
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Santiago, Santo Domingo de los Tséchilas y Napo; gran parte de su produccién es destinada a la

exportacion (Rodriguez, 2017).

Lozada (2005) enuncia que la produccién organica C. esculenta se ubica en el quinto lugar a nivel
mundial dentro de los cultivos de raices y tubérculos, siendo este uno de los cultivos producidos de

manera organica con mayores extensiones en las regiones amazdnicas del Ecuador.

2.2.3. Caracteristicas botanicas de la Colocasia esculenta

Vulgarmente conocida como papa china o taro (C. esculenta) es una planta tropical herbacea perenne,
que se caracteriza por su raiz, que forma un cormo de apariencia escamoso y dimensiones variables,
gue nacen en rosetas, el final de largos peciolos (Lozada, 2005), El color de su pulpa, suele ser de blanco
nieve, en algunos tipos puede encontrarse rosado — amarillento e incluso anaranjado. Las hojas son
peltadas en apariencia de flecha, el peciolo de la hoja anexada a varias pulgadas del zocalo “V” de

la hoja (Ver Figura 1 — 2). Su clasificacion taxonémica es la siguiente (Tabla 1 — 2) (Ararat, Sinesterra,

& Hernandez, 2014).

Figura 1-2: Planta y tubérculo de papa china C. esculenta
Fuente: Caicedo, (2013)



Tabla 1-2: Clasificacién taxonémica

Reino: Plantae

Tipo: Angiospermeae.
Clase: Monocotileddneas.
Orden: Aroideas.
Familia: Araceae.
Género: Colocasia.
Especie: Colocasia esculenta

Nombre comun: pituca, taro, malango, papa china, culin, danchi, guagua

Fuente: Morin (1983); Onwueme (2003)

Existe una diversidad botanica de papa china, las cuales se caracterizan por dividirse en dos
ejemplares principales; el tipo dasheen, en el cual el cormo es grande y los cormelos més pequefios
y el tipo eddoe que posee tubérculos mas pequefios y cormelos mas grandes, siendo estas clasificadas
como variedades botanicas diferentes a los dasheen y eddoe, bajo esta clasificacion el tipo dasheen
son de Colocasia esculenta variacién Esculenta, mientras que los de tipo eddoe es Colocasia

esculenta variacién Antiqguorum (Onwueme, 2003).

2.2.4. Composicién quimica Colocasia esculenta

En la Tabla 2 — 2. Composicion bromatolégica de las raices C. esculenta y el Tabla 3 — 2. Se detalla

las caracteristicas fisico-quimica de los carbohidratos de C. esculenta.

Tabla 2-2: Composicion bromatoldgica de las raices C esculenta

Componentes % base himeda % base seca
Humedad 74,3
Proteina 1,5 5,8
Grasa 0,6 2,3
Fibra 0,9 3,5
Ceniza 1,2 47
Carbohidratos) 215 83,7
Almidén (g/100g) 13,8
Acido oxalico (g/100g 15,6

Fuente: Amos, (1969)

10



Tabla 3-2: Caracteristicas fisico-quimica de los carbohidratos C. esculenta

Carbohidratos % base seca
Almidon 77,0
Pentosanas 2,6
Fibra cruda 14
Dextrina 05

Fuente: Amos, (1969)

2.2.5. Valor nutricional de la C. esculenta

La raiz de C. esculenta es considerado como una racion basica en la mesa de la poblacion de bajos
recursos economicos de las zonas donde se cultiva el tubérculo gracias a las caracteristicas proteicas
del fruto himedo que varia de 1,7 a 2,5 %. (Amos, 1969). En la Tabla 4 — 2. Se coteja los componentes

de la raiz de la papa china frente a otras raices.

Tabla 4-2: Valores de Energia, Proteina y calcio de la raiz C. esculenta frente a otras raices
por cada 100 g de porcion comestible, base fresca

Alimento Kcal. Proteina (g) Ca. (9)
C. esculenta 8,5 2,5 19,1
Camote 103 1 14
Papa 76 1,6 17,5
M. esculenta 121 1 28,2

Fuente: Olguin, (2011)

2.2.6. Produccion de papa china (Colocasia esculenta) en el Ecuador

Las zonas donde se cultiva C esculenta en el Ecuador son las provincias de Napo, Sucumbios,
Orellana, Pastaza, Santo Domingo y Morona Santiago.
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Tabla 5-2: Provincias productoras de papa china C. esculenta en Ecuador

.. . Cantidad

PROVINCIA UPAS Superflcl(T_| ;:)osechada Cantlda?H(;())sechada vendida
(Ha)

Morona 65,43 46,44 30,65 7,40
Santiago
Santo 35,53 38,82 149,56 149 56
Domingo
Manga Del 1,64 4,91 43,11 43,11
Cura
Los Rios 2,29 8,86 67,07 67,07
Guayas 1,07 4,27 8,71 8,71

Fuente: Caicedo,2013

2.2.7. Almidén

2.2.7.1 Generalidades

El almidén es un producto organico de mayor distribucion en el reino vegetal, es un producto de
reserva en los vegetales que se excreta durante la asimilacion durante el proceso fotosintético. Se
almacena en las raices tuberculosas que serviran de reserva alimenticia para el desarrollo de los tejidos
en la etapa de crecimiento de los vegetales. El anhidrido carbonico que se obtiene del aire, la radiacion
solar y el agua utilizados por las plantas para producir glucosa como producto intermedio. En las
plantas se encuentran como granulos solidos intracelulares o moléculas definidas con cuyo didmetro
es de 1 — 100 um; se los clasifica de acuerdo a su origen ya que las propiedades fisicas de estos
difieren considerablemente de una variedad a otra que las propiedades de los granulos y su aspecto
fisico varian ampliamente de una planta a otra. El grano de almidén estd formado por 2 a-glucanos,
el amilo pectina (alrededor del 80 %) como elemento externo y amilosa (alrededor del 20 %) como
elemento interno, que corresponde al 98 y 99 % del peso de granulo. Dichos polisacaridos difieren

por sus caracteristicas fisicas y quimicas (Espinosa, 2012; Knorr, et al, 2006; Anaya, 2004; Thomas & Atwell,
1999; Hans, 1987).
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Figura 2-2: Molécula de almidén
Fuente: Sotoj, (2016)

Diversos alimentos poseen almidon en abundancia, como es el caso de Colocasia esculenta (papa
china) amazdnica. De manera industrial se lo obtiene por via himeda. EIl almiddn de fuentes naturales
se obtiene después de romper el tejido vegetal; por ejemplo, al pasar la papa por un extractor de jugos
se obtiene un liquido con un residuo lechoso, ese residuo lechoso es el almiddn, el cual debe someterse
a varios lavados para eliminar las impurezas y obtener un polvo blanco, fino, insipido, constituido
por granos con caracteristicas microscopicas especificas para cada variedad (Espinosa, 2012; Gil & Ruiz,

2010).

2.2.7.2 Propiedades fisicas del almidon

Se lo encuentra en forma de harina o aglomeraciones angulares irregulares, varia de un blanco
lechosos a tonos cremas, insoluble en agua fria y solventes organico, cuando se lo somete a ebullicién
presenta alta viscosidad tomando 15 su peso en agua, lo cual es debido a que los granos se hidratan,
se llenan y rompen provocando que sus componentes formen una jalea estable y transparente al
enfriarse (Gil & Ruiz, 2010; Salama, 2016). La densidad oscila entre 1,62 a 1,65 g/cm3, dicha solucion
reacciona con el yodo produciendo una coloracion azul, el cual a una temperatura de 93 °C se vuelve

incolora, y al enfriarse toma nuevamente un color azul (Salama, 2016).

2.2.7.3 Usos del almidén

Se considera que el almiddn es una de las principales fuentes de energia en la alimentacién humana

debido a que es producido en abundancia por los vegetales y el ser humano lo ha utilizado desde sus
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origenes. Con el incremento de productos procesados por empresas alimenticias y la facilidad de
obtencion de almidon prosper6 su utilizacion. Tiene extraordinarias aplicaciones en los procesos
industriales de elaboracion de alimentos por sus caracteristicas bromatoldgicas y su importancia en

el mercado (Torres et al, 2013; Costas, 2009; Espin, et al, 2004).
La Tabla 6 — 2. Propiedades de amilopectina y la amilosa, por lo cual se hace la comparacién con
otros almidones observando los siguientes resultados de composicion de la C. esculenta con 75 % de

amilopectina 'y 25 % de amilosa.

