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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo obtener alcohol etilico a partir de las semillas de frutipan
de la especie Artocarpus communis, mediante diferentes fases del proceso como; extraccion de
almidon, hidrdlisis, fermentacion y analisis fisicos quimicos. En la extraccion del almidén por via
himeda se obtuvo un rendimiento de 16,34% y una humedad de 10,16%. Para la conversion de
almidon en glucosa se empled hidrdlisis acida y se llevé a cabo 4 tratamientos con tres
repeticiones, en un disefio experimental 2k, las variables fueron concentracion de almidon y
concentracion del HCI, de los cuales el mejor tratamiento fue el tratamiento dos el cual se obtuvo
a partir de 50% p/v de almiddn y 37% p/v de &cido, alcanzando los 63,67 grados Brix, segun el
analisis estadistico las variables del proceso, concentracion de almidén y concentracién de &cido,
tuvo influencia sobre los grados Brix motivo por el cual el tratamiento escogido es viable para el
proceso de fermentacion anaerobia por su mayor contenido de azlcares reductores. Finalmente,
a partir del mejor tratamiento se dio paso a dos fermentaciones alcoholicas la primera de 12 dias
y la segunda de 20 dias, luego de una destilacion simple se obtuvo 36° grados alcohélicos y un
rendimiento de 20,52% considerandose como eficaz. Los andlisis fisicos y quimicos reportaron
un alcohol de carécter neutro con los valores establecidos por la norma NTE INEN 375 en los
cuales se obtuvo una acidez de 2,4 mg/cm3, esteres 3,0 mg/cm3, aldehidos 1,3 mg/cm3, furfural
0,01 mg/cm3, metanol 8,6 mg/cm3y alcoholes superiores 2,2 mg/cm3. Se recomienda realizar
una hidrdlisis enzimatica para la comparacién del proceso de obtencion de alcohol, asi como

también enriquecer el mosto para obtener mayores grados alcohdlicos.

Palabras claves: <ALCOHOL ETILICO> <ALMIDON>, <FRUTIPAN (Artocarpus
communis)>, <HIDROLISIS ACIDA>, <FERMENTACION ALCOHOLICA>,

0240-DBRA-UPT-2023
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SUMMARY

The objective of this work dealt with obtaining ethyl alcohol from frutipan seeds of the Artocarpus
communis species, through different phases of the process, such as starch extraction, hydrolysis,
fermentation and physical-chemical analysis. In the wet extraction of starch, a yield of 16.34%
and a moisture content of 10.16% was obtained. For the conversion of starch into glucose, acid
hydrolysis was used and 4 treatments were carried out with three replicates, in a 2k experimental
design, the variables were starch concentration and HCI concentration, of which the best treatment
was treatment two, which was obtained from 50% w/v of starch and 37% wi/v of acid. According
to the statistical analysis, the process variables, starch concentration and acid concentration, had
an influence on the Brix degrees, which is why the chosen treatment is viable for the anaerobic
fermentation process due to its higher content of reducing sugars. Finally, based on the best
treatment, two alcoholic fermentations were carried out, the first for 12 days and the second for
20 days; after a simple distillation, 36° alcoholic degrees and a yield of 20.52% were obtained,
which is considered effective. The physical and chemical analyses reported a neutral alcohol with
the values established by NTE INEN 375, with an acidity of 2.4 mg/cm3, esters 3.0 mg/cm3,
aldehydes 1.3 mg/cm3, furfural 0.01 mg/cm3, methanol 8.6 mg/cm3 and higher alcohols 2.2
mg/cma3. It is recommended to perform an enzymatic hydrolysis for the comparison of the process
of obtaining alcohol, as well as to enrich the must to obtain higher alcoholic degrees.

Key words: <ETHYLIC ALCOHOL>, <STARCH>, <FRUTIPAN (Artocarpus communis)>,
<ACID HYDROLYSIS>, <ALCOHOLIC FERMENTATION>.
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INTRODUCCION

El alcohol etilico es un producto de la fermentacion alcohdlica proveniente de diversas materias
prima, especialmente las que son ricas en hidratos de carbono y altos porcentajes de azlcares
fermentables. En Ecuador el alcohol etilico es altamente consumido por la poblacién 'y es uno de
los productos que benefician la economia del pais. Una de las principales materias primas para
producir etanol es la cafia de azlcar por su alto contenido de azucares fermentables y su buen
rendimiento, otras de las fuentes son las materias primas ricas en hidratos de carbono como
almidones provenientes de semillas, tubérculos como la yuca o la papa, cereales y cualquier
alimento que posea almidén.

El almiddn puede ser desdoblado a azlcares fermentables por medio de una hidrolisis cida o
enzimatica, dando paso a la obtencién de un jarabe glucosado el cual permite la fermentacion
alcoholica, mediante el uso de levaduras las cuales se alimentan de azlcares liberando CO2 y
etanol. Los frutos obtenidos del arbol del pan de la especie Artocarpus altilis, denominado
Artocarpus communis, poseen una considerable cantidad de semillas, las cuales poseen almidén
nativo, este almidén hidrolizado es un potencial para la produccion de alcohol etilico mediante
fermentacion alcohdlica. Actualmente la fruta de pan no es comercializada de ninguna forma, su
Unico uso es de forma casera y como alimento para animales, la obtencién de alcohol etilico a
partir de frutipan es un producto el cual en futuras investigaciones puede ser producido

industrialmente y ser comercializado.



CAPITULO I

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

El Ecuador es un pais rico en fauna y flora, su vegetacion es variada por su gran diversidad
ecologica, segun Patzelt, (1985, p.16), existen mas de veintidés mil especies diferentes de
vegetacion en el pais. Sus cuatro regiones poseen climas diferentes; calidos, frios y himedos lo
que permite la variedad de vegetacion. Las frutas con més reconocimiento en el pais desde antafio
han sido el cacao y banano, ambas frutas tuvieron su gran demanda de consumo a nivel
internacional.

Existe una gran variedad de frutas tropicales conocidas las cuales son consumidas diariamente
por los ecuatorianos sea directamente o en productos industrializados como mermeladas, jarabes,
golosinas, bebidas, etc. Entre ellas se encuentran la naranja mandarina, limén, pifia, papaya, entre
otras. Por otro lado, también existen las frutas exéticas las cuales solo son conocidas en el sector
en el que se producen como es el caso de la fruta de pan o frutipan cominmente conocido, esta
es una especie que se produce en climas tropicales y son poco reconocidas, normalmente se
consumen de forma casera en coladas, frituras o cocinadas, también se usa como alimento para
animales como guatuso, vacas, caballos y cerdos.

Recientemente existe una gran aceptacion hacia los diferentes productos obtenidos de la yuca y
platano entre ellos se encuentra; harina, almidones, alcoholes, jarabes etc. La fruta de pan aunque
es conocida hace siglos no recibe la misma atencién debido a la falta de andlisis de la fruta
(GRAHAM & DE BRAVO, 1981,p. 535). La produccion de frutipan (Artocarpus communis) se presenta
durante todo el afio, pero en las épocas mas lluviosas se presenta su mayor produccion.

El arbol de frutipan es muy alto, segiin Arango & Quijano (1997, p.8), este arbol llega a medir de
12 a 15 metros de altura, motivo por el cual la fruta entera no se puede recolectar directamente
del arbol, sino, que se debe esperar hasta que el fruto madure y caiga. En el cantén La Concordia,
provincia de Santo Domingo de los Tsachilas existe variedades de arboles de frutipan los fines de
dichos frutos son solo caseros. Al ser una fruta que esta al alcance de cualquier persona se ve la
viabilidad de crear nuevos productos a partir de dicho fruto, no solamente elaboracion de harinas
0 en recetas caseras, es asi como se prevé plantear la produccion de alcohol etilico a partir del

frutipan como una propuesta a la innovacion de nuevos productos del frutipan.



1.2.Problema general de investigacion

El arbol del pan posee frutos de 10 a 20 cm de ancho segin Valdivié. & Alvarez (2003, p.169).
Cada fruto tiene una gran cantidad de semillade 1 a 3 cm (Villasefior, 2015, p.8). Por el gran tamafio
del arbol los frutos no pueden ser recolectados directamente, por lo que se debe esperar a que
madure y caiga por efecto de la gravedad.

Una vez en el suelo los frutos se encuentran expuestos a contaminantes biolégicos, por lo que
debe ser recolectado durante los primeros cinco dias y maximo hasta los 10 dias, a partir de los
10 dias se hallan hongos como; A. niger, Rhizopus sp., B. theobromae M. fulva, Penicillium sp. y
A. flavus (Amusa et al., 2002, p.59).

Es posible crear nuevos productos aprovechando todas las partes de la especie A. communis,
gracias a los componentes que poseen, las hojas son usadas para la produccion de gel cicatrizantes
y actualmente existen investigaciones referentes a productos obtenidos a partir de la semilla del

fruto, su gran mayoria se centra en la obtencion de harinas y recetas a partir de esta.

1.3. Problemas especificos de investigacion

La cantidad de almidon que se extrae de las semillas del fruto son uno de los factores importantes
para la obtencién de alcohol etilico. Para poder realizar un proceso de fermentacién se debe
obtener un jarabe glucosado para obtener asi un mayor rendimiento, una hidrdlisis acida ayuda a
convertir las cadenas de azlcares complejas del almidén en otras mas simples dando asi el
glucosado requerido para fermentar, por lo tanto, en la etapa de hidrolisis es una de las etapas
claves en donde se debe determinar las variables a controlar, como; concentracion de almidén,
concentracion del acido, temperaturas y pH. Asi como también la conversion de almidén a
glucosa. La determinacién de azucares por la concentracion de grados brix permitird determinar
el mejor tratamiento a usar en la etapa de fermentacion alcohélica y una destilacion simple para

purificar el alcohol obtenido.

1.4.Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Obtencio6n de alcohol etilico a partir de frutipan (Artocarpus communis).



1.4.2. Objetivos especificos

e Extraer almidon a partir de las semillas de frutipan Artocarpus communis para su posterior
uso en la obtencion de alcohol etilico.

e Determinar las variables de los procesos de hidrolisis mediante la aplicacion de un disefio
experimental y su posterior analisis estadistico.

¢ Realizar una fermentacion alcoholica del jarabe glucosado para su posterior destilacion.

o Establecer los parametros fisicoquimicos del producto obtenido mediante lanorma NTE INEN
375.

1.5. Justificacion

1.5.1. Justificacion tedrica

Los alcoholes obtenidos a partir de almidén de papa, yuca, banano y maiz tienen buen rendimiento
de acuerdo con investigaciones realizadas. Puerta, (2018, p.73) afirma que, el rendimiento de etanol
obtenido a partir de almidén de maiz mediante los procesos de hidrélisis acida y fermentacién
alcoholica fue de 78,1% siendo viable para la produccion de alcohol etilico.

Segun lo estudiado por Madruga et al., (2014, p.442), las semillas de frutipan tanto blandas como
duras presentan un porcentaje de almidon entre los 90- 94%. Debido a su contenido en almidén

se ve la viabilidad de producir alcohol a partir de la semilla de frutipan.

1.5.2. Justificacion metodolégica

La obtencién de alcohol etilico posee varias etapas empezando por la obtencién de almidén a
partir de las semillas del arbol del pan, una segunda etapa de hidrdlisis en la que se considera
punto clave para la obtencién de alcohol porque puede cambiar las propiedades de su estructura
y funcionalidad sin cambiar su morfologia granular (wang & Copeland, 2015, p.12).

Las variables que determinan el proceso de hidrolisis son; concentracién del acido, temperatura
y concentracion del almidén. Una vez obtenido el almidon hidrolizado dando paso a la conversion
de almidén en glucosa, se determinan mediante pruebas cualitativas y medicién de los grados
brix, dando paso a la etapa de fermentacion alcohdlica, con la ayuda de levaduras la
Saccharomyces cerevisiae, la cual es una de las méas utilizadas permitiendo la conversién rapida

de azUcares en etanol (Dashko et al., 2014, p.2).



1.5.3. Justificacion préactica

Las semillas son recolectadas en el canton La Concordia, Provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas, recogiendo 2.5kg de semilla semanales. La obtencion del almidon se realiza a escala
semi industrial en los laboratorios de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
Laboratorios de Procesos Industriales y Laboratorio de Quimica Organica donde se realizaran las
pruebas cualitativas de almidén y conversion a glucosa. El proceso de fermentacién alcohdlica
puede realizarse con un sistema anaerébico casero con una trampa de agua. Las pruebas para
determinacion del cumplimiento de los requisitos de alcohol etilico de origen agricola para la
utilizacion de bebidas alcohélicas se haran de acuerdo con la Norma NTE INEN 375, donde se

especifica los parametros a cumplir.

1.6. Hipotesis

o Es posible obtener alcohol etilico a partir de frutipan (Artocarpus communis).

e El tipo de almidén obtenido de frutipan es viable para la obtencion de alcohol.

e Ladeterminacion de las variables en el proceso de hidrélisis determina el mejor tratamiento.

e Los grados alcoholicos que se esperan obtener dependen del valor obtenido en la medicion de
los grados Brix.

e Las pruebas fisicoquimicas determinan la calidad del alcohol.



CAPITULO I

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Para la obtencion de alcohol etilico a partir de frutipan de la especie (Artocarpus altilis), se
requiere la obtencion del almiddn proveniente de las semillas del fruto (Artocarpus communis),
puesto que en la variedad de frutipan “con semilla” contienen un alto contenido de semillas de un
tamafio de 1 a 3 cm. En la investigacion propuesta por Farida et al., (2015, p.26) para la obtencion
de Bioetanol a partir de del almidén de fruta de pan (Artocarpus communis) por ingenieria de
sacarificacion simultanea y fermentacion (ESSF) usando consorcio de microbios, sugiere que
dicha fruta tropical es una buena alternativa para la produccién de bioetanol, puesto que posee un
79,46% de carbohidratos siendo este un valor relativamente alto. A partir de 1kg de fruta de pan
se caracteriz6 el almidon proveniente de dicha especie y se obtiene que las semillas de la fruta de
pan posee un 5,45% de humedad, 1,35% de cenizas en base seca, 0,37% de grasas 0,69% de
proteinas, 1,25% de fibra 'y un 96,34% de carbohidratos totales (Faridaetal., 2015, p.27). El contenido
de almidon fue de 89% de en base seca, dicho valor fue analizado cuantitativamente por el método
Anthrone midiendo la absorbancia de una longitud de onda de 620nm en un espectrofotémetro
segln Farida et al., (2015, p.27), se concluye asi que el almidén obtenido de la semillas de la
especie A. Communis es fuente viable para la obtencion de bioetanol la técnica empleada permitié
obtener una conversion cinética de fermentacion del 90% mientras que, de la forma se
sacarificacion y fermentacion disefiada se obtiene un 96% de la conversion.

Thuy et al., (2020, p.151), en el trabajo investigativo realizado sobre el efecto del tratamiento
alcoholico con HCl en la modificacién de jaca (artocarpus heterophyllus lam) almidén de semilla,
realiza la obtencion del almidén a partir de las semillas en el cual usa semillas frescas y enteras,
retirando su corteza gruesa la parte de las semillas. Estas semillas fueron trituradas para poder
romper las células y dar paso a la obtencion del almidén. El proceso de molienda se realiza con
agua en relacion 1:5 (peso/liquido) que contiene 0,1 de NaHSO3 para que la coloracion del
almidon no sea oscura finalmente se filtra y se deja sedimentar el almidén, el almidén
sedimentado se deja se centrifuga a 500 rpm durante 15 minutos el almidon recogido se secé en
una estufa durante 2 dias a 50°C. Para este mismo trabajo se aplica una hidrélisis acida con HCI
usando metanol y etanol como disolvente, los productos de esta hidrdlisis fueron secados a 50°C
por 10 horas, para la hidrdlisis se usan 25g de almidén con HCI variando las concentraciones en
2% ,4%, 6%, 8% y 12% en soluciones de alcohol donde el tratamiento con la mayor concentracion

de HCI tuvo una gran disminucion en la viscosidad del almidon. La caracterizacion de este



almidon se obtuvieron resultados de; humedad 9,40%, cenizas 2,34%, proteina 0,71%, grasas
0,19%, fibra 0,71% y carbohidratos totales 87,25%. La modificacion acida del almidon nativo en
metanol y etanol da lugar a almidones altamente solubles, por lo cual se concluye que es posible
obtener dextrinas limites a partir del almidon de las semillas de jaca (Thuy et al., 2020, p.155).
Puerta, (2018) en su trabajo de investigacion previo a la obtencion del titulo de Ingenieria
Agroindustria e Industrias Alimentarias, con el tema; efecto de la cinética de hidrolisis &cida de
almidon de maiz (zea mays I.) en el rendimiento para la obtencion de etanol, afirma que; Un
tratamiento eficaz debe ser de bajo costo y bajo consumo energético. Asi mismo, debe evitar la
degradacion o pérdida de carbohidratos o formacion de subproductos inhibitorios para las enzimas
y microorganismos en los procesos de hidrélisis y fermentacion.

