EVALUACION DE LOS RENDIMIENTOS EN EL PROCESO DE
OBTENCION DE ALCOHOL A PARTIR DE HARINA DE NAME (Dioscérea
Bulbifera, Trifida ) POR VIA ENZIMATICA

YAJAIRA ASTURIZAGA AVILEZ
CARMEN BOCANEGRA AMAYA

LINEA DE PROFUNDIZACION
FERMENTACION

UNIVERSIDAD DE SUCRE
FACULTAD DE EDUCACION Y CIENCIAS
PROGRAMA DE BIOLOGIA
Sincelejo, 2008



EVALUACION DE LOS RENDIMIENTOS EN EL PROCESO DE OBTENCION DE
ALCOHOL A PARTIR DE HARINA DE NAME (Dioscérea Bulbifera, Trifida)
POR VIA ENZIMATICA

YAJAIRA ASTURIZAGA AVILEZ
CARMEN BOCANEGRA AMAYA

Trabajo presentado como requisito para optar titulo de Bidlogo con énfasis

en Biotecnologia

Director
JAIRO SALCEDO MENDOZA

Ingeniero Quimico

Codirector
RAMON LOZADA DEVIA

Quimico Msc .

UNIVERSIDAD DE SUCRE
FACULTAD DE EDUCACION Y CIENCIAS
PROGRAMA DE BIOLOGIA
Sincelejo, 2008



Sincelejo,

Nota de aceptacién

Presidente del jurado

Jurado

Jurado




UNICAMENTE LOS AUTORES SON RESPONSABLES POR LAS IDEAS
EXPUESTAS EN EL PRESENTE TRABAJO
Articulo 12, resolucion 02 del 2003



DEDICATORIA

A DIOS, a mis padres IRIA y ALFREDO quienes me brindaron esta oportunidad
y que con tanta paciencia y amor han esperado este triunfo, que mas que mio es
de ellos. A mis hermanas Sandra, Angélica y Laurita, a mi compafiero y novio
incondicional JESUS y con un inmenso amor este logro es dedicado a mis hijos
ALFREDO ANGEL, mi angel y DIANA CECILIA mi checho.

Carmen Bocanegra Amaya

A Dios, por regalarme fortaleza, sabiduria y perseverancia a lo largo del camino;

A mis padres Gonzalo y Armenia por su comprension, apoyo y paciencia; por
creer en mi en la adversidad y los reveces.

A Leidi por brindarme su compafiia y confianza en estos afios.

A mis Hermanos, Javier y Eliana por ser fuente de alegria en todo momento.

A mis amigas Ana, Gloria, y Sora, quienes a pesar de la distancia me
demostraron su amistad sincera e incondicional.

A ti Carmen amiga mia, por tu lucha incansable para lograr conjuntamente esta

meta

Yajaira Asturizaga Avilez



AGRADECIMIENTOS

Ante todo le damos las gracias a Dios todo poderoso por darnos la sabiduria y el
tiempo para concluir con este trabajo toda una carrera de experiencias y

conocimientos que nos han de servir mucho en la vida.
Agradecemos a Arturo Doncel auxiliar del laboratorio de microbiologia y amigo por
su desinteresada colaboracion durante el proceso experimental del presente

trabajo.

A Jesus Beltran Sanchez por sus incondicionales aportes en el desarrollo l16gico

de este trabajo.

A todos nuestros compafieros de clase por su incondicional ayuda.

A Novo Nordisk por la disposicion en la adquisicion de las enzimas y reactivos

empleados en esta investigacion.