Tabla 6-2: Propiedades de diferentes tipos de almidones

Tipo Amilopectina (%) Amilosa (%) Tamafio (micras)
Maiz 73 23 5-25
Maiz amilaceo 20-45 55-80 5-25
Papa 78 22 5-100
Arroz yuca 83 17 2-55
Yuca 82 18 5-35
Maiz céreo 99-100 0-1 5-25
Sorgo 99-100 0-1 5-45
Trigo 76 24 11-41
Oca 71 29 20-29
Mashua 73 27 5-10
Vituca 75 25 4-11

Fuente: Morales, (2012)

Opara y Mejia, (2003), manifiestan que a nivel mundial se presenta una intranquilidad debido a la
poca reserva de energia de fuentes no renovables, asi como también por la toxicidad provocada por
los hidrocarburos hacia la atmosfera. La obtencién de etanol utilizando como materia prima azucares
que provienen de distintos almidones de tubérculos podrian reemplazar el uso de combustibles de
fosiles; las raices comestibles serviran como fuente para la produccion de energia. El alcohol obtenido
de yuca y cereales presenta mayor rendimiento que el de la papa china, pero la produccion de ésta es
mayor que otros cereales y cafia dulce, lo que se puede apreciar en la tabla 7.2. Estados unidos
considera que la transformacion de biomasa de almidén en alcohol ideal es de 1.67 kg de almiddon

transformado a 1 litro de alcohol.
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Tabla 7-2: Rendimiento de cultivos para produccion de alcohol por tonelada
(peso fresco) y ciclo productivo de diferentes cultivos

Cultivos Rendimiento del alcohol (Litro.t- Ciclo productivo

Papa china 142 9-15
Patata dulce 142 5

Cafia de azUcar 67 10-22
Sorgo dulce 76.7 4

yuca 180 12

Maiz 385 3.5

Trigo de primavera 368 4

Grano de sorgo 389 3.5

Fuente: Wang e Higa, (1983)

2.2.8. Hidrolisis del Almiddn

Proceso quimico por cual el almidon reacciona con el agua y se transforma en moléculas méas
pequefias de polisacaridos como amilosa y amilopectina que son azicares con menor peso molecular.
La hidrélisis puede llevarse a cabo por accidén de enzimas o por soluciones acidas y calor, lo que
facilita la ruptura de los enlaces glucosidicos. El proceso hidrolitico se ve afectado por el tamafio de
los granos de almiddn a mayor tamafio la ruptura e hidratacion tomara méas tiempo y viceversa debido
a la superficie de contacto. Otros factores que afectan el proceso hidrolitico son cantidad de lipidos y
su interaccion con los corplsculos de amilosa, concentracion de fosforo, difusion e interaccidn de los
enlaces de almidén. En el complejo amilosa -lipido no se lleva acabo facilmente el proceso hidrolitico.

(Voet, et al 2009; Bugg, 2004).

El enlace glucosidico reacciona con el hidrogeno del agua el cual se entrelaza con el oxigeno final de
la molécula de azlcar, y el hidroxilo se une al otro extremo del azlcar produciéndose un
monosacarido, el resto de la molécula se rompe como otro monosacarido o disacarido dependiendo
del nimero de monosacaridos del glucésido (Zambrano & Machado, 2013; Vazquez & Dacosta, 2007).

La hidrolisis acida tiene muchas desventajas, comparado con el proceso de hidrolisis enzimatico,
radica en la formacion de subproductos no deseables, demanda de alta carga energética en el proceso,
se requiere el uso de altas presiones y altas temperaturas, por Gltimo, es necesario que el equipo resista
el acido empleado en este proceso, haciendo muy viable la técnica del uso de las enzimas, en cuanto
a control de la formacion de productos no deseables y mayor flexibilidad del producto (Castafio, 2008;

Espinel & Lépez, 2009).

2.2.8.1. Hidrolisis acida
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En medio 4cido y calor el almidén se rompera en cadenas mas cortas de dextrinas. La ruptura de
enlaces dependera del tipo de &cido utilizado, la concentracion del mismo, la temperatura y tiempo
de reaccion. El &cido clorhidrico, nitrico y sulfarico son los mas utilizados para los procesos de
obtencién de dextrinas, obteniéndose como productos jarabes de glucosa, también se obtiene como
productos no deseados el hidroximetilfurfural, el &cido levulénico y el &cido férmico, que da al jarabe

un sabor amargo (Rojas & Cabanillas, 2008; Cortes, Gonzéles, & Fernando, 2008; Voet, Voet, & Charlotte, 2009).

2.2.8.2. Hidrolisis enzimatica

Espin, Villacres y Brito (2004) manifiesta que las rupturas hidroliticas catalizada por una enzima es
una reaccion en la cual el almidén se rompe en unidades monoméricas llamadas azucares, La primera
etapa se utiliza enzimas termoestables (etapa de licuefaccion), en la segunda etapa (sacarificacion) se

transforma el almidén en glucosa para lo cual se utiliza otro tipo de enzimas.

La ruptura de los enlaces enlaces a-1,4 y a-1,6 se lleva a cabo con amilasa enzimatica, se lleva a cabo
en tres etapas: gelatinizacion, licuefaccién y sacarificacion. Para cada etapa existe una enzima

especifica. (Voet, Voet, & Charlotte, 2009; Badui, 2006).

La hidrolisis va siendo reemplazada por las reacciones enzimaticas puesto que cada vez existe en el
mercado de nuevos tipos de enzimas. Las enzimas difieren de los fermentos quimicos tradicionales

en diversos aspectos importantes (Voet, Voet, & Charlotte, 2009).
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Figura 3-2: Proceso hidro6lisis enzimatica del almidon
Fuente: Badui, (2006)
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La conversion del almidén para obtener aminoacidos biolégicamente activos presenta mayor
rendimiento utilizando hidrélisis enzimatica. Posee mayor ventaja frente a la hidrélisis quimica en

rendimiento y costos de produccion (Rojas & Cabanillas, 2008).

Gelatinizacion. — Para que se dé la reaccién del almid6n con amilasas éste debe estar primeramente
gelatinizado; para lo cual se lo somete a calentamiento. El proceso de gelatinizacién del almidén es
una ruptura molecular, proceso en el cual el almiddn al ponerse en contacto con agua fria se hidrata
y con temperatura se hincha, hasta que a determinada temperatura la estructura del granulo se destroza

y su birrefringencia desaparece ademas la viscosidad de la solucion se incrementa.

Licuefaccion. - Cuando el almiddn esta gelatinizado la etapa de licuefaccion convierte al almidon en
glucosa, la temperatura de esta etapa dependera de la enzima a ser utilizada el almidon debe
previamente ser gelatinizado para el proceso de licuefaccion, el cual transforma los granulos a
glucosa.; Las enzimas que se utilizan son la alfa amilasa que son termoestables como Bacillus

licheniformis o B. amyloliquefaciens, que operan entre 67,5° - 72,5° C y pH de 5,7 (Escudero, 2015).

En la reaccion con Lugol se observa un color rojo, lo que indica reaccion positiva para cadenas de

amilosa mayor a 40 unidades (Zambrano & Machado, 2013; Tester, Kakarlas, & Qui, 2004).

Sacarificacion. — En esta etapa se afiade cominmente glucoamilasa en una relacién de 0.22 ml de
enzima por cada 100 g de sustrato, La reaccidn se lleva a cabo de 24 a 36 horas, hasta un valor de 96
C o superior. Los parametros recomendables son un pH entre 4 y 6 y a una temperatura entre 50 °C

y 65 °C en un tiempo entre 90 y 120 minutos de reaccion” (Mora, 2014; Usucachi, 2011).

2.2.9. Produccidn de etanol

Carriazo (2012), Manifiesta que el etanol se lo obtiene por fermentacion de azucares que se
encuentran en biomasa vegetal, en un proceso de fermentacion, proceso en el cual intervienen
microorganismos especificos en medios con condiciones aptas: pH entre 4 y 5. Pudiendo distinguir 4

pasos fundamentales:

Acondicionamiento de la materia prima: Se elimina la biomasa que no presenta caracteristicas

Optimas.
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Hidrolisis de almidon: El objetivo en esta etapa es obtener azucares mismos que seran utilizados en

el siguiente proceso.

Fermentacion alcohodlica: Bajo la accion de levaduras se produce la fermentacion para obtener etanol,

el tiempo para esta etapa va a depender del método utilizado.

Fermentacion. - Fermentacion se define como el proceso de reacciones quimicas que experimenta
una sustancia organica de origen vegetal libre de nitrégeno, entre ellas estan los hidratos de carbono
0 sus derivados, con la utilizacion de microorganismos especificos, la reaccidn se caracteriza por

produccidn de gas y energia. (Madigan, 2004).

Girén y Funes, (2013), Describen a la fermentacion es una reaccion anaerobia que transforma
moléculas complejas en sencillas, la fermentacion caracteristica es llevada por las levaduras, y otros

microorganismos.

Suarez, (2008). Manifiesta que dependiendo de su estructura molecular que esta formada la materia
prima dependeré el tipo de pretratamiento previamente a ser sometidas al proceso de fermentacion ya
sea por accidon de bacterias, levaduras, las materias primas que contienen sacarosa pocas veces
necesitan pretratamiento a diferencia de las que contienen celulosa las cuales se deben someter a

hidrolisis para ser reducidas azucares mas pequefios para poder ser fermentados.

Por medio de la labor enzimatica se lleva a cabo la fermentacion de glucosa y fructosa en etanol y
didxido de carbono. La primera es continuamente recirculada desde una centrifuga ubicada aguas
abajo del fermentador. Los gases formados en la fermentacién son enviados a una torre de adsorcion
en la cual se debe recuperar el 98 % en masa del etanol arrastrado ( (Cardona, Sanchez, Montoya, & Quintero,

2005).