El costo de enzimas alfa-amilasa y glucoamilasa son muy costosas y no se encuentran al alcance,
por otro lado, una hidrolisis &cida es un método tradicional en el cual se han obtenido buenos
resultados, bajo el mismo trabajo investigativo se obtuvo un rendimiento de etanol de 78,1% con
una concentracion de almidon al 35%, una concentracion de HCI al 37% en un tiempo de
hidrolisis de 35 minutos. Una fermentacion alcoholica a partir de almidén se realiza gracias a la
ayuda de levaduras especialmente la (Saccharomyces cerevisiae), son mas usadas por su
capacidad de convertir rdpidamente los azlcares en etanol en condiciones anaerdbicas y aerébicas
(Dashko et al., 2014, p.2)

En el trabajo realizado por Barcia, (2015), donde se realiza el trabajo de investigacion obtencion
de etanol a partir de Artocarpus heterophyllus lam. (Jackfruit) considerando diferentes estados
fisiologicos de la fruta, se realiza una fermentacion alcoholica utilizando levadura Saccharomyces
cerevisiae a un pH de 4.5-5 para el crecimiento 6ptimo, el fermentado se realiz6 durante 10 dias
y se obtuvo como mejor rendimiento etanol al 11,4 % a diferencia de Puerta (2010, p.73), en su
trabajo realizado us6 la misma levadura pero en mayor tiempo de fermentacion y obtuvo un

rendimiento de etanol de 78,1%.

2.2.Referencias tedricas

2.2.1. Generalidades del frutipan

El arbol del pan es una especie oriunda de las Islas de Pacifico, Malasia y Ceilan, este es una
especie de arbol que se desarrolla en climas tropicales, su altura varia entre los 8 a 20 m y el
didmetro de su tronco mide méas de 60cm (Valdivié & Alvarez, 2003, p.169).

Es un &rbol coposo y posee hojas alternas con separaciones posee latex lechoso y blanco, su forma
es ovoide y sus frutos pesan entre 1 a 3 kg (Arango & Quijano, 1997, p.8). Su primera cosecha se da a
los 4-6 afios (Amusa et al., 2002, p.57). Existen dos tipos de especies con semillay sin semilla, las que

poseen semillas tienen mas de 50 semillas por cada fruto con un tamafio de 1 a 3cm, del peso total
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de la semilla el 75 por ciento es parte comestible y el 25 por ciento restante es cascara o cuticula
(Duarte Aragén et al., 2017, p.15).

Entre los sindnimos botanicos de A. altilis se encuentran A. communis J.R. & G. Forsty A. incisus
(Thunb.) L.f (Parrota, 1994, p.57).

En la investigacion propuesta por Tirado et al., (2015, p.86) afirma que, el arbol del pan
(Artocarpus altilis) es una especie perteneciente a:

e Género: Artocarpus
e Tribu: Artocarpeae

e Familia: Moraceae con cientos de variedades.

Al ser la especie mas conocidas es una de las mas estudiadas, comprendiendo sus caracteristicas,
beneficios e importancia, Artocarpus communis se conoce a la fruta tropical que se obtiene del
arbol del pan de la especie antes mencionada (Tirado et al., 2015, p.86).

En la Provincia de Santo Domingo de los Tséchilas se estima que hay 85 arboles por hectarea de
terreno, de los cuales de cada arbol se obtienen aproximadamente 120 frutos con un peso
promedio de 744g (Uribe, 2017, p.1).

llustracion 1-2: %rtocarpus Communis (Fruta de la especie Artocarpus AItiIis)I
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

2.2.1.1. Clima

El clima adecuado para el crecimiento de la fruta de pan o “beadfruit” en inglés, de la especie con
semilla se da en climas tropicales de temperaturas entre 18 a 32 °C, con precipitaciones anuales
de 1500 a 2500 mm (Parrota, 1994, p.53).



2.2.1.2. Ciclo vital

o Flores

Posee flores monoicas, en su arbol contienen flores femeninas y masculinas al mismo tiempo, las
flores de sexo masculino se diferencian de las femeninas porque contienen espigas de forma
cilindricas de 12 a 40 cm de largo y un didmetro de 2.5 a 5cm, con un color amarillento, ademas
poseen un caliz de dos I6bulos. Por el contrario, las flores femeninas miden de 6 a 7 cm de largo
y un didmetro de 4cm y estas posee un céliz tubular en forma de cono y un pistilo con un ovario

hundido en la célula (Parrota, 1994, p.54).

e Frutos

Normalmente un arbol de frutipan empieza a obtener frutos a partir de los 4 afios y su produccion
se da dos veces al afio siendo continua entre marzo a septiembre con su maxima produccion de

frutos maduros entre los meses de junio y agosto (Parrota, 1994, p.54).

llustracion 2-2: Primeros frutos del arbol del pan

Realizado por: Rodriguez, S. 2022.

La parte interna del fruto posee poca cantidad comestible de color blanquecino dicho fruto esta
conformada en su mayor parte por semillas de color café con una forma redondeada cada fruto

tiene un aproximado de 50 a 100 semillas (Parrota, 1994, p.54).
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Tabla 1-2: Estados de madurez de la fruta de pan Artocarpus communis
TIPOS DE MADURACION DE LA FRUTA DE PAN Artocarpus communis

Al ser desprendida del tallo, cortado o perforado, este fruto desprende
Fruta muy inmadura una cantidad de latex lechoso, en la pulpa se produce un color
oxidativo muy notorio y su pulpa es muy dura, caracteristicas con las

cuales se concluye que el fruto no esta apto para el consumo.

Presenta menos exudacién y decoloracion oxidativa que las frutas
Fruta inmadura muy inmaduras y su tamafio es mas grande.

La cobertura de la fruta ya no presenta un color verdoso como en las
Fruta madura frutas inmaduras, en este caso se presenta un color amarillento, y su
pula posee un color blanquecino o crema dependiendo la fruta, no
existe exudado, ni decoloracion oxidativa, es asi como, se puede

decir que la fruta esta apta para el consumo.

Fruta muy madura El color de la envoltura pasa de ser amarillento a un color café
oscuro, presentan grietas, su pulpa posee un color muy amarillento y

su textura es muy blanda.

Fuente: (Graham & De Bravo, 1981, p.535).
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

e Produccion de semillas y diseminacion

Las frutas maduras caen del arbol por efecto de la gravedad y muchas veces con la ayuda del agua
de lluvia, al ser un arbol de una gran altura las frutas tienden a romperse dejando al descubierto
la masa de semillas. Segun Parrota (1994, p.55), algunas de las semillas que se encuentran en el
suelo ya estaba germinadas mucho antes de caer, estas semillas deberan ser sembrada en suelos
sobre la superficie del suelo a partir de las 7 semanas la planta alcanzara un tamafio de 30cm de
alto.
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llustracion 3-2: Semilla y Plantula de la especie Artocarpus altilis

Fuente: (Parrota, 1994, p.55).

2.2.1.3. Usos

- En las regiones de Melesia y el Caribe las semillas de frutipan se consumen como alimento
cocinandolas a vapor o en agua salada (Parrota, 1994, p.56).

- EnCostaRicay Trinidad se suele preparar platos asando las semillas y adhiriéndoles sal para
acompafar los platos tradicionales (Parrota, 1994, p.56).

- En Polinesia el latex que se extrae del tallo se usa como pegamento en construcciones de
canoas y en Filipinas como exudado para atrapar aves (Parrota, 1994, p.56).

- Las hojas se utilizan como abono organico o también para envolturas de platos tradicionales
(Parrota, 1994, p.56).

- En Ecuador especialmente en la region Costa donde se da la mayor produccion de frutos el
frutipan es solo usado con fines alimenticios, es decir esta inmersa en las dietas balanceadas,
no obstante, también se lo usa como alimento para animales, como en el caso del Bosque

Protector “La Perla” donde existe una gran cantidad de hectareas y en las cuales poseen
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arboles de frutipan, donde dicho fruto esta destinado exclusivamente a la alimentacion de

animales propiamente del lugar.
2.2.2.  Composicion de la semilla de frutipan
Graham Y De Bravo (1981, p.536), en su estudio “Composition of breadfruit Artocarpus
communis” menciona que, el componente mayoritario del fruto de pan de los tres tipos de
madurez; inmadura, madura y muy madura, posee principalmente carbohidratos y de los

carbohidratos totales méas del 50% es almidon.

Tabla 2-2: Composicién quimica del frutipan del fruto de la especie Artocarpus Altilis

Humedad 10,53%
Cenizas 1,68%
Proteina 17,2%

Fibra 12,29%
Hidratos de Carbono 53,3%

Fuente: (Villasefior, 2015, p.49).
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

2.2.3. Almidon

Dentro de una dieta normal humana se encuentra el almidén y sus productos hidrolizados como
uno de los alimentos de mayor consumo, la cantidad de almidén requerida para las preparaciones
alimenticias son de mayor produccion especialmente en productos de panaderias. La diferencia
del almidén de los demas carbohidratos es debido a los granulos, estos, no se disuelven en agua
fria por lo que forman suspensiones de baja densidad (Torres, 2007, p.10).

Se encuentra en grandes cantidades en las diversas variedades de plantas, como, por ejemplo, en
los granos de cereales, los cuales contienen entre 60 y 75% de su peso seco de almidoén, asi como
también, puede encontrarse en tubérculos, semillas de leguminosas y en algunas frutas, su
concentracion varia con el estado de madurez de los mismo (Hernandez et al., 2008, p.718).

El almidon es la conformacién de dos moléculas; 20 a 25% de amilasa (lineal y helicoidal) en
peso y 75 a 80% amilopectina (ramificada) (Dorado et al., 2014, p.52), que dependiendo de la
composicion y arreglo estructural, confieren propiedades fisicoquimicas y térmicas Unicas
(Hurtado, 2019, p.2).

Los dos compuestos; amilasa y amilopectina estan constituidos por glucosa por lo que el almidén
posee regiones cristalinas y no cristalinas en forma de capas alternadas por el ordenamiento de

las cadenas (Torres, 2007, p.11).
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Un almidén puede convertirse en azlcares reductores gracias a las enzimas llamadas amilasa o a
una hidrolisis acida, dando paso a la obtencidon de alcohol por medio de la fermentacion alcohélica

de los azucares reducidos del almidén (Del Alva, 2008, p.37).

2.2.3.1. Amilosa

Es un polimero el cual se encuentra constituido por cadenas de glucosa unidas por enlaces o (1-
4), dicha molécula no es soluble en agua, aunque en algunos casos forma micelas hidratadas
porque tienen la capacidad de enlazar moléculas de hidrogeno a partir de los puentes de hidrégeno
formando asi una estructura helicoidal, la cual en presencia de yodo forma un complejo y da una
coloracién azul oscura (Hernandez et al., 2008, p.718).

La amilosa tiende a formar geles gracias a la flexibilidad y su facilidad de adoptar ciertas
formaciones en dispersiones del almidon, un enfriamiento lento permite que las cadenas se
acomoden a causa de los puentes de hidrégeno y un enfriamiento rapido hace que se forme el gel
(Del Alva, 2008, p.38).

Cuando se modifica la amilosa esta se vuelve més reactiva debido a que cada anillo puede llegar
a tener tres grupos hidroxilos primarios (un alcohol primario reacciona mas rapido que uno
secundario y ademas mas rapido que el agua) lo que favorece a reacciones de reticulacion (Del
Alva, 2008, p.41).

La amilosa es el polimero encargado de dar paso a la gelacion del almidén cuando se eleva la

temperatura, asi como también es responsable de formar moléculas con una parte polar y otra

apolar (Torres, 2007, p.12).

CH,OH

llustracion 4-2: Segmento de una molécula de amilosa

Fuente: (Ruiz, 2006, p.8).

2.2.3.2. Amilopectina

Es un polimero ramificado estad compuesto por unidades de glucosa por medio de enlaces o (1-
4) y enlaces o (1-6), es parcialmente soluble en agua caliente y cuando esta en presencia de yodo

tiene a tener un color café-morado oscuro (Del Alva, 2008, p.37).
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Segun (Torres, 2007, p.12), la amilopectina posee un peso molecular muy elevado dependiendo del
origen del almidon, ésta constituye el 79% del almidon conocidos como céreos, es la responsable
de la cristalinidad del almidén y el fendmeno de retrogradacion el cual se identifica en el deterioro
de los alimentos hechos a base de almidén.

La amilopectina tiene una baja reactividad debido a que cuenta con un hidroxilo primario en su
anillo, tiene baja movilidad porque su estructura favorece a las redes reticuladas, sin embargo,
cuando se modifica la amilopectina esta se ve favorecida por las reacciones de reticulacion por

los tres hidroxilos formados en su anillo glucosidico (Del Alva, 2008, p.41).

Enlace glicosidico «-1,4

CH,OH

llustracion 52-2: Segmento de una molécula de amilopectina
Fuente: (Ruiz, 2006, p.9).

2.2.3.3. Propiedades fisicoquimicas y funcionales del almidon
Las propiedades tanto fisicoquimicas como funcionales estan basadas en la estructura granula y
molecular, estas propiedades se usan para determinar la utilizacion del almidén en alimentos y

otros sectores industriales (Del Alva, 2008, p.719).

Tabla 3-2: Propiedades fisicoquimicas y funcionales del almidén

Propiedades fisicoquimicas

-Es una transicion de orden y desorden que sufren los
almidones al ser sometidos a temperatura (Gémez et al.,
2010, p.132).

-Ocurren cambios como el hinchamiento y la pérdida de
la cristalinidad del granulo del almiddn, estos cambios
estan relacionados a tipo de almidén, tamafio del granulo,

Gelatinizacion velocidad de calentamiento, contenido de humedad y
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condiciones de extraccion del almidon (Gémez et al., 2010,
p.132).

-Para realizar el proceso de gelatinizacion se requiere
minimo 30% de agua a una temperatura de 60-75°C
(G6mez et al., 2010, p.132).

-Las moléculas del almidon vibran rompiendo asi los
puentes de hidrégeno de las zonas amorfas provocando el
hinchamiento del granulo por absorcion del agua

ligandose a su estructura (Gémez et al., 2010, p.132).

Retrogradacion

Luego de un proceso de gelatinizacion las moléculas
quedan desordenadas, la retrogradacion consiste en el
ordenamiento de estas moléculas dando firmezay rigidez.
La pérdida de retencion del agua y la restauracién de la
cristalinidad se presentan en los almidones gelatinizados,
este envejecimiento esta presente en almidones que
contienen amilopectina en un porcentaje de 10-80 %.
Depende de varios factores como;

e Fuente del almidon

e Concentracion de almidon

e Temperatura de enfriamiento

e pH

e Presencia de solutos (Rodriguez et al., 2007,

p.15).

o

ropiedades funcionales

Solubilidad

Hace referencia a la capacidad que posee el almidon al

reaccionar y disolverse con el agua (Granados et al., 2014,
p.94)
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Hinchamiento

Esta propiedad se relaciona con el contenido de
amilopectina presente en el almidon y la amilosa como un
inhibidor del hinchamiento (Granados et al., 2014, p.94).