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN

1

2

21
2.2

3

3.1
3.1.1
3.2
3.2.1
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.7.1

INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

ESTADO DEL ARTE

ASPECTOS GENERALLES DEL NAME

Taxonomia

GENERALIDADES DE Dioscérea trifida

Descripcion botanica

GENERALIDADES DE Dioscérea bulbifera
PRODUCCION DEL NAME A NIVEL MUNDIAL
PRODUCCION NACIONAL

BIOPROCESAMIENTO DEL NAME Y TUBERCULOS AFINES
HIDROLISIS ENZIMATICA

Descripcion de las enzimas usadas en el proceso

3.7.1.1 Pectinaza
3.7.1.2 Alfa-amilasa

3.7.1.3 Amiloglucosidasa

3.8
3.8.1

FERMENTACION
Microorganismos Empleados

3.8.2 Etanol
3.8.2.1 Ventajas del Etanol como combustible

3.8.2.2 Limitantes del Etanol como combustible

3.9

EL ALCOHOL CARBURANTE EN COLOMBIA

Pag
16
18
21
21
21
22
22
22
23
24
25
26
29
33
35
36
36
38
38
39
40
42
42
44
45



3.9.1 Produccion de alcohol y mercado potencial en Colombia
3.9.2 Proyecciones de consumo de alcohol

3.9.3 Alcohol carburante en Sucre

3.9.3.1 Marco legal

4 DISENO METODOLOGICO5

41 UNIVERSO Y LOCALIZACION DEL PROYECTO
4.3 VARIABLES

4.3.1 Variables independientes

4.3.2 Variables dependientes

4.4 DISENO EXPERIMENTAL

4.5 PROCEDIMIENTOS

4.5.1 Seleccion Y Preparacion De La Materia Prima
4.5.1.1 Obtencion de la harina

4.5.1.2 Preparacion de Los Sustratos Iniciales

4.5.2 Hidrodlisis Enzimatica

4.5.2.1 Montaje de los biorreactores para a hidrolisis
4.5.2.2 Licuefaccion

4.5.2.3 Sacarificacion

4.5.3 Fermentacién

4.5.3.1 Preparacion del inoculo

4.5.3.2 Filtracion

46 EVALUACION DEL RENDIMIENTO

5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

5.2 HIDROLISIS ENZIMATICA

5.2.1 Comportamiento de Dioscorea bulbifera

5.2.2 Comportamiento de Dioscorea trifida

5.3 FERMENTACION

5.3.1 Grados Brix

5.3.2 Equivalentes de Dextrosa

5.3.3 Conteo de microorganismos

47
48
49
50
52
52
52
52
52
53
54
54
54
54
55
55
56
57
59
59
59
60
61
61
62
62
64
67
67
69
71



5.3.4 Concentracion de Alcohol

5.4
6

7
8
9

EVALUACION DE LOS RENDIMIENTOS
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONESS8

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

73
78
83
85
86
98



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Hoja de Dioscérea trifida y tubérculo

Figura 2: Enramada de Dioscorea bulbifera

Figura 3: Tubérculo y hojas de Dioscérea bulbifera

10

Pag
24

26

26



LISTA DE GRAFICAS

Grafica 1(a): Comparativo de la Produccion del cultivo de fiame

a nivel mundial 2004.

Grafica 1(b): Comparativo de rendimiento del cultivo de fiame

a nivel mundial 2004.

Grafica 2: Area cultivada y produccién de fiame en Colombia (1961-2003)

Grafica 3: Comparativo de la superficie sembrada del cultivo

de name a nivel mundial 2004

Grafica 4: superficie del cultivo de Aiame en Colombia

Grafica 5: Consumo de alcohol en los préximos afnos

Grafica 6: Metodologia para la etapa de la preparacion de la materia

Prima

Grafica 7 Metodologia para la etapa de hidrdlisis enzimatica

Grafica 8 Metodologia para la etapa de fermentacion

Grafica 9 Proceso de hidrdlisis enzimatico en D. bulbifera

Grafica 10 Proceso de hidrdlisis enzimatico en D. bulbifera (°Brix)

Grafica 11 Proceso de hidrélisis enzimatico en D .trifida

11

Pag

27

28

28

29

30

48

56

58

59

63

64

65



Grafica 12 Proceso de hidrélisis enzimatico en D.trifida (°Brix)

Grafica 13. °Brix durante el tiempo de fermentacion de la especie
D bubifera a 10%; 13% y 16% p/v

Grafica 14. °Brix durante el tiempo de fermentacion de la especie
D trifida a 10%; 13% y 16% p/v.