En la etapa de fermentacidn se obtiene el alcohol, el cual no es puro estd unido a sustancias no
alcoholicos, entre los cuales tenemos aldehidos, furfural, esteres, acidos, alcoholes superiores y otros
gue acompafian al alcohol etilico, Se emplea destilacion por arrastre de vapor para la segregacion

(Lindeboom, Chang, & Rodriguez, 2004).

CeH1206=> 2CH3s - CH,OH + CO»
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Destilacion: En esta etapa se procedera a la deshidratacion del liquido fermentado obteniendo en
mejor concentrado de alcohol (Usucachi, 2011). Siendo esta una operacion unitaria que consiste en la
separacion de los componentes de una mezcla liquida (en la que todos los compuestos son méas o
menos volatiles) por evaporacion y condensacion sucesivas. La separacion se basa en la diferencia de
volatilidades absolutas de los componentes, lo que tiene como consecuencia la formacion de un vapor
de composicion diferente a la del liquido del que procede (Murgas, 2012).

En la seleccion de las tecnologias se aplicara una metodologia de evaluacién cualitativa donde se
tienen en cuenta las ventajas y desventajas de cada tecnologia con respecto a aspectos econémicos y

ambientales (Cardona, et al.,2005).
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo de Investigacion

3.1.1 Investigacion Correlacional

Relaciona variables medibles como el pH, temperatura para la produccion de bioetanol mediante
hidrolisis enzimatica. El problema y las Hipotesis estan planteadas en forma de valorar las respuestas
de una variable frente a los valores lo que permitié recabar la informacion acerca de la influencia del

pH y temperatura sobre la produccion de bioetanol.

3.2 Disefio de la Investigacion

3.2.1 Experimental

La investigacion fue de caracter experimental ya que se utilizé un disefio de bloques completos al
azar en arreglo factorial tres por tres con tres repeticiones los cuales consistian en la aplicacion de
diferentes temperaturas (40, 60, 80) y pH (4,6,8) para la produccion industrial de bioetanol mediante

hidrolisis enzimatica a partir de C. esculenta amazonica.

3.3 Métodos de investigacion

3.3.1 Ubicacion del ensayo

La presente investigacion se realizdé en el Centro de Investigaciones de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, de la Universidad Técnica de Ambato, ubicada en el Cantdn Cevallos, Provincia de
Tungurahua, a 20 Km al sur de Ambato con una altitud de 2850 m.s.n.m. cuyas coordenadas
geograficas son: 01° 22" 0.2” de latitud Sur y 78° 36" 22” de longitud Oeste.
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La obtencidn de almiddn, caracterizacion bromatolégica de C. esculenta y el ensayo para la obtencién
de bioetanol se lo realizo en el laboratorio de Andlisis de Suelos y aguas del Centro de Investigaciones

de la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

3.3.2 Caracterizacion del lugar

Segun la Estacion Meteorol6gica de primer orden ubicada en la Granja Experimental Docente
Querochada, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Ambato, los datos meteoroldgicos de los afios 2005 al 2009, expresan que esta zona es templada, con
temperatura media de 12,5 °C, y precipitacion anual de 600 mm, humedad relativa de 77 % y

velocidad de viento de 4,2 m/s.

Todos los tratamientos desde la recepcion de la materia prima hasta la obtencién de bioetanol se
realizaron en la Granja Experimental Docente Querochada, perteneciente a la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.

3.3.3 Obtencion de materia prima

La muestra para esta investigacion se obtuvo de los mercados locales de la ciudad de Macas cabecera
cantonal de la provincia de Morona Santiago, a donde llegan los agricultores de la zona con su

produccidn a vender.

3.3.4 Obtencion del almiddén de C. esculenta

La materia prima se lavé con agua potable , se retird la corteza con ayuda de un cuchillo, se pico en
trozos pequefios y se licué con agua en una relacion (1:3), la solucion lechosa recogida en una tina
se tamizo a través de un pafio de algoddn para eliminar fibra residual, el producto obtenido se decantd
a 4 °C, luego de este tiempo se desechd el sobrenadante, se volvid a adicionar agua, se agitd
nuevamente y se dejo reposar por otras 12 h, finalmente se desechd el sobrenadante obteniéndose una

pasta blanca.

El almiddn obtenido se someti6 a secado en estufa a 40 °C hasta que alcance una humedad del 10 por

ciento.
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Figura 1-3: Diagrama de obtencién de almidén de C. esculenta
Realizado por: Acan Angel

3.3.5 Caracterizacion bromatoldgica de C. esculenta

En la caracterizacion bromatoldgica de C. esculenta, se determinaron los contenidos de humedad,
cenizas, proteina bruta, fibra de acuerdo con los métodos descritos por Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 1990), y carbohidratos se lo realizo por célculo matematico.

3.3.6 Hidrolisis del Almidén

3.3.6.1. Gelatinizacion
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Se prepar6 una suspension del almidén de C. esculenta al 20 % en agua destilada para todos los
tratamientos y repeticiones, se colocé sobre una placa de agitacion a 300 rpm con temperatura

controlada, esta etapa se realizé a 90 °C por 10 minutos.

3.3.6.2. Licuefaccion

Posterior a la gelatinizacién se bajé la temperatura a 70 °C, se colocé nuevamente en la plancha de
agitacion y se afiadio la enzima o amilasa marca ANKOM 0.5 ml por cada tratamiento, se agrego 2
mg de calcio cloruro. Se ajusté la temperatura 70 °C y se dejo que la reaccion se lleve a cabo por
cuatro horas, a una velocidad de agitacion de 200 rpm, al final de la reaccion se midié pH y grados

brix.

3.3.6.2. Sacarificacion

A las soluciones obtenidas de la etapa anterior se les ajust6 el pH con una solucién de HCI 0.1N y
NaOH 0,1 N hasta llegar a los factores establecidos en el disefio experimental ( 4, 6 y 8 unidades de
pH), de igual manera la temperatura se ajustd de acuerdo a los pardmetros establecidos como variables
(40, 60y 80 °C) para la etapa de sacarificacion, se afiadio la enzima amyloglucosidase marca SIGMA
0.06 ml para cada tratamiento, esta etapa se realizé por un tiempo de 20 horas, los residuos insolubles
fueron filtrados, al final de esta etapa se midi6 pH, grados brix, y se procedi¢ a filtrar con un embudo

buchner, se pesd los residuos de esta etapa para poder calcular, el % de conversion del almidén

3.3.6.4. Fermentacion

Para esta etapa se utiliz6 una solucién de levadura (Saccharomyces cerevisiae) al 0.5 %, se disolvid
la levadura en poca cantidad de agua caliente (37 °C) con azUcar con la finalidad de activarla, una
vez activada se procedidé a afiadir 5ml a cada uno de los tratamientos, se armé el equipo de
fermentacion de manera hermética para evitar el ingreso de oxigeno, se coloc6 los diferentes
tratamientos en estufa a temperatura controlada (37 °C) esta etapa se llevo a cabo por 72 horas, se

midié los °Brix y pH al final de la fermentacidn.

3.3.6.5 Destilacion
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Los productos de la fermentacidn anaerobia de los distintos tratamientos se sometieron a destilacion,
evitando en lo posible la pérdida de muestra y producto por evaporacién, se mide el volumen

obtenido, la densidad, grados alcohdlicos y con ayuda de un densimetro se determina los grados
alcoholicos del producto final.

ALMIDON

Agua ¥ - T=30"°C
¥ GELATINIZACION t= 10 min

Agitacion= 300 rpm

ki J
—— i . _ )
amilasa 0,5ml LICUEFACCION T=70"C

Cacl, t=4h
Agitacidn= 200 rpm

k4
amyloglucosidase SACARIFICACION
0,06 mL

HCl= 0.1 N (Tratamientos)

t=20h
Agitacion= 200 rpm

MaQH=0.1N

FILTRACION » Residuo

Glucosa; “Brix= 16
Saccharomyces——— »| FERMENTACION > CO;
Cerevisiae (0,5 %) 5 mL

t=72 horas
T=37°C y

DESTILACIOMN

h 4
BIOETANOL

Figura 2-3: Diagrama de obtencion de bioetanol a partir de almidén de C. esculenta
Realizado por: Acén Angel, 2020

3.3.7 Disefio Experimental

El disefio aplicado en la presente investigacién es un disefio experimental de bloques completamente
aleatorio, con arreglo factorial tres por tres, con tres tratamientos y 3 repeticiones. Todas las variables
se analizaron segun el disefio empleado mediante una ANOVA. La comparacion de medias se realizd
con la prueba estadistica Tukey al 95 % de confianza.