Sinéresis

La organizacion de las moléculas del almidén permite la
expulsion del agua, produciendo cambios en sus
propiedades (Ortiz, 2008, p.7).

Comportamiento reolégico

Hace referencia a la deformacién y fluidez de los
almidones, es decir sus propiedades mecénicas,
determinando su manejo tratamiento y aplicacion (Arias
etal., 2020, p.1)

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

2.2.3.4. Tipos de almidones

Tabla 4-2: Tipos de almidones

Almidones digeribles

Dentro de los alimentos consumidos por el ser
humado se encuentra los almidones de digestion
lenta y de digestion rapida. La diferencia entre
ambos radica en el consumo calorias, determinando
asi que es mejor consumir almidones de digestion
lenta para mantener una dieta balanceada (Parada S &
Rozowski N, 2008, p.5).

Este tipo de almidones no son absorbidos en los
intestinos de los seres humano, este hecho se
atribuye a que este tipo de almidones posee una alta
cantidad de amilosa en relacion a laamilopectina que
crea una estructura compacta que €S menos

susceptible a la hidrolisis enzimatica natural del
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Almidones resistentes

cuerpo, otro aspecto que influye es el tamafio y tipo

de granulo (Villarroel et al., 2018, p.272).

Tipo 1 (AR1):

Se encuentra principalmente en granos enteros y
legumbres, son resistentes al calor por lo que permite
su coccion, ademas, se compone de una matriz

indigerible (Villarroel et al., 2018, p.272)

Tipo 2 (AR2):

Se encuentra en los alimentos crudos como papa y
platano, este tipo de almidones posee granulos de
almidon resistentes a la digestion enzimatica debido
a su estructura compacta que no permite el

funcionamiento de las enzimas digestivas (Villarroel et
al., 2018, p.272).

Tipo 3 (AR3):

Su resistencia se debe a la reorganizacion molecular
de amilosa retrogradada que proviene de un proceso
de gelatinizacion, los ciclos de calentamiento o
enfriamiento aumenta la resistencia en alimentos

como leguminosas, cereales y tubérculos (Villarroel et
al., 2018, p.272).

Tipo 4 (AR4):

Son almidones modificados quimicamente mediante

esterificacion, reticulacion o transglicosilacion, no
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se  pueden  descomponer  porque  dichas
modificaciones hacen que la estructura sea

inaccesible a le digestion por amilasa (Villarroel et al.,
2018, p.272).

Tipo 5 (AR5):

Se forman cuando las cadenas ramificadas de
amilopectina interactian con 4&cidos grasos Yy
alcoholes formando asi el complejo lipido-amilosa,
estos complejos se forman normalmente en procesos
de coccion (Villarroel et al., 2018, p.272).

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

2.2.4. Hidrolisis

Segun Herrera & Meers (2013, p.5), La hidrolisis consiste en la doble descomposicién de la
molécula de agua (H" y OHY) con otro compuesto, en la cual sus atomos forman otra especie
quimica. Por la naturaleza disolvente del agua, también puede efectuarse la hidrélisis mediante
adicion de un 4cido o una enzima

La hidrélisis en los almidones se realiza con la intencidn de convertir dicho almidon en azdcares
fermentables (Herrera & Meers, 2013, p.6). Su objetivo principal es romper las moléculas de tamafio
macro (polisacaridos) los cuales no se puede fermentar en otros de facil fermentacion como los
(mono y di sacaridos) (Romero, 2003, p.26).

2.2.4.1. Hidrdlisis acida

Este tipo de hidrdlisis se realiza con la ayuda de acidos normalmente con HCI o H2SO4 que
permite dar paso al rompimiento de las cadenas cortas de dextrinas. La concentracion del acido,
el pH (1.5), la temperatura (90-100°C) y el tiempo de hidroélisis son los parametros de los cuales
depende el grado de degradacion (Herrera & Meers, 2013, p.6). Una hidrolisis parcial no da paso a la
descomposicion de azlcares (Xiao et al., 2010, p.22).

La hidroélisis por su no selectividad forma un gran cantidad de subproductos y juntos con los
azlcares producen compuestos que pueden llegar a ser toxicos para la fermentacion (Romero, 2003,

p.58). La hidrolisis acida con acido diluido tiende a rendir una gran cantidad de subproductos
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mientras que, la hidrélisis con acido concentrado forma menos subproductos pero por razones

econdémicas el acido debe reciclarse (Vifials et al., 2012, p.11).

2.2.4.2. Hidrolisis enzimatica

Se realiza con la ayuda de microorganismos vivientes, las enzimas mas utilizadas son la alfa-
amilasa y beta amilasa (Bustos et al., 2017, p.133), las primeras desdoblan el almidén en glucosa
y maltosa; se caracteriza por la facilidad de fragmentacion de los almidones en dextrinas
reductoras, que no dan color en el yodo, y la segunda, convierte la totalidad del almidon en glucosa
(Romero, 2003, p.69).

La estructura granular del almidén, el tamafio y tipo de cristal, la relacién amilosa/amilopectina
y el peso molecular promedio de dicha relacion también son factores que intervienen en la
hidrolisis enzimatica, ademas de los cuerpos proteicos y lipidicos y las condiciones de

especificidad de la enzima (Bustos et al., 2017, p.133).

Una hidrolisis enzimatica no es viable para el comercio del producto que se desee elaborar debido
a los altos costos de las enzimas, esto se une a una baja velocidad de reaccién y la necesidad de

un reactor que favorezca la reaccion (Romero, 2003, p.69).

2.2.5. Fermentacion

La fermentacion se lleva a cabo cuando existen sustancias organicas de origen vegetal las cuales
no contienen nitrégeno (Romero, 2003, p.3), €S un proceso de caracter metabdlico que por efecto de
levaduras y bacterias pueden transformas compuestos quimicos en organicos, principalmente
azlicares en acido butirico, 4cido lactico o etanol (Puerta, 2010, p.1).

Los procesos biotecnoldgicos de la actualidad que son realizados con levaduras permiten la
elaboracion de cerveza, vinos o biocombustibles (Dashko et al., 2014, p.3), por lo general, se produce

un desprendimiento gaseoso y se da una produccion de energia.
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2.2.5.1. Tipos de fermentacion

Tabla 5-2: Tipos de fermentacion

Fermentacion alcohdlica

Proceso anaerdbico de transformacion de azlcares,
principalmente hexosas, glucosas y fructuosas en etanol
y dioxido de carbono, asi como las creaciones de varios
subproductos  con la ayuda de levaduras como;

Saccharomyces (Lopez de la Maza et al., 2019, p.12).

Fermentacion Léactica

El principal producto obtenido de la fermentacion lactica
es el &cido lactico, el cual es mayormente usado industria
alimentaria, las bacterias responsables de dicha
fermentacion son las mismas de la elaboracién de yogurt

(Streptococcus, lactobacillus y bacillus) (Trujillo et al.,
1997, p.45).

Fermentacion acética

Es un proceso aerobio producido por la fermentacion
acética del alcohol etilico, el cual es oxidado

aerébicamente o acetaldehido(Carlisle, 2005, pp. 5-6).
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Fermentacion butirica

Los principales productos obtenidos son el acido
butirico y el butanol. Las primeras investigaciones
sobre este tipo de fermentacion fueron propuestas
por PASTEUR en 1861, donde se determind que el
proceso comienza con una fermentacion lactica y
que el lactato de calcio formado se transformaba en
butirato de calcio.

A gran escala el 4cido butirico es obtenido a partir de la
transformacion de carbohidratos, almidén, sacarosa,
glucosa, maltosa, levulosa y acido l4ctico las cuales son

fermentadas por bacterias butiricas como; Clostridium
(PACHECO & YESQUEN, 2011, pp. 18-19)

Fermentacion malo-lactica

Es producida por bacterias lacticas (Leuconostoc,
Pediococcus y Lactobacillus),las cuales mediante
via catabdlicas convierten el &cido malico en é&cido
lactico como productos principales, se requiere la
enzima malato-carboxiliasa para que la reaccion

pueda ocurrir (Paladino et al., 2001, p.106).

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

2.2.5.2. Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es una biorreaccion que permite degradar azdcares en alcohol y

diéxido de carbono (Véazquez & Ophélia, 2007, p.252).

Este tipo de fermentacion se realiza en un sistema anaerébico con la accién de levaduras y

algunas clases de bacterias. Donde el sustrato celular; mono y di sacaridos en su mayoria, son

transformados principalmente en alcohol etilico y diéxido de carbono (Romero, 2012, p.5).

Por medio de la fermentacion alcohoélica se produce etanol a partir de materias primas ricas en

carbohidratos como; azucar, almidén, celulosa entre otras, con la ayuda de levaduras como la

Saccharomyces cerevisiae, que es usada con mayor frecuencia al momento de fermentar (Vézquez

& Ophélia, 2007, pp.251-252).
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En el proceso de fermentacion alcohdlica influyen varios factores tales como; concentracion de

azlcares, temperatura. pH, concentracion de células vivas, cepa utilizada entre otros, dichos

parametros hacen que la fermentacion se vea realizada en un amplio periodo de tiempo (Lopez de

la Maza et al., 2019, p.12).

La fermentacion se desenvuelve a través de una reaccion denominada GAY LUSSAC

C6H1206 + levadura — 2C2H50H + 2C02

Ecuacion 1-1: Reaccion de la conversién de glucosa a alcohol

Esta reaccion es productos de los azlcares que se fermentan a causa de la mezcla de la levadura

con el mosto dando inicio al proceso de fermentacion las cuales se clasifican en tres fases (Gilces

& Veloz, 2006, p.47).

Tabla 6-2: Fases de la fermentacion

Fase preliminar

Inicia en el momento en que la levadura y el mosto hacen
contacto donde se multiplican las células con pequefias
cantidades de elevacion de temperatura Yy
desprendimiento de Di6éxido de Carbono CO2. Se realiza
a temperaturas entre 20 y 30°C en un tiempo de 4 a 6
horas.

Fase tumultuosa

En esta fase se produce la nutricion de los
microorganismos con los azlcares en presencia de
oxigeno, se oxidan totalmente los azucares y se produce
CO2 y en un sistema anaerobio la levadura utiliza azdcar
como su alimento produciendo etanol.

Existe desprendimiento de energia motivo por el cual la
temperatura dentro del recipiente aumenta la cual se debe
controlar, ya que de ella depende el rendimiento

alcoholico.

Fase final
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Existe disminucion de la temperatura y desprendimiento
de CO2, la concentracion de azucares llega a valores
cercanos a cero en medicién de grados Brix.

Fuente: (Gilces & Veloz, 2006, pp. 47-48).
Elaborador por: Rodriguez S, 2022.

2.2.6. Levaduras en la fermentacion

Unos de los grupos de mayor importancia dentro del Reino monera son las levaduras, donde su
mayor uso radica en los procesos de fermentacién, sintesis de compuestos organicos, fuentes de
vitaminas, antibidticos, hormonas esteroides asi como también en suplementos para humanos y
animales, para empezar un proceso de incubacion y transformar todo el azlicar contenido en la
melaza en alcohol se necesitan el uso de las levaduras (Gilces & Veloz, 2006, pp.23-24).

Suarez et al., (2016, p.21) afirma que la levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad

de organismos unicelulares.

2.2.6.1. Caracteristicas de la levadura

e Son microorganismos unicelulares con un tamafio entre (4-8 um ) de largo y (5-16 um) de
ancho siendo superior al de las bacterias, pero asi mismo posee citoplasma, pared celular y
membrana citoplasmatica con diferentes formas (esféricas, ovaladas, cilindricas) (Gilces &
Veloz, 2006, p.23).

e Su nucleo no posee membrana de separacion por lo que se encuentra incluido en el citoplasma
(Gilces & Veloz, 2006, p.23).

e Su membrana citoplasmaética es semipermeable, dejando pasar los alimentos nutritivos que

necesita la célula y salir los desechos (Gilces & Veloz, 2006, p.23).

2.2.6.2. Reproduccién de las levaduras

Tabla 7-2: Reproduccion de las levaduras

Las células nuevas siguen unidas a la original
Reproduccién por gemacion debido a que comparte el citoplasma aun
cuando forma un nuevo nucleo, obteniendo la

forma de racimos.
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Cuando las células estan maduras estas se

Reproduccién por esporas abren y las nuevas células crecen dentro de

ella.

Fuente: (Gilces & Veloz, 2006, pp.23-24).

Elaborador por: Rodriguez S, 2022.

2.2.6.3. Composicion quimica de las levaduras

Tabla 8-2: Composicién quimica de las levaduras

Minerales

Lo constituyen principalmente los grupos fosfatos (Potasio y
Magnesio), su proporcion influye de manera considerable en

el medio en que se desarrolle la levadura.

Glucidos

La pared celular de la levadura esta constituida por manano y
glicégeno esterificado por cido fosférico.

El glicogeno es poco soluble en agua, mientras que, la goma
de la levadura en agua produce soluciones viscosas no
reductoras que, mediante hidrolisis producen manosa, glucosa
y metilpentosa. Ambas en unidn producen glucidos de reserva
por lo cual viven las levaduras en los primeros periodos de

fermentacion.

Lipidos

El contenido de grasa y la tolerancia para producir alcohol son
inversamente proporcionales, normalmente las levaduras

poseen un 5% de materia grasa.
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Las materias nitrogenadas de la levadura representan un 35-
Prétidos 65% de su materia seca, estd formado por dos proteinas la

albimina y la fosfoproteina.

Un 25% corresponde a los nucleoproteidos, écido
nucleinico y volutina.
Un 10% restante corresponde a peptonas,

aminoacidos, bases nitrogenadas, pigmentos.

Vitaminas e Vitamina B
e Vitamina D
e Vitamina E (pocas cantidades)
Diastasas Las levaduras poseen grandes cantidades de invertina, las

cuales de destruyen por calentamiento y su difusion se

favorece por la presencia de alcohol, cloroformo y éter.

Fuente: (Gilces & Veloz, 2006, pp. 27-28).
Elaborador por: Rodriguez S, 2022.

2.2.6.4. Condiciones para el desarrollo de las levaduras

Tabla 9-2: Condiciones de la levadura

Nutrientes Hidratos de carbono, proteinas, vitaminas
y sales minerales.
Humedad Maxima de 45-50% dependiendo la
levadura.
Temperatura 20-30°C
Anaerobia: utilizan Carbonos
procedentes de azucares fermentables
(glucosa, fructosa, galactosa, manosa).
Oxigeno
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Aerobia: Asimila Carbono de é&cidos
organicos en formas de sales (&cidos
lacticos, succinicos, malicos, tartéarico,

citrico)

Acidez Rango de pH 3-7

Fuente: (Gilces & Veloz, 2006, pp.28-29).
Elaborador por: Rodriguez S, 2022.

La levadura Saccharomyces cerevisiae, es una de las mas utilizadas en el sector comercial
industrial.

Su nombre se deriva de:

e Saccharo (azlcar)
e myces (hongo)

e cerevisiae (cerveza) (Sudrez et al., 2016, p.21)

Clasificacion:

e Orden: saccharomycetales

e Familia: saccharomycetaceae

e Subfamilia: saccharomycetoideae
e Tribu: saccharomycetae

e Género: saccharomyces

e Especie: saccharomyces Cerevisiae (Gilces & Veloz, 2006, p.31).

Es una levadura que no obtiene su propio alimento es decir, que obtiene la energia a partir de la
glucosa y tiene una elevada capacidad fermentativa (Suérez et al., 2016, p.22).
Para la produccién de alcohol etilico con la levadura Saccharomyces cerevisiae, se debe controlar

los siguientes parametros; temperatura, pH y concentracion de azlcares (Puerta, 2018, p.34).