Grafica 15 Equivalentes de Dextrosa para la variedad D bulbifera
a 10%, 13% y 16%plv.

Grafica 16 Equivalentes de Dextrosa para la variedad D trifida
a 10%, 13% y 16%pl/v.

Grafica 17 Concentracién de microorganismos (millones/ml) para
D bulbifera al 10%, 13% y 16% p/v.

Grafica 18 Concentracién de microorganismos (millones/ml) para
D trifida al 10%13% y 16% p/v.

Grafica 19 Concentracion de alcohol para D. bulbifera al 10%, 13%, y 16%
Grafica 20 Concentracion de alcohol para D. trifida al 10%, 13%, y 16%
Grafica 21 Contraste de los datos obtenidos durante el proceso

de fermentacién: a.y d. concentracion de alcohol, b. y e. concentraciéon

de microorganismos, c. y f. equivalentes de dextrosa para las dos
variedades de fiame.

Grafica 22 (a). Volumen final de alcohol de las variedades de fiame

D bulbifera y D trifida en las concentraciones de trabajo
(10%, 13% y 16% p/v).

12

66

68

69

70

70

72

73

74

75

76

78



Grafica 22(b). Concentracion final de alcohol de las variedades de hame D

bulbifera y D trifida en las concentraciones de trabajo (10%, 13% y 16% p/v). 78

Grafica 23 Medias para el rendimiento de las variedades D. bulbifera
y D. trifida 80

Grafica 24 Rendimientos de alcohol (Lt alcohol/ton de harina y Lt/ton

de fiame) 82

13



LISTA DE TABLAS

Tabla 1: Composicion de 100gr de materia seca del tubérculo

Dioscorea trifida segun varios autores.

Tabla 2: Superficie cosechada, produccion y rendimiento

obtenido por departamento — 2003

Tabla 3: Analisis proximal de los almidones nativos de hame.

Tabla 4: Consumo mundial de alcohol carburante ano 2010.

Tabla 5 Condiciones de uso de las enzimas usadas en el

proceso de licuefaccion

Tabla 6 Condiciones de uso de la enzima usada en el proceso

de sacarificacion

Tabla 7 Contenidos de materia seca y porcentajes de

humedad y de las variedades de fiame D bulbifera y D ftrifida.

Tabla 8 Analisis de varianza para el rendimiento de las

variedades D.trifida y D.bulbifera

Tabla 9. . Medias por minimos cuadrados para rendimiento con 95%

de intervalos de confianza y contraste de multiples rangos segun fname.

D trifida y D. bulbifera.

Tabla10: Contraste de Varianza

14

Pag

25

31

32

49

56

o7

61

79

80

82



LISTA DE ANEXOS

Anexo A. Fichas técnicas de las enzimas pectinex® Ultra SL-P

termamyl® 120 L, tipo L y AMG 300L, de la Novo Nordisk.

Anexo B: Resultados de la hidrdlisis enzimatica por la especie D bulbifera

Anexo C: Datos registrados del comportamiento de D trifida

Anexo D: Datos registrados durante el proceso d fermentacion en la
variedad D bulbifera.

Anexo E: Resumen estadistico para la evaluacién del rendimiento

en la produccion de alcohol.