3.3.8 Tratamiento
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Tabla 1-3: Tratamientos (T= temperatura, H= pH)

Numero | Tratamientos | Descripcion de las variables
1 T1H1 40 °C 4
2 T1H2 40 °C 6
3 T1H3 40 °C 8
4 T2H1 60 °C 4
5 T2H2 60 °C 6
6 T2H3 60 °C 8
7 T3H1 80 °C 4
8 T3H2 80 °C 6
9 T3H3 80 °C 8

Realizado por: Acéan, Angel, (2020)

3.3.9 Analisis de Datos

Para el andlisis de datos se utiliz el paquete estadistico Statistics y el programa MS Excel.

3.4 Enfoque de la investigacién

Corresponde a un enfoque cuantitativo, puesto que, en las diferentes etapas, desde la caracterizacion
inicial de la C. esculenta amazonica, pasando por la experimentacion, medicion de rendimiento
obtenido y expresidn de relaciones de variables, todas involucran tanto la medicion basada en analisis
guimico como aplicacion de andlisis estadisticos. La investigacion al ser correlacional y experimental

es de tipo cuantitativo esto es que debe ser lo mas objetiva posible.

3.5 Alcance de la investigacion

En la presente investigacion se pretende determinar el efecto de Temperatura'y pH sobre la obtencion
de bioetanol a partir de C. esculenta, el alcance de los resultados incluye a todas las poblaciones que
cultivan este tubérculo en el oriente ecuatoriano, en cuanto a la utilizacion industrial de dicho
tubérculo, y también a la regién centro de Ecuador, en tanto a la generacion de materia prima de

interés para otros tipos de industrias.

3.6 Poblacién de estudio
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La poblacion en estudio fue el producto agricola C. esculenta producido en las localidades de la

regién amazonica que llega a ser comercializada en la ciudad de Macas.

3.7 Unidad de analisis

Muestras de C. esculenta amazonica, sometidas a hidrolisis enzimatica con alfa amilasa y
amyloglucosidasa en condiciones controladas de temperatura y pH., para la obtencion de bioetanol

por fermentacion anaerobia.

3.8 Seleccion de la muestra

Se clasifico la materia prima eliminando aquellas que se encontraron en mal estado, la muestra de C.
esculenta fue colocada sobre un mesdn limpio luego de ser lavada procediendo a homogenizar, se
formé una pila, se apland y cuarted en porciones iguales, hasta obtener ocho kilos de muestra fresca
para extraer el almidon y posteriormente realizar el ensayo de hidrolisis enzimética de acuerdo a los

respectivos tratamientos.

3.9 Tamafo de muestra

Se utilizé 1 kilo de muestra fresca por cada uno de los tratamientos para realizar la investigacion.

3.10 Técnicas de recoleccion

3.10.1 Datos primarios

Se obtuvo a través de la observacion directa para percibir activamente la realidad exterior con el
propésito de obtener los datos que previamente han sido definidos de interés para la investigacion,
también con entrevistas a expertos en el area, experimentalmente, mediante anélisis de laboratorio
con la caracterizacion bromatoldgica de la materia prima para la identificacion de las variables se
realiz ensayos con diferentes pH y temperaturas para determinar el % de grados alcoholicos optimo

del producto.

3.10.2 Datos Secundarios

Fueron observados a partir de informacion bibliografica, articulos y revistas cientificas.
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3.11 Instrumentos de Recoleccién

3.11.1 Datos primarios y datos secundarios

Tabla 2-3: Equipos y reactivos utilizados

Equipos -reactivos Marca
Estufa Memmert
Molino Fritch
Plancha de agitacion —calentamiento Ika C-mag

pH-metro (BANTE-221 portable pH/ORP Meter
Brixometro Hanna
Balanzas analitica y digital Ohaus
Refrigerador Indurama
Analizador elemental LEKO
Computadora portatil Dell
Destilador Wisd
Alcoholimetro Gay Lussac Gay Lussac
Termoémetro De mercurio
Bandejas plasticas. Sin marca
Tamiz (1 mm) ASTM
Licuadora Oster
Erlenmeyer boeco
Vasos de precipitacion boeco
Matraces aforados boeco
Agitadores magnéticos Sin marca
Enzimas SIGMA, ANKOM
Fosfato de amonio Merk p.a

Reactivo de benedic

Se prepara en el laboratorio

HCI 0.1N Merk p.a
Na(OH) 0.1N Merk p.a
CaCl2 Merk p.a

Fuente: Acan Angel, 2020

3.12 Instrumentos para procesar datos.

Se utilizé el paquete estadistico Statistics y ademas el programa MS Excel.



CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1-4: Caracterizacion bromatoldgica de C. esculenta base seca

Parametro valor unidad
Humedad 81 %
Proteina 5.84 %
Fibra 2.1 %
Grasa 1.3 %
ceniza 3.2 %
Almidon 12.44 %

Fuente: Realizado por: Acan, Angel 2020

Tabla 2-4. Sacarificacion del almidon de C. esculenta a diferentes temperaturas y pH
Variables medidas

Tratamientos

°Brix Residuo
T1H1 15.0740.737 ab 0.4240.022a
T1H2 16.00+0.985a 0.61+0.015b
T1H3 14.90+1.305ab 1.00+0.085d
T2H1 15.07+0.907ab 0.83+0.012¢
T2H2 16.03+0.651a 0.80+0.006¢
T2H3 12.90+0.361bc 0.91+0.043cd
T3H1 11.53+0.711 0.50+0.039ab
T3H2 11.48+0.501 0.54+0.032ab
T3H3 11.33+0.862c 0.45+0.078ab
EEM 0.6473 0.0387

Valor de P 0.01 0.01

abed Medias con letras diferentes entre filas difiere significativamente (P <
0.01). T1:40 °C, T2: 60 °C, T3: 80 °C; H1: pH 4, H2: pH 6, H3: pH 8 EEM:
error estandar de la media.

Realizado por: Acan, Angel 2020

Al analizar la variable grados brix en el proceso de sacarificacion del almidén de C. esculenta. Se
determind que los tratamientos T2H2 y T1H2 se ubicaron en el primer y segundo lugar en la prueba
estadistica con el rango a, con valores de 16.03 y 16.00 % de grados brix, mientras que en el Gltimo
rango de la prueba estadistica se ubica el tratamiento T3H3, lo que permite deducir que temperaturas
entre 40 y 60 °C con un pH 6 influyen en un mayor grados Brix, Braide y Nwaogulkpe, (2011)
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manifiestan que el alto porcentaje de almidon que posee la papa china constituye un excelente
producto para la produccion de alcohol.

En el método de sacarificacion se utilizd la enzima glucoamilasa bacteriana (un agente de licuacion)
que degrada al almidén, reduciendo los grados brix de 15.0 a 2.0. Esto quiere decir que el proceso de

sacarificacion fue eficaz. El pH acido proporciona un medio propicio para la actividad enzimatica.

Escudero, (2015); Morales y Sanchez, (2012), Manifiestan que conviene que el almidon esté
gelatinizado, para el proceso de licuefaccion, en donde los granulos de almidén de la suspension se
transformen en glucosa. La temperatura a la cual debe de ser calentada la solucién para la licuefaccion

depende del tipo de enzima; pero por lo general actdan entre 67,5°C - 72,5 °C y pH de 5,7 unidades.

160 | 151 i’ 149 181 30
_ I I I 12.9
. I 11I5 11I5 113
. | 6 | 8 4 | 6 | 8 4 | 6 | 8
40 60 80
pH/ T [°C T

Gréfico 1-4: Grados Brix en el proceso de sacarificacion C. esculenta
Realizado por: Acan Angel 2020

En la figura 1-4 se presenta en el eje X los valores de pH (Tratamientos 4,6,8) a temperaturas de 40,
60 y 80 °C. En el eje Y se encuentran los valores de grados brix, en donde los tratamientos T1H2 y
T2H2 presentan mayores valores con 16 %., lo que permite deducir que temperaturas entre 40 y 60
9C con un pH 6 influyen en un mayor valor de grados Brix.

Segun Mera, 1. 2005. Las condiciones de operacion de las enzimas en los procesos estan limitadas
por las propiedades especificas siendo lo mas apropiado trabajar a condiciones entre pH 6.0 y 70 °C
de temperatura cuando se trate la reaccion con alfa-amilasa, y pH 4.8 y 65 °C de temperatura cuando

se lleve la reaccion en presencia de glucoamilsa, lo que se enfatiza con los resultados obtenidos.
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Grafico 2-4: Residuo en el proceso de sacarificacion C esculenta
Realizado por: Acan Angel 2020

En la figura 2-4 se presenta en el eje X los valores de pH (Tratamientos 4,6,8) a temperaturas de 40,

60 y 80 °C. En el eje Y se encuentran los valores de los residuos obtenidos en el proceso de

sacarificacion, obteniendo menos cantidad de residuos (0.4 g) con el tratamiento T1IH1. Lo que nos

indica que el proceso de sacarificacion del almidéon de C. esculenta, fue mas efectivo a 40° Cy pH de

4.