2.2.7. Alcohol etilico

Es un producto de la fermentacion de los azlcares por levaduras (Nocito et al., 2012, p.1), en
condiciones normales el etanol es volatil, inflamable y transparente. Posee un olor agradable

caracteristico de los alcoholes (Pacheco & Trujillo, 2019, p.16).
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De manera industrial puede obtenerse principalmente por gracias al tratamiento de etileno con
&cido sulfarico concentrado y una hidrolisis posteriormente, unos de los métodos son mediante la
hidratacion del etileno a altas presiones y temperaturas y mediante el método Fischer-Tropsch el
cual consiste en hidrogenacion catalitica de mondxido de carbono a presiones y temperaturas
altas. De manera natural se produce mediante los procesos de fermentacion cuyas condiciones

dependen de la materia prima a utilizar (Rodriguez, 2009, p.8)

2.2.7.1. Produccion industrial de alcohol etilico por fermentacion

Unos de los procesos mayormente usando en la fermentacion industrial es la actuacion de las
levaduras sobre los azlcares. Dentro de los sectores comerciales como industrias cerveceras,
vitivinicolas, de elaboracidon de vinagres, panadera, entre otros, aprovechan la factibilidad del este
proceso. Existe una gran cantidad de materias primas que poseen hidratos de carbonos los cuales
se obtienen a bajos costos siendo rentables para el proceso de obtencién de etanol. (Rodriguez, 2009,
p.10).

Dentro de los procesos de obtencién existen varios parametros que debe cumplir el tratamiento
para obtener buen rendimiento de alcohol etilico tales como; concentracion dptima de azdcar, pH
y temperatura, adicién de sustancias que nutran el mosto, inhibicion al crecimiento bacteriano y

levaduras con altas tolerancias alcohélicas (Rodriguez, 2009, p.10).

Tabla 10-2: Materias primas utilizadas en la produccion de etanol por fermentacion

No requieren transformacion previa en hidratos de carbono

como;
Directamente Glucosa: Pulpa de frutas
fermentables Sacarosa: Pulpa de frutas

Fructuosa: Cafia de Azlcar, Remolacha Azucarera, Sorgo
Sacarino (tallos)

Se necesita realiza una transformacion a hidratos de carbono
y luego a azucares fermentables antes de ser sometidos a
Indirectamente fermentacion

fermentables Almidén: Yuca, Maiz, Camote, Papa, Granos de Cereales,
Tubérculos, Bananos

Celulosa: Madera, Bagazo y Paja de Cafia, Cascaras de Mant,

Tusa de Maiz, Paja de Arroz, Palma.

Fuente: (Rodriguez, 2009, p.11).
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.
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2.2.8. Requisitos para alcohol etilico de origen agricola

Se establecen normas para la produccion de alcohol etilico a usarse en bebidas alcohdlicas. Segun
la norma INEN 375 (2018), un alcohol de origen agricola es aquel que, mediante destilacion de
mostos provenientes de fermentacién alcohdlica de materias primas de origen agricola de
naturaleza azucarada o amilacea, asi como también rectificaciones o destilados alcohdlicos

simples.

2.2.8.1. Clasificacion del alcohol de origen agricola

Tabla 11-2: Clasificacion del alcohol de origen agricola

Alcohol extra neutro | Alcohol etilico de origen agricola con un grado alcohdlico
minimo de 96 % de fraccién volumétrica y cuyo contenido

total de congéneres es especifica en la tabla 12-2.

Alcohol neutro Alcohol etilico de origen agricola con un grado alcohdlico
minimo de 95 % de fraccién volumétrica y cuyo contenido

total de congéneres se especifica en la tabla 12-2.

Fuente: (INEN, 2018, p.1).
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

Tabla 12-2: Requisitos fisicoquimicos para el alcohol etilico de origen agricola

Alcohol etilico Alcohol etilico
Requisito Unidad extraneutro neutro Método de
_— - - - ensayo
Minimo Maximo Minimo Maximo
Alcohol, fraccion %
s 96 - a5 - NTE INEN 340
volumétrica
Acidez total, como | |\ 110 oms (+) B 15 - 30 NTE INEN 341
acido acético
Esteres, como mg/100 cm? (*) 1,3 - 50 NTE INEN 2014
acetato de etilo
Aldehidos, como .
etanal ’ mg/100 cm?® (*) 0.2 - 2,0 NTE INEN 2014
Furfural mg/100 cm? (*) - 0,01 - 0,01 NTE INEN 2014
Metanol mg/100 em? (") - 1.5 10,0 NTE INEN 2014
Alcoholes
mg/100 em?(*)
superiores ** - 0.7 - 3,0 NTE INEN 2014
* El volumen de 100 cm?® corresponde al alcohol absoluto.
** Los alcoholes superiores comprenden: isopropanol, propanol, isobutanol, isoamilico, amilico.

Fuente: (INEN, 2018, p.2).
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2.2.9. Determinacion del contenido alcohélico

La determinacion de los grados alcohdlicos hace referencia a la relacion entre el volumen del
etanol que se encuentra en una mezcla hidroalcohélica a temperatura ambiente 20°C y el volumen

total de la muestra a la misma temperatura expresandose en porcentaje (%) (INEN, 2016, p.1).

2.2.10. Acidez total

Se conoce como acidez total a los acidos totales que se obtienen cuando la bebida alcohdlica es

llevada a un pH neutral de 7, por medio de la adicion de una solucion alcalina (INEN-341, 1978, p.1).

2.2.11. Furfural

Su nombre se deriva de la palabra en latin furfur que en castellano de denomina “salvado™ la cual
hace referencia a la fuente comdn para su obtencién. Se encuentra en aldehidos de subproductos

derivados de maiz, avena, trigo, aleurona, aserrin (NTE INEN 2014, p.1).

2.2.12. Alcoholes superiores

Este término se usa para hacer referencia a aquellos alcoholes que presentan un alto peso
molecular los cuales se producen en el proceso de fermentacion alcohélica. Los alcoholes

principales son el 2-propanol, isobutanol, butanol y alcoholes amilicos (NTE INEN 2014, p.1).

2.2.13. Destilacion y tipos de destilacion

Destilacion es una operacion fisica la cual permite la separacién de una mezcla liquida con
distintos puntos de ebullicion obteniendo una sustancia mas pura.

Luego del proceso de fermentacion el cual posee cierto grado alcohélico, este debe ser sometido
a una etapa de destilacion para obtener los grados alcohdlicos deseados segun el tipo de alcohol
que se desee obtener (Gonzalez et al., 2016, p.50).

A escala industrial la produccion de alcohol etilico se lo realiza con tecnologias de alta eficacia
actualmente, independientemente de la materia prima usada y la finalidad del alcohol, las
columnas de destilacion al vacio con transferencia de energia es la razdn por la cual el proceso se
considera estable y eficiente. También se determinan debilidades del este proceso porque no hay
un aprovechamiento de la calidad térmica de las corrientes (Gonzélez et al., 2016, p.50).

El punto de ebullicion del alcohol estd comprendido entre 70 a 78°C y el punto de ebullicién del

agua es 100°C al aplicar las temperaturas adecuadas el alcohol es separado del mosto y sus vapores
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son conducidos a un condensador que los vuelve a estado liquido, este, tendra la misma

composicion que los vapores (Aviles & Dias, 2021, p.19).

Tabla 13-2: Tipos de destilacion

Destilacion a escala de laboratorio que purifica liquidos
mediante la eliminacion de impurezas no volatiles

Destilacion simple mediante la diferencia de los puntos de ebullicion.

Se basa en la diferencia de los puntos de ebullicién al igual
que la destilacion simple la diferencia radica en que este
sistema posee una columna rectificadora la cual se llena
Destilacion fraccionada con perlas de vidrio o lana metalica que proporciona una
superficie para que el liquido sea condensado y se vuelva a

evaporar varias veces.

La presion de vapor del liquido es igual a la presion
externa, si se reduce la presion también se reduce el punto

Destilacién al vacio de ebullicion.

Fuente: (Aviles & Dias, 2021, pp.20-21).
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

2.2.14. Grados brix

La escala de medicion de los sélidos solubles fue establecida por el quimico aleméan A.F.W. Brix
en el siglo XIX, es una de las mediciones mas usadas en las industrias de bebidas para cuantificar
la cantidad de azlcar contenido en las bebidas (zuluaga, 2009, p.76).

Se define como el porcentaje peso-peso de azucar disuelta en una solucién acuosa y se expresa
en grados Brix, por ejemplo, una solucién con 10° B implica que la solucion de 100 g tiene 10 g

de azUcar disuelta (Zuluaga, 2009, p.76).
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2.2.14.1. Medicion de los grados brix

Existen varios métodos para medir la cantidad de sacarosa obtenida en una solucion y ser

expresadas en términos de grados Brix (Zuluaga, 2009, p.76).

Tabla 14-2: Métodos de medicion de los grados Brix

La medicién por termohidrémetro fue la técnica pionera en este
tipo de medicion, sin embargo, actualmente es considerada
Densimetria obsoleta y no es usada en condiciones normales.

Esta técnica posee ciertas desventajas practicas como la
fragilidad del hidrémetro, el cual estd fabricado de vidrio y
necesita ser calibrado periddicamente y con mucha exactitud. El
procedimiento para leer Brix con este instrumento en ocasiones

es dificil y requiere tiempo, y no puede ser automatizado.

Se usa un refractdmetro es un aparato de medicion disefiado para
determinar esta variacion en la velocidad de la luz, para medir
Brix, es esencial que la dependencia con la temperatura se tome
en consideracion, el equipo tiene la opcion de realizar
Refractometria calibraciones con uno o dos puntos, normalmente los valores
zero y span, La respuesta del refractémetro estd dada como
indice de refraccion asociada a una temperatura por
compensacion. Esta lectura la convierte a grados Brix directo o
invertido dependiendo de la escala a la cual se desea imprimir en

la pantalla del refractometro.
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La AOAC International también recomienda el método
volumétrico Lane-Eynon se usa la solucién de Fehling titulada
con una solucién de azlcar previamente invertido (muestra), ya
que la sacarosa como tal no es un azlcar reductor mientras que
los derivados de su inversion si lo son. Esta técnica es usada
principalmente para andlisis de soluciones con baja
Titulacion inversa concentracion de azucar, alrededor de 9,5 g por litro (aprox. 1
°B). Debido a que es una titulacion inversa la calidad de la
medicién disminuye con el aumento de la concentracién de
sacarosa invertida presente en la solucion, el procedimiento

como tal es dificil y los calculos descritos en la norma AOAC no

expresan el resultado en grados Brix.

Fuente:(Zuluaga, 2009, pp.67-77).
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

2.2.14.2. Grados Brix y su relacion con los grados alcohélicos

Mediante la concentracion de azlcares medidas en un refractometro se puede obtener el grado
alcoholico de forma indirecta, cuando un mosto tiene una gran cantidad de azlcares, este tendra
una mayor densidad y a su vez menos velocidad en los rayos de luz (Torres, 2017,p.4).

Para la medicién de grados Brix con un refractometro, este debe estar calibrado, se debe
estandarizar con agua destilada y la muestra a medir debe estar a una temperatura ambiente de
20°C.

Una vez medidos los grados Brix se puede calcular los grados alcohélicos aproximados mediante
la siguiente ecuacidn, para grados brix entre 15 a 25 °B, para valores superiores se puede verificar

mediante tablas (Torres, 2017,p.4).

%vol = (0.6757x Grados Brix) — 2,0839
Ecuacion 2-2: Relacion de los grados alcohdlicos con los grados Brix

Segun Torres (2017 ,p.15) en el manual de instrucciones de manejo del uso de refractémetro dispone

de una tabla en donde se relaciona los grados Brix con valores mayores a los propuestos para el

uso de la ecuacion 2, con los grados alcohélicos.
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CAPITULO I

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Enfoque de investigacion

La investigacion presente se realiza mediante un enfoque mixto, es decir, cuantitativo y
cualitativo. Se pretende partir de la hip6tesis en la cual se plantea la posibilidad de obtener alcohol
a partir de las semillas de frutipan Artocarpus communis. Siguiendo dicho procedimientos
investigaciones de temas afines. Asi como también se requieren las cantidades de almidén a
hidrolizar para poder realizar una fermentacion alcohélica y dar paso a la obtencion del alcohol.

Los andlisis estadisticos no permitiran reconocer cual es el mejor procedimiento.

3.2. Nivel de investigacion

Se considera que este tipo de investigacion es de caracter exploratorio puesto que se busca conocer
la viabilidad de las semillas de frutipan para producir alcohol etilico, si bien existen

investigaciones relacionadas, pero no existe tal investigacion concretamente.

3.3. Disefio de investigacion

Para esta investigacion se realizara un disefio factorial 2¢, segin Medina & Lopez, (2011, P.101)
este es uno de los mejores métodos para la determinacion los efectos de varios factores y sus
interacciones.

La informacién obtenida de este disefio de investigacion permite el desarrollo de nuevos procesos

industriales o analiticos y productos (Medina & Lopez, 2011, P.104)

Tabla 1-3: Disefio de investigacion

Tratamiento Repeticiones Variable A Variable B
Concentracion Concentracion 4cida
almidén %viv
%p/v
T1R1 35 37
T1 T1R2 35 37
T1R3 35 37
T2R1 50 37
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T2 T2R2 50 37
T2R3 50 37
T3 T3R1 35 30
T3R2 35 30
T3R3 35 30
T4R1 50 30
T4 T4R2 50 30
T4R3 50 30

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

3.3.1. Segun la manipulaciéon o no de la variable independiente (no experimental, casi

experimental, experimental)

Segun la manipulacién de la variable es un disefio experimental ya que las variables son

controladas y manipuladas permitiendo la aceptacion o no de la hipotesis.

Tabla 2-3: Variables

N.© Variables Variables
Etapa independientes dependientes
1 Velocidades:
., ’ Rendimiento del
Extraccion de )
almidan e Alta almidén
e Media
e Baja
Cantidad de almidén a
hidrolizar. .
2 Hidrolisis del Grados Brix
. Concentracion de acido
almidén
HCI
3 Grados Brix Grados alcohélicos

Fermentacion
Dias de fermentacion
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4 Temperatura Grados alcoholicos.
Destilacion
Tiempo de destilacion
5 Andlisis Fisicos y quimicos

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

3.3.2. Segun las intervenciones en el trabajo de campo (transversal, longitudinal)

El trabajo investigativo es transversal puesto que se debe centrar en el control de caracteristicas
en momentos concretos.

3.4. Tipo de estudio (documental/de campo)

El estudio es de campo realizandose en los laboratorios de la ESPOCH, mediante la
experimentacion en todas las fases previas a la obtencion del alcohol etilico permitiendo asi el
estudio y anélisis de los resultados segln las variables, también se puede aludir que también es
de caracter documental debido a que este tipo de estudio hace referencia a la recoleccion de la
informacion lo cual es indispensable para el presente trabajo.

3.5. Poblacion y planificacion, seleccion y calculo del tamafio de la muestra

3.5.1. Poblacion y planificacion

La materia prima, frutipan, seré recolectada en el Cantén La Concordia en los lugares especificos
donde se encuentre el arbol del pan. Se necesitara 10kg de semillas de frutipan para obtener el
almidon mediante via himeda facilitando el proceso.

3.5.2. Seleccion y calculo de la muestra

La seleccion de la muestra para esta investigacion es de caracter no probabilistico, ya que la
cantidad de alcohol a obtener es una variable dependiente netamente del proceso.

3.6. Metodologia, métodos e instrumentos de investigacion.
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3.6.1. Diagrama para la extraccion del almidon

El almiddn sera obtenido por via himeda como lo propone Espinoza (2015, p. 40), en su trabajo
de obtencion de alcohol etilico a partir de almiddn de banano donde obtiene un buen rendimiento.
La extraccion por via himeda es una de las mas utilizadas en los trabajos investigativos por su
amplia informacion y por la factibilidad del proceso.

Semillas de Recepciin de la materia prima
frutipan l
Lavado ¥ pesado —p Agua+impurezas
¥

Clasificacion —p  Semillaz en mal
¢ estade

Agua —

Secado al sol (5 dias)

v

Pelado —»  Cascarz

'

Disminucitn (tamafio 1cm)

.