15

Pag

97

99

101

103

106



RESUMEN

En la presente investigacion se tomaron dos especies de fiames poco estudiadas
Dioscorea bulbifera y Dioscorea trifida con el objetivo de medir su rendimiento en
Lt/Tonelada en la produccién de alcohol que puede ser utilizado como
combustible, mediante un proceso de transformacion en tres etapas: La primera
etapa se baso en la preparacion de la materia prima (Harina de fiame de las dos
variedades a concentraciones de 10%, 13% y 16% p/v). La segunda etapa dio
paso a la hidrédlisis enzimatica utilizando las enzimas comerciales Pectinex Ultra
SP-L, Termamyl 120 L y la AMG 300 L de la Novo Nordisk, en esta etapa se
obtuvo 93.3%, 69.36% y 81.52% de equivalentes de dextrosa para las
concentraciones 10%. 13% y 16% p/v de D. Bulbifera y 98.20%, 88.02% y 65.13%
para las concentraciones 10%, 13% y 16% p/v para D. trifida. La tercera etapa
corresponde al proceso de fermentacion donde se empleé la levadura
Saccharomyces cerevisae realizando la transformacion de azucares en alcohol;
Se evaluaron en esta etapa los niveles de azucares reductores, grados Brix |,
numero de microorganismos y concentracion de alcohol, en intervalos de 9 horas
durante 48 horas. Los resultados en la produccion de alcohol demostraron que la
variedad D. trifida en las concentraciones 10% y 13% p/v presentdé mayores
rendimientos en cuanto a volumenes de alcohol, con valores de 786,87 y 792,96
Lt/Tonelada de harina respectivamente. De forma similar se demostré que la
variedad D. bulbifera en las concentracion 16% p/v arrojo los menores

rendimientos con un valor de 520,66 Lt/Tonelada de harina
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ABSTRACT

In the present investigation they took two species of not very studied yams
Dioscérea bulbifera and Dioscorea trifida with the objective of measuring their yield
in LT / Ton in the production of alcohol that can be used as fuel, by means of a
transformation process in three stages: The first stage was based on the
preparation of the matter it prevails (yam Flour of the two varieties to
concentrations of 10%, 13% and 16% p/v). The second stage dio step to the
enzymatic hidroélisis using the commercial enzymes Ultra Pectinex SP-L, Termamyl
120 L and the AMG 300 L of the Novo Nordisk, in this stage you 93.3%, 69.36%
and 81.52% of equivalent of dextrosa for the concentrations 10%. 13% and 16%
p/v of D. Bulbifera and 98.20%, 88.02% and 65.13% for the concentrations 10%,
13% and 16% p/v for D. trifida. The third stage corresponds to the process of
fermentation where the yeast Saccharomyces cerevisae was used carrying out the
transformation of you sugar in alcohol; They were evaluated in this stage the
levels of you sugar reducers, degrees Brix, | number of microorganisms and
concentration of alcohol, in intervals of 9 hours during 48 hours. The results in the
production of alcohol demonstrated that the variety D. trifida in ace concentrations
10% and 13% p/v presented bigger yields as for volumes of alcohol, with values of
786,87 and 792,96 Lt/Tn of flour respectively. In a similar way it was demonstrated
that the variety D. bulbifera in the concentration 16% p/v throws the smallest yields
with a value of 520,66 Lt/Tn of flour.

17



INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Aame (Dioscérea sp) es un alimento basico en muchas regiones tropicales,
principalmente en el occidente de Africa, Asia, el pacifico y el Caribe (Fao 1990)
en esta ultima regiébn se halla en la Costa Atlantica Colombiana, principal
productora nacional donde se cultiva alrededor de 162. 000 toneladas lo que es
equivalente al 9% de la exportacién anual de tubérculos y granos (Corpoica
2000).

La produccién nacional de este tubérculo para el 2000 fue 25000 has (FAO, 2003)
centrandose en los departamentos de Codrdoba, Sucre y Bolivar, los cuales
contribuyeron con el 92% del area del pais cultivada en el afio 2002, superando
las 20000 hectareas, mientras que los otros cuatro departamentos de la Costa
Atlantica (Atlantico, Magdalena, Cesar y Guajira) respondieron por el 2,8% de la

superficie nacional cultivada®.