Tabla 3-4. Destilacion para la obtencion de bioetanol de C. esculenta (todos los datos
son expresados en % excepto donde se menciona lo contrario)

Tratamientos

T1H1
T1H2
T1H3
T2H1
T2H2
T2H3
T3H1
T3H2
T3H3
EEM
Valor de P

Variables medido

ml de destilado GL °Brix
53.00+2.646 a 4.66+0.577a 0.77+0.058a
46.67+3.215a 4.00£1.000a 0.90040.1a
28.00+4.000 b 0.67+0.577c 0.77+0.058a
26.33+2.082 b 3.33+0.577ab 0.43+0.056b
43.67+4.726 a 4.33+0.577bc 0.37+0.057hc
23.33+2.082 bc 0.33+0.577c 0.3040.00bc
13.67+1.528¢cd 1.33+0.577bc 0.267+0.058bc
10.33£1.53d 1.00+0.00c 0.267+0.058bc
15.67+1.155¢cd 0.67+0.577¢ 0.233+0.058¢
2.3544 0.4875 0.0500
<0.01 <0.01 <0.01

abcd Medias con letras diferentes entre filas difiere significativamente (P < 0.01), ( <0.05). T1: 40 °C, T2:
60 °C, T3: 80 °C;H1: pH 4, H2 :pH 6, H3: pH 8 EEM: error estandar de la media.

Realizado por: Acan, Angel 2020
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En la tabla 3-4 se presenta los resultados obtenidos para las variables, ml de destilado grado alcohélico
(GL), grados brix del bioetanol obtenido de C. esculenta, mediante la prueba de Tuckey al 1y 5 %,
determinando que para la variable, volumen de destilado, con los tratamientos T1H1, T1H2 y T2H2
se obtuvo un mayor volumen de destilado con valores de 53.00, 46.67 y 43.67 ml respectivamente
ubicandose en el primer lugar de la prueba estadistica con un rango a, mientras que el tratamiento
T3H2 se ubicd en el ultimo lugar de la prueba estadistica (rango d), con un valor promedio de 10.33
ml, lo que permite concluir que para obtener un mayor volumen de bioetanol es recomendable utilizar

entre 40 y 60 °C y con pH &cidos entre 4 y 6.

El rendimiento de alcohol de la papa china tiene una mayor produccién que la cafia de azlcar y maiz
dulce (Wang & Higa, 1983).

Braide y Nwaogulkpe, (2011), indican que el pH &cido proporciona un entorno adecuado para la

actividad de la levadura. El nivel de azlcar disminuye, asi como también la gravedad especifica.

El grado alcohdlico del bioetanol obtenido en el proceso de destilacién muestran que los tratamientos
T1H1, T2H2, T1H2 comparten el primer rango (a), con valores promedios de 4.667, 4.333, 4.000,
respectivamente, mientras que el tratamiento T2H3 se ubica en el Gltimo lugar en la prueba estadistica
(rango c¢) con un valor de 0.333. Lo que permite inferir que para obtener un mayor grado alcohdlico
se debe realizar el proceso de sacarificacion entre 40 y 60 °C, con pH 4cidos de 4 a 6. Lo que
concuerda con (Carriazo, 2012), quien indica que, la reaccién quimica para obtener bioetanol se da al
momento que los azucares presentes en la materia prima se convierten en etanol en un ambiente con

pH que varia de 4 a 5.

Al aplicar la prueba de comparacion de medias (Tuckey al 5 %) en la variable grados brix en la
solucion obtenido en la fermentacion, los tratamientos TIH2, TIH1 y T1H3 reportaron un promedio
de 0.90, 0.77 y 0.77 grados brix respectivamente mientras que el tratamiento T3H1,T2H2 y T3H3 se
ubica en el Gltimo lugar de la prueba estadistica (rango bc) con un valor de 0.267, 0.267 y 0.233
respectivamente, lo que demuestra que la temperatura (40 °C) y el pH entre 4 — 6 influye
positivamente en el valor de grados brix lo que significa que el proceso de sacarificacion fue eficaz
reduciendo los Brix de 16 a 0.90 (Tratamiento T1H2).
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Los grados Brix (solidos solubles totales) del caldo de fermentacion se redujo significativamente de
15.0 a 2.0 respectivamente. La disminucion en el nivel Brix se debe a que el aztcar en el caldo se

convirtié en etanol.

Castafio y Mejia, (2008), llegaron a la conclusién de que los procesos de sacarificacion y fermentacion
simultanea reduce los tiempos de proceso debido a que conforme se produce glucosa la levadura va
consumiendo y transformando a bioetanol, los parametros adecuados de pH para la obtencion de
bioetanol son entre 4.5 a 5.5.

60.0 -

46.7

437
280 ,eq
233
137 15.7
1i3
8 s | s |

8 4 6 8

40 60 80
pHIT °C

50.0

40.0

30.0

20.0

Volumen de destilado

10.0

0.0

Gréfico 3-4: Volumen del destilado del bioetanol de C. esculenta sometida
a diferente pH y temperatura

Realizado por: Acén Angel, 2020
En la figura 3-4 se presenta en el eje X los valores de pH (4,6,8) a temperaturas de 40, 60 y 80 °C. En
el eje Y se encuentran los valores del volumen de destilado en la etapa de destilacion en donde se
puede apreciar que los tratamientos TIH1 y T2H1 presentan valores de 53 y 47 ml respectivamente.,
lo que permite deducir que para obtener un mayor volumen de bioetanol es recomendable utilizar

entre 40 y 60 °C de temperatura y pH &cidos entre 4 y 6 unidades.
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Grados alcoholicos
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Gréfico 4-4: Grado alcohdlico de C. esculenta sometida a diferentes pH y temperaturas
Realizado por: Acan Angel, 2020

En la figura 4-4 se presenta en el eje X los valores de pH (Tratamientos 4,6,8) a temperaturas de 40,

60 y 80 °C. En el eje Y se encuentran los valores de grados alcohdlicos del destilado en donde el

tratamiento T1H1 presentan el mayor valor (4.7), lo que permite inferir que para obtener un mayor

grado alcohdlico se debe realizar el proceso de sacarificacion entre 40 y 60 °C, con pH &cidos de 4 a

6 unidades.

Brix
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0.8

0.6

0.4

0.2
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40 60 80
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4
4
0.3
4 6 8 ‘ 4 6 8

Gréfico 5-4: Grados Brix del producto obtenido en el proceso de fermentacién

de C. esculenta sometida a diferentes pH y temperatura

Realizado por: Acan Angel, 2020
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En la figura 5-4 se presenta en el eje X los valores de pH (Tratamientos 4,6,8) a temperaturas de 40,
60y 80 °C. En el eje Y se encuentran los valores de grados brix del destilado en donde el tratamiento
T1H1 presentan el menor valor de grados brix (rango a) lo que significa que el proceso de
sacarificacion fue eficaz reduciendo los Brix de 16 a 0.90 (Tratamiento T1H2).

Los costos de produccién del alcohol de papa china fueron similares al de yuca o cafia de azUcar, por
la proporcidn de conversion almidén — alcohol optima que es aproximadamente 1.67 Kg de almidon

a 1 litro de alcohol (Opara & Mejia, 2003).

4.1.1 Rendimiento proceso de hidrolisis enzimatica

g de glucosa obtenido

* 100

0 .. —
% Rendimiento g de almidén utilizado

El tratamiento en el que se obtiene una alta conversion de almidén-glucosa se encuentra a condiciones
de 60 °C y pH 6, por tanto, el rendimiento sera:

16 g glucosa
100 g disoluciéon
20 g almidon
100 g disolucién

% Rendimiento = * 100 = 80 %

A las condiciones descritas y utilizando la alfa-amilasa y la gluscosidase como enzimas el proceso de
hidrolisis enzimatica es viable, alcanzando una conversion del 80 % almiddn-glucosa, siendo

directamente proporcional en la obtencion de bioetanol en las siguientes etapas del proceso.