Amuzadestilada — 4 Tritarado: Eevolucion MMedia —»  Bagazo+ aguaresidual

|

Filtrado (repetir 3 veces) 5  Residuos suspendidos+
l materia organica

Sedimentacion (48 horas)

v

Decantacion —»  Apuaresidual

v

Secado a (60 °C- 24 ) —_p Aguaenexceso

'

Pulverizado

v

Cribado (mallas N> 135)

!

Almidén

llustracion 1-3: Diagrama
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.
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Tabla 3-3: Descripcion del proceso para la extraccion del almidén

Materiales Equipos Reactivos
e Cuchillos e Licuadora e Agua destilada
e Recipientes industrial e Lugol
plasticos e Estufa
e Bandejas de e Balanzas
aluminio

e Telafiltrante
e Fundas Ziploc
e Mortero

e Vidrio reloj

PROCEDIMIENTO

e Receptar la materia prima, semillas de frutipan analizando las semillas que se
encuentren en mejores condiciones.

e Las semillas recolectadas deben sometidas a lavado y pesado

e Secar las semillas al sol durante 5 dias con el fin de secar la cascara externa de la
semilla facilitando el pelado.

e La reduccién de tamafio se la realiza con un cuchillo de acero inoxidable a tamafios
aproximados de 1cm.

e Para el proceso de trituracion se necesita una velocidad media y por cada 1kg de
semilla se agrega 5 | de agua (1:5).

e En el proceso de filtrado se debe usar tela para filtrar leche, este procedimiento debe
ser realizado 3 veces

e Dejar sedimentar el almidén por 48 horas, luego de este tiempo se decantar el agua
residual y se obtener la pasta blanca del almiddn.

e Dejar secar la pasta blanca en recipientes de aluminio en una estufa industrial a 60°C
por 24 horas.

e Pulverizar el almiddn obtenido con un mortero hasta obtener particulas finas.

e Cribar el almidén en una malla 135um para obtener particulas uniformes

e Almacenar el almidon en fundas ziploc a temperatura ambiente.
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e Comprobar la existencia de almiddn, colocando almidon sobre un vidrio reloj y afiadir
gotas de Lugol, si la prueba es positiva el almidén tomara un color azul-purpura oscuro,
caso contrario adquiere el color natural del yodo indicativo de la ausencia de almidon.

e Evaluar el rendimiento del almidon.

Ecuacién 1-3: Rendimiento del almidén.

Peso final

%Rendimiento = 100

-4
Peso incial

e Determinar la humedad del almidén mediante pérdida de peso, colocando 10g de
muestra de almidén previamente calibradas, en una estufa a 105°C durante 15 minutos,
desecar y pesar, repetir hasta tener un peso constante.

Ecuacion 2-3: Determinacion de humedad

(Peso cap + MH) — (peso cap + MS)
- x100
gramos de almidon

%H =

Donde:
MH= Mezcla homogénea
MS= Muestra Seca

Nota: Se debe realizar este procedimiento minimo 3 veces para constatar la eficacia del

método.

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.
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3.6.2. Diagrama de flujo para la hidrdlisis del almidon

Agua destilada ——»

HCI diferentes
concentraciones 37%y

30%

NaOH 40% —*

Reactivo »
Fehling A+

Fehling B

Almidén

!

Pesado

v

Mezclado

'

Gelatinizacién (60°C 15min)

}

Sacarificaciéon

|

Ajuste de pH

v

Anilisis

v

Jarabe Glucosado (mosto)

—»  Mezcla viscosa

— Mezcla con pH 4

Mezcla agua

almidén

Mezcla viscosa

libre de almidon

llustracion 2-3: Proceso de jarabe glucosado

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

Tabla 4-3: Descripcion del proceso para la hidrdlisis del almidén

Materiales

Equipos

Reactivos

e Vasos de

precipitacion

e Pipetas

e Varilla de
agitacion

e Espatula

e Vidrio reloj

e FEtiquetas

e Guantes

e Mascarilla

e Malla de

asbesto

e Reverbero

e Termdmetro

e Balanzas

e Indicador de
pH

e Refractémetro

e Agua destilada

e HCI

e NaOH

e Fehling Ay Fehling
B.

e Lugol

PROCEDIMIENTO
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Tratamiento uno (35% de almidén y 37% HCI)

Pesar 35g de almidon nativo de frutipan en una balanza analitica

Colocar agua destilada en un vaso de precipitacion de 250ml con el fin de obtener
una concentracion de 35% p/v.

Mezclar almidén con agua a una temperatura 60°C durante 15 minutos, hasta
obtener una mezcla viscosa.

Dejar enfriar

Agregar 5ml de HCI al 37% y agitar constantemente sobre el reverbero a una
temperatura constante de 90°C, durante 120 minutos.

Comprobar la conversion del almidon en glucosa mediante prueba negativa para
Lugol.

Dejar enfriar y ajustar el pH con NaOH al 40%, dejar un pH de 4.

Una vez obtenido la prueba negativa para almidén, se realiza la comprobacion de
la conversion del almidon a glucosa, mediante prueba Fehling; agregar en un tubo
de ensayo 2ml de hidrolizado y 0.25ml de Fehling A+ 0.25ml de Fehling B, llevar
a bafio Maria y observar el cambio de color de azul a rojo pardo, indicativo de
presencia de glucosa.

Repetir 3 veces el tratamiento, etiquetar cada tratamiento.

Medir los grados Brix de cada tratamiento.

Tratamiento dos (50% de almidén y 37% HCI)

Pesar 50g de almidon nativo de frutipan en una balanza analitica

Colocar agua destilada en un vaso de precipitacion de 250ml con el fin de obtener
una concentracion de 50% p/v.

Mezclar almidén con agua a una temperatura 60°C durante 15 minutos, hasta
obtener una mezcla viscosa.

Dejar enfriar

Agregar 5ml de HCI al 37% y agitar constantemente sobre el reverbero a una
temperatura constante de 90°C, durante 120 minutos.

Compraobar la conversion del almidon en glucosa mediante prueba negativa para
Lugol.

Dejar enfriar y ajustar el pH con NaOH al 40%, dejar un pH de 4.

Una vez obtenido la prueba negativa para almidon, se realiza la comprobacion de

la conversion del almidén a glucosa, mediante prueba Fehling; agregar en un tubo
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de ensayo 2ml de hidrolizado y 0.25ml de Felina+ 0.25ml de Fehling B, llevar a
bafio Maria y observar el cambio de color de azul a rojo pardo, indicativo de
presencia de glucosa.

Repetir 3 veces el tratamiento, etiquetar cada tratamiento.

Medir los grados Brix de cada tratamiento.

Tratamiento tres (35% de almidén y 30% HCI)

Pesar 35g de almidon nativo de frutipan en una balanza analitica

Colocar agua destilada en un vaso de precipitacion de 250ml con el fin de obtener
una concentracion de 35% p/v.

Mezclar almidén con agua a una temperatura 60°C durante 15 minutos, hasta
obtener una mezcla viscosa.

Dejar enfriar

Agregar 5ml de HCI al 30% y agitar constantemente sobre el reverbero a una
temperatura constante de 90°C, durante 120 minutos.

Compraobar la conversion del almidén en glucosa mediante prueba negativa para
Lugol.

Dejar enfriar y ajustar el pH con NaOH al 40%, dejar un pH de 4.

Una vez obtenido la prueba negativa para almidon, se realiza la comprobacion de
la conversion del almidon a glucosa, mediante prueba Fehling; agregar en un tubo
de ensayo 2ml de hidrolizado y 0.25ml de Felina+ 0.25ml de Fehling B, llevar a
bafio Maria y observar el cambio de color de azul a rojo pardo, indicativo de
presencia de glucosa.

Repetir 3 veces el tratamiento, etiquetar cada tratamiento.

Medir los grados Brix de cada tratamiento.

Tratamiento cuatro (50% de almidon y 30% HCI)

Pesar 50g de almidoén nativo de frutipan en una balanza analitica

Colocar agua destilada en un vaso de precipitacion de 250ml con el fin de obtener
una concentracion de 50% p/v.

Mezclar almidén con agua a una temperatura 60°C durante 15 minutos, hasta

obtener una mezcla viscosa.
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Dejar enfriar

Agregar 5ml de HCI al 30% y agitar constantemente sobre el reverbero a una
temperatura constante de 90°C, durante 120 minutos.

Compraobar la conversion del almidon en glucosa mediante prueba negativa para
Lugol.

Dejar enfriar y ajustar el pH con NaOH al 40%, dejar un pH de 4.

Una vez obtenido la prueba negativa para almidon, se realiza la comprobacion de
la conversion del almidén a glucosa, mediante prueba Fehling; agregar en un tubo
de ensayo 2ml de hidrolizado y 0.25ml de Felina+ 0.25ml de Fehling B, llevar a
bafio Maria y observar el cambio de color de azul a rojo pardo, indicativo de

presencia de glucosa.

e Medir los grados Brix de cada tratamiento.

o Repetir 3 veces el tratamiento, etiquetar cada tratamiento.

Nota: Una vez obtenido el tratamiento con mayor grados Brix, se debe realizar el mismo

procedimiento aumentando las cantidades de almidén, agua, acido y base.

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

3.6.3. Diagrama de flujo para la obtencién de alcohol

Mosto
Saccharomyces —_— Activacion de la levadura
Cerevisiae L
Mosto + Fermentacion
levadura ¢
Mosto fermentado —* Filtracién
Mosto libre de
Destilacion simple 78.2°C
impurezas i
Pruebas fisicoguimicas

» Olores y residuos

indeseados, CO2

— s Mosto libre de

impurezas

—»  Etanol (medicién del

grado Alecohélico)

llustracién 3-3: Pruebas fisicoquimicas
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.
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Tabla 15-3: Descripcion del proceso de obtencién de alcohol

Alcoholimetro

Materiales Equipos Reactivos
Equipo de destilacion
Etiquetas Equipo de fermentacion
Probetas casero Agua destilada
Recipientes Refractometro Alcohol

PROCEDIMIENTO

1000.

agua

%R =

Dejar fermentar durante 15 a 20 dias.

valor constante el cual indica el final de la fermentacién.
Medir los grados alcohdlicos obtenidos.

Realizar un andlisis sensorial del alcohol obtenido.
Calcular el rendimiento del alcohol obtenido.

Ecuacion 3-3: Rendimiento del alcohol

cantida de alcohol obtenido ml

mosto fermentado ml

Determinar el tratamiento con mayor concentracién de grados Brix.

Realizar 3 repeticiones con las cantidades indicadas del tratamiento llevado a escala

Medir grados Brix, ajustar pH de ser necesario (3.5-4) y medir la temperatura.
Activar la levadura con agua a 35°C hasta obtener una solucién lechosa.

Agregar la levadura al mosto, tapar correctamente el recipiente y colocar la trampa de

Medir los grados Brix periédicamente verificando su reduccién, hasta obtener un

Realizar una destilacion simple a 78.2°C, temperatura a al cual se destila el etanol

Se deben realizar las pruebas fisicoquimicas segun lo estipula la norma INEN375
Alcohol, fraccion volumétrica: NTE INEN 340
Acidez total: NTE INEN 341

Esteres: NTE INEN 2014

Aldehidos: NTE INEN 2014

Furfural: NTE INEN 2014
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Metanol: NTE INEN 2014
Alcoholes superiores: NTE INEN 2014

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Obtencién del almidén

Tabla 1-4: Obtencion de almidon de frutipan (Artocarpus communis) por via himeda

Tratamiento Materia prima Cantidad de Rendimiento Humedad
almidon % %

1 2,5kg 389¢g 15,6 10,2

2 2,5kg 416 g 16,6 10,1

3 2,5 kg 420 g 16,8 10,2

Promedio 408g 16,3 10,2

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

Segun la tabla 20-4, el rendimiento promedio de almidon es de 16,3%, siendo un valor aceptable
El trabajo propuesto por Arévalo (2011, p.42), donde realiza la extraccion de almidén de yuca para
la obtencion de alcohol etilico obtiene un rendimiento de 16,5% similar al valor obtenido.

El porcentaje de rendimiento de este trabajo difiere significativamente con los valores obtenido
en el trabajo investigativo de Evaluacion Nutricional y funcional del almidén de frutipan especie
sin semilla propuesto por Villasefior (2015, p.48), en la cual se obtiene un rendimiento 56,4% la
principal razon de la diferencia es que la fruta de pan sin semilla posee un mayor contenido de
masa por lo cual se puede aprovechar toda la fruta para extraer su almidén a diferencia del
presente trabajo en donde Gnicamente se utiliza las semillas de la fruta de pan variedad con
semillas. El contenido de humedad es de 10,2% estan dentro de los limites establecidos ya que a

partir de una humedad del 12% se desarrolla con mas facilidad el crecimiento microbiano (Puerta,
2018, p.25).

4.1.1. Prueba cualitativa para determinacion de almidon
El almidon obtenido fue sometido a prueba segin el método yodo métrico, el cual consiste en
utilizar una disolucién de Yoduro de Potasio (KI) en agua destilada a la cual se la denomina

Lugol. El indicativo para la prueba positiva para almidén es el cambio de coloracién del almidén
a un color parpura muy oscuro, como se puede observar en la llustracién 6-4 (Puerta, 2018, p.47).
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llustracion 1-4: Prueba yodo métrica positiva para almidon

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

4.2. Hidrolisis &cida del almidén y medicion de los grados brix

Tabla 16-4: Determinacion de los grados Brix del hidrolizado

Tratamiento Repeticion Grados brix indice de
(°B) refraccion
T1R1 48,54 1,41
1 T1R2 49,02 1,42
T1R3 48,67 1,41
T2R1 63,90 1,45
2 T2R2 63,85 1,45
T2R3 63,27 1,45
T3R1 37,59 1,39
3 T2R1 38,30 1,39
T3R3 37,90 1,39
T4R1 33,28 1,38
4 T4R2 34,28 1,38
T4R3 33,96 1,38

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.
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llustracion 2-4: Tratamientos hidrolizados y medicion de los grados Brix

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

En el llustracion 1-4, se puede observar los valores obtenidos de la medicion de Grados Brix de
cada uno de los tratamientos realizados, se puede constatar que el tratamiento dos (T2) con
formulaciones de 50% p/v de almidén y 37% HCI presenta mayor grados Brix, motivo por el cual
es escogido como el mejor tratamiento para su posterior fermentacion al tener mayor cantidad de
azucares fermentables, por el contrario, el tratamiento 4 T(4) con formulaciones de 50% almidén

y 30% HCI presenta el menor contenido de azlcares en la medicion Brix.

4.3. Analisis estadistico

Porcentaje

99

a0

n
=]

-
[=]
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-0.4 0.0 04
Residuo

05

llustracion 1-4: Gréfica de probabilidad normal

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.
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El llustracion 3-4 muestra una probabilidad de datos normales, para un analisis de varianza los
datos deben tener una distribucion normal aproximada, los valores debe tener significancia entre

si.

Tabla 3-4: Andlisis de varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 3 1598,56 532,85 3727,78 0,000
Lineal 2 132724 663,62 4642,60 0,000
CONC ALM 1 88,13 88,13 616,54 0,000
CONC ACI 1 1239,11 1239,11 8668,67 0,000
Interacciones de 2 términos 1 271,32 271,32 1898,12 0,000
1
8

CONC ALM*CONC ACI 271,32 271,32 1898,12 0,000
Error 1,14 0,14

Total 11 1599,71
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

El andlisis estadistico ANOVA muestra un valor de p menor al nivel de significancia de 0,05,
segun este valor se llega a la conclusion de que el nivel de significancia para rechazar la hipétesis
nula es mayor al 95%, debido a que todos los factores tienen influencia en la obtencion de grados
Brix. Segun los realizado por Espinoza (2015, p.54) concluye que al obtener el valor de (p<0.05)
de sebe rechazar la hip6tesis nula y aceptar la hip6tesis alternativa, en la cual se determinar que
las variables del proceso determinan el mejor tratamiento.

Se realizaron en total 12 hidrolizados variando la concentracién de Acido clorhidrico y la
concentracion de almidon:

e Tratamiento 1: 35% almidon y 37%HCI

e Tratamiento 2: 50% almidén y 37% HCI

e Tratamiento 3: 35% almidon y 30%HCI

e Tratamiento 4: 50% almidon y 30%HCI

De todos los tratamientos se midieron los grados Brix y se determind que la mayor grados Brix,
se debe a una concentracion de almidon al 50% p/v y 37% v/V de HCI, dando como resultado
valores muy cercanos en las tres repeticiones de 63,67°B. El menor contenido de grados Brix lo
tuvo el tratamiento 3, debido a la concentracion baja del acido, segin Puerta, (2018, p.30) una
baja concentracion de &cido hace que se obtenga una hidrolisis parcial del almidon.

Tomando en cuenta las tablas de Refractometria propuestas por Torres (2017, p.3), las cuales

relaciona los grados Brix con los grados alcohoélicos, el aumento de grados Brix serd directamente
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proporcional a los grados alcohélicos, es decir entre mayor grados Brix se obtiene mayores grados
alcoholicos.

4.4. Obtencion de etanol

Segun latabla 21-4 el tratamiento 2 con sus tres repeticiones posee una mayor cantidad de grados
Brix de 63,67°B, indicando que es el mejor tratamiento para llevar a un proceso fermentativo,
entre més grados brix posea el tratamiento mayor cantidad de azlcares fermentables posee la

muestra (Zuluaga, 2009, p.76).

Tabla 4-4: Resultado de los Grados Brix durante la fermentacién del T2R1

Tratamiento Dias de Grados Brix °B pH

fermentacion

1 63,70 45

5 57,83 45

TZR1 10 44,23 4
12 27,35 4

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

Tabla 5-4: Resultado de los Grados Brix durante la fermentacion del T2R2

Tratamiento Dias de Grados Brix °B pH

fermentacion

1 63,83 45
5 56,38 45
T2R2
10 47,35 4
12 26,74 4

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.
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Tabla 6-4: Resultado de los Grados Brix durante la fermentacion del T2R3

Tratamiento Dias de Grados Brix °B pH
fermentacion
1 63.67 4,5
5 57.23 45
T2R3 10 49.52 4
12 27.53 4
Realizado por: Rodriguez, S., 2022.
Grados Brix Vs Dias de fermentacion
70
60 e
50 B
X
S 40
8 —e—T2R1
T 30
5 T2R2
20 T2R3
10
0

4 6

8

10

Dias de Fermentacion

12

14

llustracién 2-4: Grados Brix vs Dias de fermentacion de los 3 tratamientos realizados

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

Se midieron los grados Brix durante el proceso de fermentacion de los tres mostos fermentados,
el objetivo de la medicion es la reduccidn de los mismo para constatar que el proceso fermentativo
esta siendo efectivo, los grados Brix fueron bajando periédicamente como se observa en el
llustracion 3-4, al dia 12 de fermentado se obtienen que los tres tratamientos alcanzan un valor
promedio de 27,20°B, el control del pH se mantuvo en valores de 4,5-4 este control debe ser
realizado para evaluar que la levadura siga en optimas condiciones durante la fermentacion.
Sigifredo y Stroppiano (2003, p.12) asegura que la levadura Saccharomyces Cerevisiae se favorece
en un pH de 4,4-5, asi como también la disminucién del pH durante la fermentacion se debe a que

el Nitrégeno toma la materia organica perdiendo su alcalinidad y volviéndose mas acida un pH

alcalino no es favorable para el desarrollo eficaz de la levadura.
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Tabla 7-4: Resultado de los Grados Brix durante la segunda fermentacion

Tratamiento Dias de Grados Brix °B pH
fermentacién

1 62,91
4 59,46
T2R4 6 47,21

10 32,86 4
14 26,38
17 24,13
19 24,11
20 24,11

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

La tabla 25-4 muestra los resultados obtenidos durante la segunda fermentacion donde
Unicamente se realiz6 una repeticion con el fin de dar paso a una fermentacion hasta obtener el
valor constante de los grados Brix, como se observa en la tabla 7-4 los grados Brix son constantes
a partir del dia 19 de fermentacion, a diferencia de la primera fermentacion donde se obtuvo un
valor promedio de 27,20 °B en las tres repeticiones. Los grados Brix disminuyeron hasta 24,11
obteniéndose un valor més bajo concluyendo asi un mejor proceso de fermentacion y posterior
destilacion, esto se debe a el tiempo de fermentacion que, concordando con lo propuesto por
Arévalo, (2011, p.44), para alcohol etilico obtenido a partir de almidon, se mantuvo una
fermentacion de 15 a 30 dias obteniendo asi mejores resultados en las muestras donde se obtiene

menor cantidad de grados Brix finales debido a que hay mas conversién de azlcares en etanol.

4.4.1. Grados alcohdlicos obtenidos de la destilacion simple

Tabla 8-4: Grados alcoholicos obtenidos de la destilacion simple

Grados
Volumen mosto alcohdlicos o
. Volumen L Rendimiento
Tratamiento fermentado . Destilacion
obtenido (ml) . %
(ml) simple
GAY LUSSAC
Primera fermentacion

T2R1 750 140 36 18,7
T2R2 750 158 35 211
T2R3 750 167 35 22,3
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PROMEDIO ‘ 155 ‘ 35 ‘ 20,7
Segunda Fermentacion
T2 ‘ 750 ‘ 162 ‘ 38 ‘ 21,6

Realizado por: Rodriguez, S., 2022.

Se realizaron cuatro fermentaciones de 750ml de mosto, tres fermentaciones en una primera etapa
y una fermentacion posterior en una segunda etapa con mas dias de fermentacion hasta obtener
un valor de grados Brix constantes, con levadura Kveik Ale Yeast de la sepa Saccharomyces
cerevisiae, utilizada para obtener alcoholes de hasta 40 °GL. Cada mosto fue destilado mediante
destilacion simple en la cual se obtuvieron grados alcohélicos de entre 35°,36° y 38°GL para cada
tratamiento, obteniendo un rendimiento de entre 20,92% promedio de los 4 tratamientos. En los
resultados obtenidos por Puerta (2018, p.73), obtuvo un rendimiento de la obtencion del alcohol de
78,14% en su trabajo sobre el efecto cinético de la hidrdlisis acida en el almidén de maiz para la
obtencion de alcohol etilico, donde su mejor tratamiento lo obtienen a partir de una concentracion
de almidon del 35% y de HCI al 37%, siendo similares a el tratamiento acertado en el presente
trabajo, la diferencia entre el trabajo citado con el presente, se basa en el tipo de almidon, puesto
que para el trabajo de la hidrolisis de maiz se usa un almidén comercial y en el presente se usa un
almidoén nativo realizado experimentalmente.

Realizando una comparacion con el Trabajo de Integracion Curricularpropuesto por Barcia, 2015,
donde se obtiene alcohol a partir del almidon de frutipan de la especie Artocarpus heterophyllus
lam, sin semilla se obtiene un rendimiento de etanol de 12,5% en una fermentacion de un periodo
de 10 dias (Barcia, 2015, p.28), A diferencia de este trabajo donde se obtiene un rendimiento mayor
debido a que se realizé una fermentacion de 20 dias hasta obtener el valor constante de medicién

en los grados Brix.

4.5. Andlisis fisicos y quimicos del alcohol obtenido

Tabla 917-4: Requisitos fisicos y quimicos del alcohol de origen agricola

Requisitos
Parametro Unidad Método Alcohol Resultado
Neutro
Acidez total, mg/100cm?® NTE INEN Minimo: -
como acido 341 Méximo: 3,0 2,4
acético
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Esteres como mg/100cm?® NTE INEN Minimo: - 3,9
Acetato de etilo 2014 Méximo: 5,0
Aldehido como mg/100cm?® NTE INEN Minimo: - 1,3
etanal 2014 Méaximo: 2,0
Minimo: -
Furfural mg/100cm?® NTE INEN Maximo: 0,01 0,01
2014
Minimo: -
Metanol mg/100cm? NTE INEN Méximo: 10,0 8,6
2014
Minimo: -
Alcoholes mg/100cm?® NTE INEN Maximo: 3,0 2,2
superiores 2014

Realizado por: Labolab, 2022.

La tabla 9-4 muestra los resultados obtenidos de las pruebas fisicas y quimicas realizadas al
alcohol obtenido, segin lanorma INEN, (2018, p2.), los valores obtenido a través de los métodos
de ensayos propuestos determinan si el alcohol obtenido a partir de fuentes agricolas es de caracter
neutro o extraneutro. Los valores obtenidos de acidez, esteres, aldehidos, furfural y metanol
corresponde a los de un alcohol neutro cuyos valores maximos se encuentran especificados en la
tabla 27-4.

4.6. Prueba de las de las hipotesis

4.6.1. Prueba de la hipotesis general

Luego de un proceso de destilacion simple a partir del almidon de frutipan hidrolizado se acepta
la hipétesis general acerca de la obtencién del alcohol etilico, se obtuvo 36°GL de la destilacion
del mosto fermentado, teniendo como evidencia la aceptacion de la hip6tesis.

4.6.2. Prueba de hipotesis especifica 1

Las semillas de frutipan posee una considerable cantidad de almiddn, el dato se puede verificar a

partir del valor obtenido del rendimiento el cual fue de 16,34%, concluyendo asi que es posible
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obtener almidon a partir de las semillas del fruto de pan de la especie A. communis, el porcentaje
de humedad es otro de los indicativos de la viabilidad del proceso de extraccion, se obtuvo un
valor de humedad menor al 12%, se considera que a partir de este valor comienza el crecimiento

microbiano del almidén nativo, impidiendo su uso.

4.6.3. Prueba de hipotesis especifica 2

En andlisis de varianza indica que las variables del proceso de hidrolisis (concentracion de
almidén y concentracion de acido) si determinan el mejor tratamiento, el valor de p es menor a
0,05 por lo que el nivel de significancia es mayor a 95%, permitiendo asi rechazar la hipdtesis
nula Ho y aceptar la hipotesis alternativa donde se determinan que dichas variables si tienen
significancia sobre los grados Brix.

4.6.4. Prueba de hipotesis especifica 3

Los grados alcohdlicos obtenido concuerdan con los valores de la tabla de conversion de grados
Brix a grados alcohdlico (ver ANEXO G), se obtuvo 36°GL de los mostos fermentados.

4.6.5. Prueba de hipotesis especifica 4

Las pruebas fisicoquimicas se encuentran dentro de los parametros de calidad, segtn lo estipulado

por la norma INEN 375, para alcoholes etilicos provenientes de origen agricola, ver Tabla 9-4
donde se encuentran los valores obtenidos indicando que se obtiene un alcohol neutro.
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CONCLUSIONES

e Se obtuvo alcohol a partir de las semillas de frutipan, empezando con la extraccion del almidén
a partir de las semillas, siguiéndose de una hidrdlisis acida con HCI, asi como también un
proceso de fermentacion alcohdlica anaerobia y una destilacion simple.

e Se extrajo almidon a partir de las semillas de frutipan en el cual se usaron 2.5 kg de semilla
triturada y se obtuvo 408,33g de almiddn, obteniéndose un rendimiento de 16,34% y una
humedad de 10,33% siendo viable para su posterior hidrélisis y fermentacion alcohdlica.

e Se determinaron las variables en el proceso de hidrolisis acida, en las cuales se vario la
concentracion de almidén y la concentracion de acido a usar, el mejor tratamiento fue el que
alcanzd los 63, 67°B el cual se obtuvo de una concentracion de almidon de 50% y una
concentracion de HCI 37%, segln el analisis de varianza el valor p fue menor a 0,05,
determinando que todos los factores tienen influencia sobre los grados Brix.

o Se realiz6 una fermentacion alcohdlica en tres repeticiones con 750ml cada uno en un periodo
de 12 dias de fermentacion donde se obtuvo 36°GL en el primer tratamiento y 35°GL en el
tratamiento 2 y 3, adicionalmente se realiz6 una cuarta fermentacion con 20 dias de
fermentacion en el cual se obtuvo un valor de grados Brix constante de 24,11 y 38°GL.

e Los pardmetros fisicoquimicos del alcohol obtenido se encuentran dentro de los requisitos
propuestos por la Norma INEN 375, para alcoholes etilicos de origen agricola, para acidez;
2,4 mg/ cm3, ésteres; 3,9 mg/cm3, aldehidos; 1,3 mg/cm3, furfural; 0.01mg/cm3, metanol 8,6
mg/cm3 y alcoholes superiores; 2.2 mg/cm3, valores los cuales indican la obtencién de un
alcohol neutro.
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RECOMENDACIONES

e Para mejorar el rendimiento de obtencion de alcohol se puede enriquecer el mosto con jugo de
cafia de azlcar puesto que es alto en glucosa.

e Se puede optar por hidrolisis enzimatica de almidon obtenido de las semillas del frutipan, se
considera que una hidrolisis enzimatica no permite la creacion de subproductos durante la
hidrolisis, por lo que se esperaria un mejor tratamiento.

e Usar una levadura que resista a altos grados alcohélicos como la Saccharomyces bayanus,
puesto que la levadura Saccharomyces cerevisiae no resiste muchos grados alcoholicos
limitando el proceso de obtencién de alcohol.
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ANEXOS

ANEXO A: EXTRACCION DEL ALMIDON DE FRUTIPAN A. COMMUNIS

b)

c)

NOTAS:

a. Reduccion  del
tamafio de las
semillas de
frutipan

CATEGORIA
DEL
DIAGRAMA:

OAprobado
O Preliminar
OCertificado
O Por aprobar

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA
DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA

ELABORADO POR:

EXTRACCION DE ALMIDON DE FRUTIPAN (Artocarpus

communis)

LAMINA

ESCALA

FECHA

1

1:1

26/04/2022




Sedimentacion
del almidén
Almidén  seco,

pulverizado

O Informacién

™ Por calificar

Rodriguez Stefany




ANEXO B: PROCESO DE HIDROLISIS DEL ALMIDON DE FRUTIPAN

c)

NOTAS: CATEGORIA ESCUELA SUPERIOR PROCESO DE HIDROLISIS DEL ALMIDON DE
DEL POLITEECNICA DE CHIMBORAZO FRUTIPAN
DIAGRAMA: FACULTAD DE CIENCIAS LAMINA ESCALA FECHA
a. Pesado  del ESCUELA DE INGENIERIA 1 1:1 14/07/2022
almidon OAprobado QUIMICA
b. Gelatinizacion | I Preliminar
a 60°C OCertificado

[ Por aprobar




C.

Hidrolisis

acida

O Informacion

M Por calificar

ELABORADO POR:
Rodriguez Stefany




ANEXO C: FIN DE HIDROLISIS ACIDA

b)
NOTAS: CATEGORIA | ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA FIN DE HIDROLISI ACIDA
DEL DE CHIMBORAZO LAMINA ESCALA FECHA
2 Fin de la| DIAGRAMA: FACULTAD DE CIENCIAS 1 1 210712022

ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA

hidrolisis

scida OAprobado
O Preliminar
OcCertificado

O Por aprobar ELABORADO POR:




b. Diferentes
tratamientos

hidrolizados

O Informacién

™ Por calificar

Rodriguez Stefany




ANEXO D: PRUEBAS CUALITATIVAS DE ALMIDON Y GLUCOSA

a)

NOTAS:

a. Prueba

Lugol

almiddn
b. Prueba
Fehling

de

positiva para

de

CATEGORIA
DEL
DIAGRAMA:

OAprobado
O Preliminar
OCertificado
O Por aprobar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE INGENIERIA
QUIMICA

ELABORADO POR:

b)
FIN DE HIDROLISI ACIDA
LAMINA ESCALA FECHA
1 11 21/07/2022




positiva para
almidon

O Informacién

M Por calificar

Rodriguez Stefany




ANEXO E: MEDICION GRADOS BRIX

NOTAS: CATEGORIA ESCUELA SUPEhI\QIOR POLITECNICA MEDICION GRA(IgOS BRIX
DEL DE CHIMBORAZO LAMINA ESCALA FECHA

2. Medicion DIAGRAMA: FACULTAD DE CIENCIAS 1 11 22/07/2022
Grados Briz ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
TIR1 OAprobado

b, Medicién O Preliminar
Grados Briz OCertificado
T2R1 O Por aprobar ELABORADO POR:

Rodriguez Stefany




C.