4.2 COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

Para la aceptacion/rechazo de las hipotesis de investigacion, el disefio de experimentos con los
resultados obtenidos se analiz6 mediante el software Minitab, considerando los siguientes resultados:

Factores Niveles Respuesta

1:40°C

Temperatura | 2: 60°C

3:80°C | Grado alcohdlico
1:4 GL

pH 2:6

3:8

El andlisis del disefio factorial arrojo los siguientes resultados, que se discuten en cada caso:
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Analisis de Varianza

Coeficientes

EE del

coef. Valor T Valor p FIV

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 8 76519 95648 2583 0,000
Lineal 4 61481 15,3704 4150 0,000
T 2 39185 19,5926 5290 0,000
pH 2 22296 11,1481 30,10 0,000
Interacciones de 2 términos 4 15,037 3,7593 10,15 0,000
T*pH 4 15,037 3,7593 10,15 0,000
Error 18 6,667 0,3704
Total 26 83,185

Grafico 6-4: Analisis de varianza

Realizado por: Acan Angel, (2020)

El andlisis de varianza, mediante los valores p (p-values), todos menores a 0,05,

Término Coef
Constante 2,259
T
40 0,852
60 0,852
pH
4 0,852
6 0,407
T*pH
404 0,704
406 -0,185
60 4 0,037
606 0,815

0117

0,166
0,166

0,166
0,166

0,234
0,234
0,234
0,234

19,29

514
514

514
2,46

3,00
-0,79
0,16
3,48

0,000

0,000 1,33
0,000 1,33

0,000 1,33
0,024 1,33

0,008 1,78
0,439 1,78
0,876 1,78
0,003 1,78

indica que todos los

factores y niveles tienen un efecto sobre la variable respuesta, lo que es ldgico considerando que en

todos los casos se obtiene etanol; por lo tanto, se recurre a los coeficientes, en donde se observa que

los valores p mas relevantes ocurren en los efectos individuales, de los que el mas significativo es de

la temperatura, seguido del pH. Los valores p de los efectos combinados, indican que éstos no son

significativos respecto al grado alcohélico obtenido. Esto Gltimo se hace mas facilmente evidenciable

mediante el diagrama de Pareto.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es GL; a = 0,05)
Término 2,101

Factor MNombre
A T

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Efecto estandarizado

Gréfico 7-4: Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
Realizado: Angel Acén, (2020)

Medias éjustadas

Media de GL

40 60 80 4 6 8

Gréfico 8-4: Efectos de variable de forma individual para GL
Realizado por: Acén Angel, (2020)
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El analisis del efecto individual indica que, en el caso de la temperatura, el rango 40°-60° es el éptimo,
en tanto que a mayores temperaturas decrece. Respecto al pH, el efecto decrece a medida que se
desplaza a valores basicos

Medias ajustadas

T*pH pH
J —o— 40
s - 60
- *- 80
s SN
< - - .\\\\
- - \\\
— [ AN
0 W
v 3 \\‘\
o N,
= A
3 \
b= 2 3,
\\\
W,
- \\\\
— NN
1 g BB e LY
- _\;¥
‘m
0
40,0 60,0 80,0
T

Gréfico 91-4: Interaccion de variables para GL
Realizado: Acan Angel, (2020)

Respecto a la interaccién de los factores, se confirma que el efecto méaximo se obtiene a 40°C con
pH 4, seguido de cerca por el efecto de una temperatura de 60°C con pH 6.

Las gréficas de residuos confirman el cumplimiento de supuestos del modelo, con distribucion

normal de los residuos (gréfica de probabilidad e histograma) y aleatoreidad (residuo vs ajustes y
residuo vs orden)
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Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Graéfico 20-4: Probabilidad e histograma para analisis de residuo
Realizado: Acan Angel, 2020

El modelo obtenido tiene un R? de 81,97 lo que indica que se ajusta aproximadamente al 82% de los

datos. Para mejorar este aspecto se recomendaria aumentar el nimero de puntos de medicion.

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0608581 91,99% 8842% 8197%

4.2.1 Hipdtesis General

Ho = Latemperatura y pH no tiene efecto sobre el proceso industrial para la obtencion de

bioetanol por hidroélisis enzimatica de Colocasia esculenta (papa china).

A7= Latemperatura y pH si tiene efecto sobre el proceso industrial para la obtencion de
bioetanol por hidroélisis enzimatica de Colocasia esculenta (papa china).

El analisis del efecto individual indica que, en el caso de la temperatura, el rango 40°-60° es el éptimo,
en tanto que a mayores temperaturas decrece. Respecto al pH, el efecto decrece a medida que se
desplaza a valores basicos
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Se rechaza la Hy y se asevera que la temperatura y pH tienen un efecto significativo sobre el proceso
industrial para la obtencidn de bioetanol por hidr6lisis enzimatica de Colocasia esculenta (papa

china).

4.2.2 Hipdtesis especifica 1
Ho = La composicion bromatoldgica (carbohidratos) de C. esculenta (papa china) del sector
de Macas no es similar a la reportada en bibliografia
Hi = La composicién bromatolégica (carbohidratos) de Colocasia esculenta (papa china) del

sector de Macas es similar a la reportada en bibliografia

El resultado obtenido de la composicidén bromatoldgica en referencia al Manual Técnico del Pequefio
Agricultor realizado por el MAGAP de Morona Santiago indica que la composicion es similar a los

analisis realizados.

Se rechaza la Ho y se asevera que la composicion bromatolégica (carbohidratos) de C. esculenta (papa

china) del sector de Macas es similar a la reportada en bibliografia lo que se demuestra en los

resultados obtenidos.

4.2.3 Hip6tesis especifica 2

HO = Las condiciones éptimas de trabajo (temperatura y pH) no existe para el proceso de
hidr6lisis enzimatica en la obtencién de bioetanol a partir de C. esculenta (papa china)
amazonica?

Hi = Las condiciones 6ptimas de trabajo (temperatura y pH) si existe para el proceso de
hidrdlisis enzimética en la obtencidn de bioetanol a partir de C. esculenta (papa china)

amazonica

Del anélisis de las variables °Brix, en resultados se puede observar que los tratamientos a temperatura

60 °C y pH 4, la hidrolisis enzimatica presenta una mejor conversion de glucosa a etanol

Se rechaza la HO y se asevera que si existen las condiciones dptimas de trabajo (temperatura'y pH)

para el proceso de hidrolisis enzimatica en la obtencién de bioetanol a partir de C. esculenta (papa

china) amazonica.
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4.2.4 Hip6tesis especifica 3
HO = La temperatura y pH no influyen sobre el rendimiento de bioetanol obtenido por
hidrdlisis enzimética de C. esculenta (papa china) amazonica.
Hi = La temperatura y pH si influyen sobre el rendimiento de bioetanol obtenido por

hidroélisis enzimatica de C. esculenta (papa china) amazénica.

Al realizar la interaccion de los factores, se confirma que el efecto maximo se obtiene a 40°C con

pH 4, seguido de cerca por el efecto de una temperatura de 60°C con pH 6.

Se rechaza la HO y se infiere que la temperatura y pH si influyen sobre el rendimiento de bioetanol

obtenido por hidrélisis enzimética de C. esculenta (papa china) amazonica.
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CONCLUSIONES

e En la presente investigacion se logré la obtencién de bioetanol a partir del almidon de C.
esculenta, a traveés del proceso de hidrolisis enzimatica y fermentacién anaerobia,
controlando como variables de estudio la temperatura y el pH, ademas se determinaron

parametros como °Brix y densidad.

e LaC. esculenta, presenta un valor alto de humedad con un valor de 81 %, un porcentaje de
proteina de 5.84 %, almidon 12.44 %, grasa 1.3 %, fibra 2.1 % y ceniza 3.2; todos los

anteriores similares a los reportados en bibliografia.

e La mejor temperatura de operacion se encuentra entre los 40 °C y 60 °C, a mayores
temperaturas el rendimiento baja por inactivacion de la enzima aplicada, y el mejor pH para
el proceso estudiado es 4, reduciéndose la eficiencia a medida que se acerca a la neutralidad

y cayendo en la zona basica, debido a que la actividad de la enzima disminuye.

e En la interaccién de las variables de temperatura y pH se encuentran que las condiciones

optimas de operacion estan a 55 °C y pH 5.5.

o El porcentaje de rendimiento en el proceso de hidrdlisis enzimatica en cuanto a la conversion

de almiddn a glucosa es del 80 %.

41



RECOMENDACIONES

e Serecomienda llevar a cabo otras investigaciones, a diferentes concentraciones de enzima en
la etapa de sacarificacion, con la finalidad de comparar los resultados obtenidos en esta

investigacion.

e Con los resultados obtenidos en la presente investigacion se puede evaluar conjuntamente las
etapas de sacarificacion y fermentacion con lo que se podria disminuir el tiempo de

produccion de bioetanol.

e El valor de R? necesita mejorarse, mediante la inclusiéon de mayores puntos experimentales
de medicion de manera que se pueda obtener un modelo mateméatico que relacione las

variables y sus efectos sobre el rendimiento del proceso.

e Para la etapa de fermentacidn se debe controlar que no ingrese oxigeno al medio y asi evitar
la presencia de otros microorganismos que podrian generar la sintesis de productos no

deseados y comprometer la asignacion de efectos Unicamente al caso de la enzima utilizada.

e Realizar la hidrolisis enzimética a condiciones de 55 °C y pH 5.5 con el fin de obtener un alto
grado de conversion de almidon a glucosa, lo que permitira generar un mejor rendimiento en

cuanto a la obtencion de bioetanol.
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ANEXOS

Anexo A: Proceso de obtencion de almidon de C esculenta

Lavado

Escurrido

Pasta de almidon

Secado Almidon




Anexo B: Descripcion de proceso de obtencion de glucosa

Prueba de Benedict




Anexo C: Proceso de obtencion de bioetanol de C esculenta

Filtracion

Destilacion




Anexo D: Datos de analisis de variables del programa Statistic

Andlisis de papa china (Sacarificacion)