Medicion
Grados Briz
T2R1

O Informacion

M Por calificar




ANEXO F: PROCESO DE FERMENTACION

NOTAS:

a. Mostos

b. fermentacion
tratamientos:
T2R1T2R2T2R3

CATEGORIA
DEL
DIAGRAMA:

OAprobado
O Preliminar
OCertificado
O Por aprobar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE INGENIERIA
QUIMICA

ELABORADO POR:

PROCESO DE FERMENTACION

LAMINA

ESCALA

FECHA

1

1.1

25/07/2022




c. Segunda
Fermentacion

O Informacién

™ Por calificar

Rodriguez Stefany




ANEXO G: OBTENCION DE ALCOHOL ETILICO

b)
NOTAS: CATEGORIA ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA OBTENCION DE ALCOHOL ETILICO
DEL DE CHIMBORAZO LAMINA ESCALA FECHA
a. Destilacion DIAGRAMA: FACULTAD DE CIENCIAS 1 1:1 09/08/2022
simple de los ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
tres OAprobado
O Preliminar

tratamientos
OcCertificado

O Por aprobar ELABORADO POR:




b.

C.

Medicién
grados
Alcohdlicos
Etanol

obtenido

O Informacién

™ Por calificar

Rodriguez Stefany




ANEXO H: TABLA DE CONVERSION GRADOS BRIX Y GRADOS ALCOHOLICOS

Sacareas Indace de Mata Ambcar en Axticar en Grade slcobblico
5 (m/m) refraccibn & 20 °C | volimica 8 20°C" 1 I Svelad0*C
5.0 1.3132 11049 2407 6.0 14,84
»1 1.37249 1.1053 50.7 268 14,90
252 137266 1.1057 2517 o6 1496
5.3 1.37283 1.1062 253.0 I 15,03
5.4 1.37300 1.1068 1344 e 15,11
255 137317 11072 255.4 7 1517
156 1.37335 11076 256.4 s 15.23
3.7 1.37353 1.1081 2578 pird ] 151
258 137370 11087 259.1 m3 1539
b k'] 137347 L 260.1 2345 1545
26.0 1.37405 1.109% 261.1 153 15,51
26.1 1.37423 1.1100 2625 2364 15,60
262 1.37440 11106 2638 375 15.67
26.3 1.37457 11110 264.8 2383 15,73
6.4 1.37475 11114 265.8 2392 1579
26.5 1.37493 11119 %7.2 240.3 1588
26.6 1.37510 1.1125 268.5 M41.4 15,55
26.7 1.37528 L11® 265.5 42,2 16,01
26.8 1.37545 1.1133 705 1430 16,07
6.9 1.37562 1.1138 MaA 2441 16,15
o 1.37580 1.1144 m.a M52 16,23
7.1 1.37508 1.1148 42 246.0 16,29
7.2 137615 1.1152 52 246.8 16,35
7.3 1.37632 1.1157 176.5 we 16,43
74 1.37650 1.1163 mae 249.0 16,51
1.5 1.37667 L1167 m9 2498 16,57
1.6 137685 .17 me 1806 16,63
n1 1.37703 L1176 |13 2516 16,71
7.8 1.3 1.1182 2826 57 16,79
nse 1.37713% 11186 2836 535 16,85
8.0 1.37757 11190 2846 2543 16,91
.1 137775 11195 2860 155.4 16,99
32 1379 1.1201 2873 256.5 1707
8.3 1.37810 1.1205 288.3 257.3 17,13
8.4 137628 1.1209 893 258.1 17,19
8.5 137886 11214 0.7 259.2 17.27
8.6 137863 1.1220 2.0 2603 17,35
8.7 137881 11224 293.0 261.0 1741
8.8 137899 1.1228 254.0 261.8 1747
8.9 1.3m7 1.1233 2053 W29 17,55
200 1.37935 L1239 296.7 210 17,63
29.1 1.37953 11244 298.1 265.1 177
2.2 1.3M7 1.1350 59.4 iy, | 17,79
2.3 1.37988 1.1254 300.4 266.9 1785
9.4 1.38006 1.1258 301.4 261.7 1791
0.5 1.38024 1.1263 e 2688 1799
26 138042 1.126% 341 609 18,07
2.7 1.38060 1.1273 5.1 INLG 18,13
2.8 1.38078 1127 6.1 a4 18,19
X9 1. 38056 11282 7.4 ITLS 18.26




ANEXO I: RESULTADOS DE PRUEBAS FiSICO Y QUIMICAS.

el
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INFORME DE RESULTADOS
v s v ¥ 22078
Fyformme A" TIN0A
Mg ¥ e 4
DAYOUS PROFORCIONADIES PO BL CLIENIE
Nombret Siclany Andrcina Rodrigecs Loor
Doreccida: Richsmta
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Descripein Liquido
Cantnido dictarada 00 ol
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ANALISIS
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| Acder total, come scido scéscn | me100 an® NTE INEN 341 24
Esteres como Acetaio 8¢ e1fio mg 100 an’ NTE INEX 2014 39
e, come ctenal g 100 o’ NTE INEN 2014 .3
Furfarad mg 100 au’ NTE INEN 014 oot
Meusal g 100 cn’ NTL INEN 054 e
Alcoholes Superiores g 100 an’ NTE INEN 2014 22
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ANEXO J: NTE INEN 341-DETERMINACION DE LA ACIDEZ

By

P EN — S 0 17 -T2 50 -8

o s INEN o

Morma Tecnica IMEN M4
Eousterana BEBIDAS ALCOHOLIGAS
DETERMINACION DE LA ACIDEZ 167800
1. OBJETO

1.1 Esla nommia Seni for obps slabiicer o mdindt para delsmingr |4 ecises o bebidas aloohdlizas des-
Gl

L ALCANCE

21 Exta noma estabksoe ol méaodo para determinar la acidez total, la aoder fia v b acider volitil

3. DEFIMICIONES

31 Acigez dodal Es la suma di b doides valorables cbienida cusindo s e ks babida doohiboa a nestna-
lidad {pH: T}, por adicin de una soluckn alualing.

3.2 Aciter vol! E5 la Suma o los doites voldikes walonbles por neutralzacdn o la bebida alcohdca,
kD U Soluckin alcaling.

33 Acioer ffa. Es la suma de los dodos fios valombles por neuiralizecsdn di la bebida aleohdboa, usando
N Sohacidn alcaling.

4, RESUMEN

A Debermingr la aciter ol y |6 acidez s modane uecon con hidnds de sofo y, por dierentia,
elablocion ol valon de |6 aoidez volddl

5. INSTRUMENTAL

B4 Mstrar Edenmeyer, e 500 o,

52 Crisal de plaiing, o de porcelana, de 50 o’
53 Barla de vapor

54 Estufs, con regulador do lempanaiura

55 Burefa, o 10 om’ con graduacion de 0,05 cm'.

55 Pipeis voiumdinica, de 35 am’.




MTE INEN 341 N

E. REACTIVOS
&1 Soivodn 0, 1 4 de idmicdo de soo, debidamenie valorada.
6.2 Sofrcidn indicackar de fenoiffalzing, soclucian alohdlca al 1%.
&3 Aicahol newtro.

&4 Agua destiada.

7. PROCEDIMIENTO

TA L dalirmninacetn dibed aleoluaiss por o phiaio S0be [a misma muasia
7.2 Dederminacidn de L acider total

7.2, Colocar 250 om” de agua desflas, recientements hervida y neulraiizada, en un matraz Edenmeyer de
E00cm’ y afadr 25 om’ & mutsin y 5 potas o |a solucion & ferciNaleing; proceder a Stular, utli-zands
bureta, con la sehaiin 01 N de hidadedo di sodo.

7.3 Dadiminackn o b acidez fija.

7.31 Evaporar a sequedad 35 cm” oe mussira conlenidos en o oisol de plaiine o de poroslana, sobee un
Bafbo & vapar.

T.32 Coboodi o sl y 5 coibanido o 1 estufa, & 100°C, duranie 30 min.

733 Disoher y transhers o residun seco ulizands ponciones de alvohol neuis (apradimadaments 35 o)
& un miatraz Enenmayer o S00 o, qua debe contaner 250 om” o aqua destlaca, Moimiemants e ¥
maiirakzada.

T34 Adionar §gofas de soluckdn de fenofakiing y proosser & Buer, uilizands la burels, oon la solu-cidn
0,1 M da hicrdeddo da sodio.

B CALCULOS

2.1 La acidec fotal o bebid albohdioas estilados oo Selerming wEizands |5 eouacion Sigulnis:

v
AT = 24 ——
a

Shknida:
AT = ey holal, E6pREsada como SCi0o acdticn, & Qrames por 100 em” de skoohol anhidr.

Wy = wikamin o solucedn 0,1 M o Redrtsd O S000 uhado on la Wulacion, &n oamlimstnog od-
bécos (e T2 1)




MTE IHEM 311 e

G = grado akoohbloo de la muesira (ver INEM 3400
&2 La aoder fija s= determina ulilzanda la souacidn siguiente:

¥
AF 22—
G

Sknda:
AF =ﬁtzqn.wmmtmmm.mgmmpﬂimm?diMMm.
¥y = volumen di solucidn 01 N de hidrdesdo o sodo usadd &n ks fulacin, en conlimetas ob-
bigod fvar 7.3.4).
G = grado alcohdlico de la muesira (ver INEN 3400,

23 La aodez volitl se dedermina wiizanda |3 eouacion siguienbe:

AV=AT = AF
Sienda:
AV = acidez wolatil
AT = acdez intal
AF = aodez fija.
9. ERRORES DE METODO
9.1 Lo Silefencia snine o Madc o uhd o indctn eferiaada por duploads no dibe aarader dd 1%;

o G350 coniranio, debe pepefine k deleminasdn,

10. INFORME DE RESULTADO

0.1 Coma mesulads fnal, doba reporiarss & mida siimisos de los resulsnes o ke deerminmcin.

10.2 En @ informa de resullados, deben indicarse o mdido mado ol resulndo oblenida. Debe mancio-
marse, ademis, cuakuier condicidn no espiciicada en osia nomma, o conaiderada como opdonal, asi coma
cualijuier dnunslancia guee pussa haber infuido sobre of resiadn,

0.3 Dabaen inchuirss bodos los detales para b complela idendlioecidn o | muesing




ANEXO K: NTE INEN 2014 DETERMINACION DE PRODUCTOS CONGENERES

Norma BEBIDAS ALCOHOLICAS NTE MEN
Tecnica DETERMINACION DE PRODUCTOSCONGENERES POR B
Ecuatoriana CROMATOGRAFIA DE GASES
Voluntaria 201510
1. OBJETO

Esta norma describe el método para determinar e contensds de productos congéneres: etanal
(acetaldehido), acetato de etdo (etancate de etilo), metanol {slcohol metilico), propan-1-ol
(propanol), 2-propandd {lso-propancl), butan-1-ol (butanol), butano-2-ol {sec-butanol), metiipropan-1-
ol (lso-butanol), pentan-1-ol (aleohol amilico nommal), 2-metil-1-butanol (alcohol amilico activa), 3-
meti-1-butanol  (alcohod Boamilco o |so-pentanol) v furan-2-carbaldehido (furdfural),  por
cromatografia de gases en las bebidas alcohdlicas (con excepcidn de la cerveza).

2. REFERENCIAS NORMATIVAS

Los siguientes documentos en su totalidad o en pane, son referidos en esbe documento y son
indespersables para su aplicackdn. Para referencias fechadas, solamente aplica la edickén
citada. Para referencias sin fecha, aplica la ditima edicidn del documente de referencia (Incluyendo
cualquier enmienda).

WNTE IMEM 338, Babidas aicohddicas. Definiciones
NTE INEN 339, Babidss alcohdicas. Mussireo
NTE INEN 340, Babldas alcohdiicas. Determinacitn del grado alcohdico

NTE INEN-I150 3606, Agus pars uso en andiisis de lsborstono - Especificacion y métodos de ensayo

3. DEFINICIONES

Para los efectos de esta norma, se adoptan kas definclones contempladas en la NTE IMEN 338 ylas
que a contineacion se detallan

3.1 Productos congéneres. Sustancias voldtles diferentes al atanol y metanol que s forman en el
proceso de fermentacidn y afefamiento de las bebides alcohdlicas. Tamblén se denominan
impurezas o sustancias voldtles. Denfro de los conpéneres se consideran: &cidos orgénicos,
aldehidos, furfural, ésteres y alcoholes superores.

3.2 Alcoholes superiores. Término que se reflere a la mezcla de slcoholes de aiio peso molecular
que g8 producen durante |a fermentackdn alcohdlics; estd compuesto principalmente de 2-propanol,
Isobutanol, butanol y alcoholes amilicos.

3.3 Alcohol amilico. Compuesto organico incoloro con la fdrmula C.HyOH, este compuesto es
conocido por tener ocho estructuras moleculares diferentes que son: 1-pentanol, 3-metl-1-butanol, 2-
metil-1-butanal, 2,2 -dimetd-1-propanol, 3-pentanol, 2-pentanal, 3-metl-2-butanocd, 2-metl-2-butanal_

3.4 Furfural. Aldehido industrial dervado de varios subproductos de la agricultura, malz, avena, trigo,
aleurana, aserrin. El nombre furfural es por la palabra lating furfur, “salvada®. en referencia a su
fuente comdn de obtencbn.

3.5 Acido orgdnico. Compuesto organico que posee un grupo carboxio, resulta de |a oxidacion de
Ios alcoholes primarnios o de la oxndacion de bos aldehidos.




Norma BEBIDAS ALCOHOLICAS NTE e
Tacnica DETERMINACION DE PRODUCTOSCONGENERESPOR |,
Ecuatoriana CROMATOGRAFIA DE GASES AMEAD
Voluntaria 5
1. OBJETO

Ests norma describe el método para determinar el contendde de producios congéneres; etanal
(acetaldehide), acetste de etdo (etancate de etlo), metanol (sloohol metico), propan-1-gl
{propanal), 2-propandd {lso-progancl), butan-1-0 (butanol), butano-2-ol {sec-butanal), metipropan-1-
ol {lso-butanol), pentan-1-ol (scohol amiico normal), 2-metl-1-butanol (slconsd amilico sctive), 3-
metk1-butanol  (alcohel moamilce o so-pentancl) y furan-2-carbaldehido (furfural),  por
cromatografia de gases en las bebidas alcohdlicas (con excepcidn de la cerveza).

2. REFERENCIAS NORMATIVAS

Loa siguentes documentcs en su totabidad o en pane, son referidos en este documents y son

indapensables para su aplicacin. Pata referenclas fechadss, solamente aplica la edicion
cltada. Para referenclas sin fecha, aplica la atima ediclén ded documento de referenca (Incluyendo
cualquier enmienda).

NTE INEN 338, Bahivas aicohdicss. Definicionas

WTE INEM 338, Babidss alcohdicss. Muesireo

NTE INEN 340, Babidas aicohdhcas. Determinaciin del grado alcohdlico

NTE INEN-IS0 3686, Agus pars u2o en andiisis de lsborstonio - Egpacificacian y méindos de ensayo

3. DEFINICIONES

Fara ks efectos de eata norma, se adoptan las definclones contempladas en la NTE INEN 338 ylas
que a continuesciin se detalian:

3.1 Productos congéneres. Sustancias voldties diferentes al etanol y metanol que se formen en el
proceso de fermentacidn y afielamento de las bebldas alcohdlicas. Tamblén se denominan
IMpurezas o sustancias volatles. Denlro de |os cOnQéneres se consideran: Acidos orgénicos,
aldehidos, furfural, ésteres v alcoholes superiones.

3.2 Alcoholes superiores. Témino que se reflere & |a mezcla de abcoholes de afio peso molecular
gue e producen durante |a fermentaciédn alcohdlica; estd compuesto pincipalmante de 2-propanal,
sobutanol, butanol ¥ alooholes amilicos.

3.3 Meohol amilico. Compuesto orgdnico incoloro con 1a fammula C:HOH, este compuesto es
conocido por tener ocho estructuras mokeculares diferentes que son: 1-pentanal, 3-meti1 -butanol, 2-
metil-1-butanal, 2,2 -dimetd-1-propanol, 3-pentanol, 2-pentanol, 3-metl-2-butanol, 2-metl-2-butanol_

3.4 Furfural. Aldehido industial dervado de varios subproductos de ba agricultura, malz, avena, trigo,
aleurona, aserin E| nombre furfural e por la palabra lating furfur, "salvado®, en referancia 8 su
fuente comdn de obtencién,

3.5 Acido orgdnico. Compuesto orgénkco que poses un grupo camoxo, resulta de la cxidacion de
Ins alcoholes primancs o de la oodacion de ks aldehkdos.



3.7 Ester. Compuesto organico denvado de scldos organicos o inorgénicos oxigenados en los cuales
uno o s protones son sustiuides por grupoes erganicos alquilo (simbalizades por RY), resulta de la
reaceidn entre un Acido y un aleohod.

3.8 Factor de respuesta. Relacidn entre una sefal producida por un analito, y |a cantidad de analite
que produce 1 sefial.

3.9 Resolucion. Grado de separacin de dos bandas adyacentes. Se define coma la distancia entre
o5 ploos (o centros) dividida entre &l ancho promedio de las bandas. Este valor es adimensional

4. DETERMINACION DE PRODUCTOS CONGEMNERES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
4.1 Fundamento

La presencla de congénares voldtiles en las bebidas alcohdlices se determing mediante (3 inyecosdn
de la bebida alcohdlca, pura o adecuadamente dilsda o su destilado, en un sistema de cromatografia
de gases. Anies de @ Inyecclén, se afade a la beblda sleohdlica un patrdn intemo adecuado. Los
congéneres voltiles se separan en una columna adecuada utlizande programacién de temperatura y
un detector de lonizacidn de llama (FID). La concentrackin de cada uno de los congéneres se

determina en relacidn con el patran intermo, @ partir de los fectores de respuesta oblanidos durant |a
calibracitn, en condiclones cromatograficas idéntices a las del andlisls de la muestra

4.2 Equipos
4.2.1 Balanza analitica, con sensibdidad de 0,1 my.
4.2.2 Alcoholimetro centesimal de Gay Lussat o densimetro digial.

4.2.3 Cromaiografo de gases, con programador de temperatura, equipado con un defector de
lonizacion de llama (FID) y un integrador u ofro sistema de tratamiento de datos capaz de meds las
4reas de bos ploos.

4.2.4 Columna capllar del cromatdgrafo de gases compuesta por B % de clanopropd- fenil v %4 % de
dimetl polikiosano de 60 m x 0,25 mm de diémetro intemold |, con una pelicula de 1,40 pm de

EE0ESO.
La columna debe ser capaz de separar los analtos de forma gue la resolucién minima (ver 4.7.7)
enfre los distintes componentes sea de 0,8 (excepio e 2-metlbutan-1-of ¥ el 3-metilbutan-1-al), esto
en &l caso de que la simple visualizacidn del cromatograma no sea suficlente.

MOTA La resoluciin alcarzada en un sislema es propordional al producto de |a sekecividad, la eficiencia y la capacidad del
SiStema, que 500l tres mas Importanies pardmeros de conin &n UNa columna cromalogralica.

4.2.5 Precolumna desactivada de 1 m por 0,53 mm con coneclores.

4.3 Reactivos y materiales

4.3.1 Reactivos

4.3.1.1 El agua que se utilizard serd de grado anallico y debe cumplr conla NTE INEN-IS0 3596,
4.3.1.2 Los reactivos deben ser de calidad cromatogréfica, es decir, de una pureza supedor al 87 %.

El acetaldehido deberd almacenarse protegido de la |uz a una temperatura infenior & 5 °C; los demds
reactivos podrén almacenarse & lemperatura amblente. Todes las soluclones deberdn almacenarse

refrigeradas.




TABLA 1. Componentes necesarios para preparar |a soluclén patron inicial A

Companents
etancl absoluto (CAS 64-17-5)
metanal (CAS 67-56-1)
propan-1-ol (CAS 71-23-8)
Z-propanol (CAS BT-63-0.)
2metl-1-butanal {CAS 137-32-6)
Smetl-1-butanal {CAS 123.51-3)
acetato de atlo (CAS 141-78-6)
butan-1-ol (CAS 71-36-3)
butan-Z-of (CAS 78-82-2)
metilpropan-1-ol (CAS T4-43-1)
pentan-1-ol (CAS 71-41-0)
elanal (GAS 75-07-0)
furan-2-carbakiehido (CAS 98-01-1)

4.3.1.5 Solucién patrén interno B

Fara preparar la solucidn B se debe plpetear 10 mL de butan-1-ol u ofro patrn infemo sugenido en
4312, en un matraz aforado de 100 mL que contenga aproximadaments BO mL de solucidn de
etanol (ver 4.3.1.3), enrasar con sohecidn de etanol (ver 4.3.1.3) y mezclar cusdadosamente.

Medir la masa del matraz vacio y después de 18 adicidn del componente, asl coma la maza final total,
4.3.1.6 Soluckin patrdn de calidad C

Para preparar esta soluckdn pipetear 1 mL de soluckén patrdn A (ver 4.3.1.4) y 1 mL de solucién
patdn B (ver 4.3.1.5) en un matraz aforado de 100 mL que contenga aproxmadamente B0 mL de
solucidn de etanol (wer 4.3.1.3) enssar con solicin de etanol (ver 4.313) y mezclar
culdadosamente.

4.3.1.7 Soluckin patrén D

Para mantener la continuidad analibea y un control efective de |a calidad, preparar un patrdn de
calidad ulilizando el patrdn A (ver 4.3.1.4) ya preparado o de preferencia. Preparar un patrdn de
control segn las indicacones del patrdn A (ver 43.14) utlzando lotes o marcas de reactives
diferentes. Infroducir con una plpeta 1 mL de solucln A (ver 4.3.1.4) en un matraz aforado de 100
ml que contenga apraximadamente BD mL de solucidn de etanol (ver 4.3.1.3), enrasar con solucidn
de etanol (ver 4.3.1.3) y mezclar cuidadossmente.

4.3.1.8 Soluckén patrén E

Para preparar esta soluckn introducir con una pipeta 10 mL de solucidn B (ver 4.3.1.5) en un matraz
alorado de 100 mL gue contenga aproximadamente 80 mL de solucién de eanol (ver 4.3.1.3),
enrasar con solucsin de etanol (ver 4.3.1.3) y mezdar culdadosamente.

4.3.1.9 Solucién control de patron de calidad CC

Fara preparar eata sohucidn inroducr con una plpeta 9 mlL de solucldn patrdn O (ver 4.3.1.7) y 1 mL
de solucadn patrdn E (ver 4.3.1.8) en un matraz y mezciar culdadosaments.




4.3.2.3 Microgennga de 10 ul de capacidad, con aprommacsn de 0,1 ul
4.3.2.4 Matraces de 100 mL
4.4 Toma de muesires

El muestreo debe realizarse de acuerdo con ko indicado en NTE INEN 339 y la determinacitn de su
grado sbcohdlico debe realzarse de acuerdo con lo indicado en NTE INEN 340.

4.5 Procedimiento

4.5.1 Preparacidn de la muestra

&) Registrar la masa de un matraz adecusdo, debidameante tapado.

b} Pipetear 8 mL de la muestra y registrar su masa.

¢ Anadr 1 mL de solucidn patron E (ver 4.3.1.8) y registrar su masa.

d} Agitar la muestra vigorosamente (realizando por lo menos 20 inversiones). Las muestras deberén
AllEssmse 8 ue Enperahns ofemn g 3 °C anles de su sliss pard reduct gl masino b
pérdida de sustancias voldtles,

4.5.2 Preparacion del blanco

&) Registrar la masa de un matraz adecusdo, debidameante tapado.

b) Pipetear 9 mL de soluckdn de etanol &l 40 % (fraccidn de volumen) (ver 4.3.1.3) en el matraz y
reglatiar su masa.

¢) Afadr 1 mL de la solucidn patrdn E (ver 4.3.1.8) y registrar su masa.

d} Agitar la solucdn vigorosamente (realizando por lo menos 20 inversiones) las muesiras deberdn
almacenarse & una lemperatura infencr a8 5 °C antes de su andlisis para reducir al maximo la
pérdida de sustancias voldtles.

4.5.3 Preparacion de las soluciones patrones de linealidad

En una sene de balones aforades de 100 mL que contengan aproximadaments B0 ml de etanol al

40 % (fraccidn de volumen) (ver 4.3.1.3), pipetear; 0.1 mL; 0.5 mL; 1.0 mL y 2.0 mL de solucin

patrén inicial A y 1 mL de soluckdn patrdn intemo B, enrasar con solecion de etanol al 40 % (fraccidn

de volumen) (ver 4.3.1.3), y mezciar cudadosaments.

4.5.4 Condiclones cromatograficas

Para poder reabizar & comda conalderar |as sigulentes condiciones cromatograficas:

&) Gas portador: Hebo.

b} Velocidad de flujo del gas portador: 2,01 mUimin.

¢ Velecidad de flujo del gas portador después de la corrida: (post run) 3,00 mL min

d} Temperatura del hormo: 45 “C durante 7,73 min; incrementar de 45 °C hasta 100 *C a razén de
T “Cimin; incrementar de 100 “C a 180 “C con rampa a razdn de 12 “Cimin.

&) Temperatura del homo después de la corrida: (post run) 230 *C durante 1 min.
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fl Inyeccidn: Spil 120°C. Rolecdn do Bpli 4001, Fliyo do Spit 24 mlimin, puga do sopla 3
mil i,

30 Dedmzbad: FID, Tempaimiaa 300 "C Flejo Hy 30 mLUimin - 40 mLivén. Fleo s 350 mbLmin —
00 il fmin; Fluj>gas ausdiar (Myj 12 mLming Bafal: 10 He joon compinsacion &g oolumia).
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ROTAZ Ens ¥ pusdE wn s ks columas da 8 % s cancgropd- el o % O

il prrslerilonre da B0

4.5.5 Ensayo pralimine

Ingpectar die 1 L da solickin paindn C (wer 4.3.1.5) para comprobar qu iodos 19 analios s sepanan
4. 58 Curva da calibraciin

S prepaa e ourve O calltvachin, para 0 cual So pREparan SOIUCINES Dainnid di e bdad,
walas solckones son uilizadas para comprobal la Ereabdad de B respodsin del debecid O
Tz iy i M. Prara idho

Ingectar da 1 pL de codd uno O a6 soluceoned patonoes do ineakded jeer 4.53) con @ fin G
COMprobar g la respusio Sl delecior os linoal. b partn o relaciin oo kS nees ¥ concanTackdn di
los piocs g Coda congdnaie y ol pabndn imemo, dade por o inegrader U oD ShleME O
amErenin o GinG caltiilar para codd iveccidn ol ooolc it di oo acidi R o cada 3
Dabird oblorarse una grafica lineal, con un cooficiente do cormdacitn cecans & 1 0,09 Para ol
ioiilizar las Mmlas 4.7.1 y 472

4.5.T Diarlirminaciien

45T 1 injectar a solicidn paindn © [var 4 3.108) y dos soliciones paindn CC (wer 4.3.1.0).
inyeciar ks muisims problema reparadas (ver 4501}, inyectands |a soluckn paindn CC (var 4.31.
cada 10 MUSias pan garantizor 13 estabidad @ inyld un pairdn C (v 4.3.1.6) cada 5 mussras

4572 Modr o drea de ks piots con @ ayuda del inkegader del cromaligraly 96 gases u ol
staheima i T o dacs

4.8 Clleulos

4.6.1 Ralesion de cads congdnans obbeni de
A
& {1}

i I red ki b s congdnan Sblankda
Aol dres o el ol pico dil oongdnim
A, i o dinga O aluna D peo del pairhn ingemio

4.0.2 Ralezidn de b oonianirackn & chdd conginis ol ko

&
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dene
i ok PElacion 02 ki CONCENTracitn di Cada congénans oblonid;
O 6 | conceniracion 4 conginans [ugig)
CPY i & conceniracian del paén imeme (g

4.6.3 Cillouls del Tacter da mspuista

& pari & cromatogama de B inpeociin de solaion paimen © (ver 4.3.1.6), caloular 1o Taclmes de
PRSI P £l oon i Midants & Snuaciin

APTCC

FR =E.Tm )

ik
PR ol facter di Pispusta;
AFT el dnea del pico del pairin inemo
AT i il s il pios did congdnine;
CC a5 la conoeimiraciin ol conginens (Haigl
CPY e o coneaniracion del paindn inleens (g
4.6.4 Concimtracion do cada wned 98 los comping fid e L muesin

L'E-i:ﬂ:ﬂ’!nl’!
AP MM 4

donide

CO &5 | conoiracin S6 conginens L9l

AC o5 ol drva del oo del congheng;

APTas @l Sraa dal phoo do o soluckie E jvar 43,1 8)

WP iz | rrasa del palrn intema (g);

Mol s s eaed b i miising g

CPY £ la contoninacén del parén imerne [Hgig)

A i ol factor de respusrsia.




4.6.5 Conceniracibn di congénaris $upriaato @ me'100 mL do bteda aloahiea

€ = [0z 2= 210000
¥ 5

dande
€ i |a concentraciin del congdnens jmg/100mL,
CC o5 la conosniracedn ol congdnens (b330
i | dansidad absokidn O b russing & 20 "Cigiml )
Fi s ol grads alooh b en poncenta & 20 “Cf (fracckin o volamien)
4.6.8 Porcaniaj de Mcupemcidn de los conginanis conlinilos an o pairon di calidad CC

oA
T LAl &

(1]
cond,
CA s ol poreniade de recuperacidn o la muesing di la solucidn paindn CC {ver 4.3.1.9)
CACT @4 la concen rackdn o6l analie on la solucon patrtn CC [ver 4.3.1.0);
CAD o4 la conoarminaciin del analio e la solucin D jwr 4.3.1.7)
4.6.7 Rusoduidn
_ i =7y
T Wy o W)
ok
R, &5 la resolucide de la crmalograia
07y e o G0 i e il Sogundn DoMpononis & Sl SEnsads & mifios;
By o il DR i PGl R el COTIECTHEANGD &b LT Srasailn & Miriog,
T, a5 il @nchn die Beared okl prl s OOMpONETIE G ol i Sl O & minul
TRy s ol reshed o Bl R SEgindd CORMSOnEiE & Shl SEpreiad oh minlies.
4.7 Errofas dal misodo

Ladiferencia erming los resulados o una deteminesadn efeciusia por mplcedo m deba excide Gl
I %, COo CONTaD, il i b Ominacin oo s producis Conjinares o b muesra

4.8 Informss do resuledes

481 En @ infoimie &b resukados debe indicarse o miéedd wsado y o meulade oblenido. Daba
MaNConares, ademds, culiulr condodn no espbolficods of &Nla HOMRE, O CONSURda oM
opdional, asl oM CURbILNT droamsianca, Sebedo & g muchon BIiones Arminan o el v la
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4.B.2 Dwbdi incluirss iodis los dulalles para b complets identifeacion e la moesira

403 Lo resuliados sé presentan oon i oiven significaihvas, oon un decimal, por aEmphs 11,4
mgi100 L o alcohol ateouio
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