ANOVA
Statistix 10.0

Factorial AOV Table for Brix

Source

Rep
TEMPERATU

pH
TEMPERATU*pH
Error

Total

DF
2
2
2
4

16

26

Grand Mean 13.817
CcVv 5.74

SS
2.127
77.615
9.532
8.007
10.054

107.335

Factorial AOV Table for pHfinal

Source

Rep
TEMPERATU

pH
TEMPERATU*pH
Error

Total

DF
2
2
2
4

16

26

Grand Mean 6.1874
CcVv 3.35

SS
0.0673
0.0463

62.8398
0.3758
0.6859

64.0151

Factorial AOV Table for Residuos

Source

Rep
TEMPERATU

pH
TEMPERATU*pH
Error

Total

DF
2
2
2
4

16

26

Grand Mean 0.6732
CcVv 7.04

SS
0.00117
0.55443
0.19982
0.36509
0.03592
1.15642

07/02/2020; 11:24:41

MS
1.0636
38.8075
4.7658
2.0017
0.6284

MS
0.0337
0.0231

31.4199
0.0939
0.0429

MS
0.00058
0.27721
0.09991
0.09127
0.00224

61.76
7.58
3.19

F

0.54
732.90
2.19

123.48
44.50
40.66

0.0000
0.0048
0.0419

0.5932
0.0000
0.1163

0.0000
0.0000
0.0000



Prueba de Medias
Statistix 10.0 07/02/2020; 11:18:48

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Brix for TEMPERATU*pH

TEMPERATU pH Mean Homogeneous Groups

22 16.033 A

12 16.000 A

11 15.067 AB

21 15.067 AB

13 14.933 AB

23 12.900 BC

31 11.533 C

32 11.483 C

33 11.333 C
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6.221 Critical Value for Comparison

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Brix for TEMPERATU

TEMPERATU Mean Homogeneous Groups

1 15.333 A

2 14.667 A

3 11.450 B
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison

There are 2 groups (A and B) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Brix for pH

pH Mean Homogeneous Groups
2 14506 A

1 13.889 AB

3 13.056 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of pHfinal for TEMPERATU*pH

TEMPERATU pH Mean Homogeneous Groups
13 8.0667 A
23 8.0367 A
33 7.9433 A
32 6.4567 B

0.6473
2.8473

0.3737
1.2587

0.3737
1.2587



22 6.1933 B

12 6.1467 B

21 4.5000 C

11 4.2200 C

31 4.1233 C
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6.221 Critical Value for Comparison

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of pHfinal for TEMPERATU

TEMPERATU Mean Homogeneous Groups

2 6.2433 A

3 6.1744 A

1 6.1444 A
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison

There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of pHfinal for pH

pH Mean Homogeneous Groups

3 8.0156 A

2  6.2656 B

1 42811 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison

Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison

All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Residuos for TEMPERATU*pH

TEMPERATU pH Mean Homogeneous Groups

13 1.0037 A

23 0.9097 AB

21 0.8304 B

22 0.8014 B

12 0.6071 C

32 0.5359 CD

31 0.4995 CD

33 0.4533 CD

11 0.4182 D
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6.221 Critical Value for Comparison

There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Residuos for TEMPERATU
TEMPERATU Mean Homogeneous Groups

2 0.8472 A
1 0.6763 B

0.1691
0.7437

0.0976
0.3288

0.0976
0.3288

0.0387
0.1702



3 0.4962 c

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0223
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison 0.0752
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Residuos for pH

pH Mean Homogeneous Groups
3 0.7889 A
2 0.6481 B
1 0.5827 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison 0.0223
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison 0.0752
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Resumen estadisticos
Statistix 10.0 07/02/2020; 11:25:42

Breakdown for Brix

pH
TEMPERATU 1 2 3 Total
T T 1
1 Mean 15.067 16.000 14.933 15.333
SD 0.7371 0.9849 1.3051 1.0283
Min 14.500 15.200 13.900 13.900
Max 15.900 17.100 16.400 17.100
| | |
I [ |
2 Mean 15.067 16.033 12.900 14.667
SD 0.9074 0.6506 0.3606 1.5083
Min 14.400 15.400 12.500 12.500
Max 16.100 1|6.7OO 13.2|00 16.700 |
I [ |
3 Mean 11.533 11.483 11.333 11.450
SD 0.7095 0.5008 0.8622 0.6185
Min 10.900 11.000 10.400 10.400
Max 12.300 12.000 12.100 12.300
l I I
Total Mean  13.889 14.506 13.056 13.817
SD 1.8944 2.3556 1.7572 2.0318
Min 10.900 11.000 10.400 10.400
Max  16.100 17.100 16.400 17.100
Cases Included 27 Missing Cases 0
Breakdown for pHfinal
pH
TEMPERATU 1 2 3 Total

I I 1
1 Mean | 4.2200 | 6.1467 | 8.0667 | 6.1444



SD
Min
Max

2 Mean
SD
Min
Max

3 Mean
SD
Min
Max

Total Mean
SD
Min
Max

Cases Included 27 Missing Cases 0

Breakdown for Residuos

TEMPERATU

1 Mean
SD
Min
Max

2 Mean
SD
Min
Max

3 Mean
SD
Min
Max

Total Mean
SD
Min
Max

Cases Included 27 Missing Cases 0

0.1000 0.0551 0.0814 1.6671
4.1200 6.0900 8.0100 4.1200
4.3200 6.2000 8.1600 8.1600
| | |
L I |
4.5000 6.1933 8.0367 6.2433
0.5724 0.0115 0.0462 1.5586
4.1400 6.1800 8.0100 4.1400
5.1600 6|.2000 8.09|00 8.0900 |
I I 1
41233 6.4567 7.9433 6.1744
0.0252 0.0971 0.1305 1.6696
4.1000 6.3500 7.8400 4.1000
4.1500 6.5400 8.0900 8.0900
] ] |
4.2811 6.2656 8.0156 6.1874
0.3365 0.1553 0.0977 1.5691
4.1000 6.0900 7.8400 4.1000
5.1600 6.5400 8.1600 8.1600
pH
1 2 3 Total
T T 1
0.4182 0.6071 1.0037 0.6763
0.0220 0.0153 0.0852 0.2626
0.3974 0.5945 0.9544 0.3974
0.4412 0.6241 1.1021 1.1021
| | |
I I |
0.8304 0.8014 0.9097 0.8472
0.0123 6.261E-03 0.0426 0.0534
0.8175 0.7954 0.8694 0.7954
0.8421 OI.8079 O.95|42 0.9542I
I I 1
0.4995 0.5359 0.4533 0.4962
0.0387 0.0323 0.0776 0.0585
0.4752 0.4989 0.3945 0.3945
0.5441 0.5584 0.5412 0.5584
] | |
0.5827 0.6481 0.7889 0.6732
0.1905 0.1204 0.2623 0.2109
0.3974 0.4989 0.3945 0.3945
0.8421 0.8079 1.1021 1.1021



Analisis Destilado

ANOVA

Statistix 10.0

07/02/2020; 11:35:47

Factorial AOV Table for Brix

Source
Rep
Temp

pH
Temp*pH
Error
Total

Grand Mean
cVv

Factorial AOV Table for Destilado

Source
Rep

pH

Temp
pH*Temp
Error
Total

Grand Mean
cVv

Factorial AOV Table for Densidad

Source
Rep

pH

Temp
pH*Temp
Error
Total

Grand Mean
CcVv

DF SS
2 0.00667
2 1.55556
2 0.02889
4 0.03556
16 0.06000
26 1.68667
0.4778
12.82

DF SS

2 7.63

2 3934.30

2 622.74
4 1157.26
16 133.04
26 5854.96

28.963
9.96

DF SS
2 4.519E-08
2 4.941E-05
2 3.284E-05
4 1.720E-05
16 1.081E-06
26 1.006E-04
0.9981
0.03

Factorial AOV Table for GL

Source
Rep

DF SS
2 0.9630

MS
0.00333
0.77778
0.01444
0.00889
0.00375

MS

3.81
1967.15
311.37
289.31

8.31

MS
2.259E-08
2.470E-05
1.642E-05
4.300E-06
6.759E-08

MS
0.4815

207.41
3.85
2.37

F

236.58
37.45
34.80

F

365.46
242.92
63.62

0.0000
0.0431
0.0961

0.0000
0.0000
0.0000

0.0000
0.0000
0.0000



pH 2 22.2963 11.1481 31.27 0.0000
Temp 2 39.1852 19.5926 54.96 0.0000
pH*Temp 4  15.0370 3.7593 10.55 0.0002
Error 16 5.7037 0.3565

Total 26 83.1852

Grand Mean 2.2593
CcVv 26.43

Factorial AOV Table for pHf

Source DF SS MS F P
Rep 2 0.00956 4,781E-03

pH 2 0.01672 8.359E-03 5.37 0.0164
Temp 2 0.01943 9.715E-03 6.24 0.0099
pH*Temp 4 0.02115 5.287E-03 3.40 0.0342
Error 16 0.02490 1.556E-03

Total 26 0.09176

Grand Mean 3.7970
CcVv 1.04

Prueba de medias
Statistix 10.0 07/02/2020; 11:31:32

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Brix for pH
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Brix for Temp

Temp Mean Homogeneous Groups
1 0.8111 A
2 0.3667 B
3 0.2556 c

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 3.651 Critical Value for Comparison
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Brix for pH

pH Mean Homogeneous Groups
2 05111 A

1 0.4889 AB

3 04333 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 3.651 Critical Value for Comparison
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Brix for Temp*pH
TemppH Mean Homogeneous Groups

12 0.9000 A
11 0.7667 A

0.0289
0.0745

0.0289
0.0745



13 0.7667 A

21 0.4333 B

22 0.3667 BC

23 0.3000 BC

31 0.2667 BC

32 0.2667 BC

33 0.2333 C
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 5.035 Critical Value for Comparison

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Destilado for pH

pH Mean Homogeneous Groups
1 42556 A
2 31111 B
3  13.222 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Destilado for pH*Temp

pH Temp  Mean Homogeneous Groups

11 53.000 A

12 46.667 A

22 43.667 A

13 28.000 B

21 26.333 B

23 23.333 BC

33 15.667 CD

31 13.667 CD

32 10.333 D

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6.221 Critical Value for Comparison

There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Destilado for Temp

Temp Mean Homogeneous Groups
2 33.556 A
1 31.000 A
3 22.333 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Densidad for pH

0.0500
0.1780

1.3593
4.5786

2.3544
10.357

1.3593
4.5786



pH Mean Homogeneous Groups
3 0.9999 A
2 0.9976 B
1 0.9967 Cc

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Densidad for pH*Temp

pH Temp  Mean Homogeneous Groups

33 1.0001 A
32 1.0000 A
23 0.9999 A
31 0.9997 A
13 0.9987 B
22 0.9976 C
11 0.9958 D
12 0.9957 D
21 0.9953 D
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6.221 Critical Value for Comparison

There are 4 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Densidad for Temp

Temp Mean Homogeneous Groups
3 0.9996 A
2 0.9978 B
1 0.9969 C

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison
All 3 means are significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of GL for pH

pH Mean Homogeneous Groups
1 31111 A
2  2.6667 A
3 1.0000 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of GL for pH*Temp
pH Temp  Mean Homogeneous Groups

11 4.6667 A
22 4.3333 A

1.226E-04
4.128E-04

2.123E-04
9.338E-04

1.226E-04
4.128E-04

0.2815
0.9480



12 4.0000 A

21 3.3333 AB

31 1.3333 BC

32 1.0000 C

13 0.6667 C

33 0.6667 C

23 0.3333 Cc

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6.221 Critical Value for Comparison

There are 3 groups (A, B, etc.) in which the means
are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of GL for Temp

Temp Mean Homogeneous Groups
1 3.1111 A
2 3.1111 A
3 0.5556 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of pHf for pH

pH Mean Homogeneous Groups

1 3.8322 A

2 3.7800 A

3 3.7789 A

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison
There are no significant pairwise differences among the means.

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of pHf for pH*Temp

pH Temp  Mean Homogeneous Groups

12 3.8933 A
11 3.8467 A
21 3.8200 A
31 3.8100 A
23 3.7633 A
32 3.7633 A
33 3.7633 A
22 3.7567 A
13 3.7567 A
Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 6.221 Critical Value for Comparison

There are no significant pairwise differences among the means.
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of pHf for Temp

Temp Mean Homogeneous Groups

0.4875
2.1445

0.2815
0.9480

0.0186
0.0626

0.0322
0.1417



1 3.8256 A
2 3.8044 AB
3 3.7611 B

Alpha 0.01 Standard Error for Comparison
Critical Q Value 4.764 Critical Value for Comparison
There are 2 groups (A and B) in which the means

are not significantly different from one another.

Resumen de estadisticos

Statistix 10.0 07/02/2020; 11:38:42
Breakdown for Brix

Temp
pH 1 2 3 Total
T T 1
1 Mean 0.7667 0.4333 0.2667 0.4889
SD 0.0577 0.0577 0.0577 0.2261
Min 0.7000 0.4000 0.2000 0.2000
Max 0.8000 0.5000 0.3000 0.8000
| | |
I I |
2 Mean 3.3000 0.3667 0.2667 1.3111
SD 4.0706 0.0577 0.0577 2.5241
Min 0.9000 0.3000 0.2000 0.2000
Max 0.5000 OI.4OOO 0.30|00 0.05 |
I [ I
3 Mean 0.7667 0.3000 0.2333 0.4333
SD 0.0577 0.0000 0.0577 0.2550
Min 0.7000 0.3000 0.2000 0.2000
Max 0.8000 0.3000 0.3000 0.8000
l l I
Total Mean 1.6111 0.3667 0.2556 0.7444
SD 2.3976 0.0707 0.0527 1.4708
Min 0.7000 0.3000 0.2000 0.2000
Max  8.0000 0.5000 0.3000 8.0000
Cases Included 27 Missing Cases 0
Breakdown for Destilado
Temp
pH 1 2 3 Total
T T 1
1 Mean 53.000 46.667 28.000 42.556
SD 2.6458 3.2146 4.0000 11.620
Min 50.000 43.000 24.000 24.000
Max 55.000 49.000 32.000 55.000
| | |
I I |
2 Mean 26.333 43.667 23.333 31.111
SD 2.0817 4.7258 2.0817 9.9051
Min 24.000 40.000 21.000 21.000
Max 28.000 4|9.000 25.0|00 49.000 |
I I I
3 Mean 13.667 10.333 15.667 13.222
SD 1.5275 1.5275 1.1547 2.6352

0.0186
0.0626



Min

Max
Total Mean
SD
Min
Max

Cases Included 27 Missing Cases 0

Breakdown for Densidad

pH

1 Mean
SD
Min
Max

2 Mean
SD
Min
Max

3 Mean
SD
Min
Max
Total Mean
SD
Min
Max

Cases Included 27 Muissing Cases 0

Breakdown for GL

pH

1 Mean
SD
Min
Max

2 Mean
SD
Min
Max

3 Mean
SD

12.000 9.0000 15.000 9.0000
15.000 1|2.000 17.0|00 17.000 |
31.000 33.556 22.333 28.963
17.486 17.714 5.8737 15.006
12.000 9.0000 15.000 9.0000
55.000 49.000 32.000 55.000
Temp
1 2 3 Total
T T 1
0.9958 0.9957 0.9987 0.9967
5.774E-05 1.732E-04 0.0000 1.486E-03
0.9957 0.9955 0.9987 0.9955
0.9958 O|'9958 0.99|87 0.9987I
I I |
0.9953 0.9976 0.9999 0.9976
2.082E-04 1.155E-04 0.0000 2.010E-03
0.9951 0.9975 0.9999 0.9951
0.9955 0.9977 0.9999 0.9999
| | |
I [ |
0.9997 1.0000 1.0001 0.9999
6.557E-04 1.732E-04 1.155E-04 3.833E-04
0.9990 0.9999 1.0000 0.9990
1.0003 1|.0002 1.00|02 1.0003 |
0.9969 0.9978 0.9996 0.9981
2.131E-03 1.872E-03 6.483E-04 1.967E-03
0.9951 0.9955 0.9987 0.9951
1.0003 1.0002 1.0002 1.0003
Temp
1 2 3 Total
T 1 1
4.6667 4.0000 0.6667 3.1111
0.5774 1.0000 0.5774 1.9650
4.0000 3.0000 0.0000 0.0000
5.0000 5|.0000 1.00|00 5.0000 |
[ [ |
3.3333 4.3333 0.3333 2.6667
0.5774 0.5774 0.5774 1.8708
3.0000 4.0000 0.0000 0.0000
4.0000 5.0000 1.0000 5.0000
| | |
I I |
1.3333 1.0000 0.6667 1.0000
0.5774 0.0000 0.5774 0.5000




Min
Max

Total Mean
SD
Min
Max

Cases Included 27 Missing Cases 0

Breakdown for pHf

pH

1 Mean
SD
Min
Max

2 Mean
SD
Min
Max

3 Mean
SD
Min
Max

Total Mean
SD
Min
Max

Cases Included 27 Muissing Cases 0

1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
2.0000 1I.OOOO 1.00|00 2.0000 |
3.1111 3.1111 0.5556 2.2593
1.5366 1.6915 0.5270 1.7887
1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
5.0000 5.0000 1.0000 5.0000
Temp
1 2 3 Total
T ] 1
3.8467 3.8933 3.7567 3.8322
0.0451 0.0208 0.0252 0.0663
3.8000 3.8700 3.7300 3.7300
3.8900 3I.9100 3.78|00 3.9100I
I I |
3.8200 3.7567 3.7633 3.7800
0.0200 0.0153 0.0569 0.0433
3.8000 3.7400 3.7000 3.7000
3.8400 3.7700 3.8100 3.8400
| | |
[ I |
3.8100 3.7633 3.7633 3.7789
0.0600 0.0551 0.0603 0.0558
3.7500 3.7000 3.7000 3.7000
3.8700 3I.8000 3.82|00 3.8700 |
3.8256 3.8044 3.7611 3.7970
0.0422 0.0733 0.0434 0.0594
3.7500 3.7000 3.7000 3.7000
3.8900 3.9100 3.8200 3.9100
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