En Sucre las variedades mas cultivadas comprenden las especies Dioscorea
rotundata y DioscoOrea alata, con un 75% de la cantidad total cultivada, el 25%
restante abarca las especies Dioscorea esculenta, trifida 'y, bulbifera
(Corpoica1999), siendo estas ultimas de menor utilidad comercial esto por la falta
de investigaciones orientadas a su composicion bioquimica y aprovechamiento a
nivel biotecnolégico y agroindustrial. Por lo que se sugiere generar un valor
agregado a la transformacion de estas variedades como producto industrial y
biotecnoldégico que ademas coadyuve a mejorar las condiciones ambientales, al

ser utilizado como materia prima para la produccion de alcohol.

Por otro lado cada dia se hace mas evidente la necesidad de nuevos compuestos

que disminuyan la concentracion de contaminantes en el mundo por lo que la

! UMATA-S, SECRETARIA DE DESARROLLO ECONOMICO Y AGROINDUSTRIAL, 2003
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Cumbre de Kyoto (1993), concluyo con la adopcion de una serie de medidas
encaminadas a la reduccion de emisiones de gases causantes del efecto
invernadero por los 39 paises industrializados, incluidos los de la antigua URSS.
Especificamente el tratado obliga a limitar las emisiones conjuntas de seis gases
(COz, CH4, N2O, compuestos perfluorocarbonados (PFC), compuestos
hidrofluorocarbonados (HFC) y hexafluoruro de azufre) para el periodo 2008—
2012; con una reduccion global acordada del 5,2% para los paises industrializados
(Higueras. M, 2004).

En el pais en acuerdo con la ley 693 de Septiembre 19 de 2001 sobre alcoholes
carburantes a partir del 11 de septiembre de 2005, seria obligatoria la mezcla en
un 10 por ciento de este carburante con los combustibles de origen fosil. Esto con
el fin de reducir las emisiones contaminantes de medio ambiente y causantes del
efecto invernadero. (Diario Oficial No 44.564 de 27 Sep 2001) ( Kyoto-
Minambiente 2005)

La informacion sobre el procesamiento de harina de Aame con estos fines es
escasa , en la costa Atlantica no se conoce ningun tipo de transformacion
industrial sobre es promisorio tubérculo, nuestros maximos niveles de
aprovechamiento solo se limitan a procesos de acopio, seleccién de clones y
material genético deseado para la comercializacion en los mercados
internacionales de paises como Estados Unidos y sectores de la Union Europea,
como referencias de procesos de transformacion solo se tienen usos de caracter
cultural ligados a la época de semana santa en la cual el iame es usado para al
fabricacién de dulces perecederos, sin embargo en la Universidad de Cérdoba se
han estudiado las propiedades técnofuncionales de los almidones extraidos de D
trifida y D bulbifera (Salcedo. J, Espitia. R y Gémez. F 2004) con resultados
favorables en la industrializacion de dichas variedades, esto nos conduce a
investigar sobre la posibilidad de usar las harinas para su transformacién en
alcohol carburante, surge entonces el interrogante, ¢ cual sera el rendimiento de la

conversion de harina de fiame de las especies bulbifera y trifida en alcohol?
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El presente estudio pretende sentar precedentes o alternativas que incentiven el
cultivo de estas especies, y propone soluciones frente al desaprovechamiento
continuo de las diferentes especies de fiame por el desconocimiento de sus
facultades en el desarrollo de nuevos productos para uso industrial. Esto
mediante la Evaluacién de los rendimientos ( Lt de alcohol/ Ton de harina de
Aame) en el proceso de obtencién de alcohol a partir de harina de fiame, D trifida y
D bulbifera, usando enzimas comerciales ( AMG 300 L, PECTINEX ULTRA SP-L,
TERMAMIYL 120 L ) de la Novo Nordisk y levaduras comerciales

(Saccharomyces Cerevisae ).

Se puede apreciar que este estudio seria provechoso para los sectores agricola,
industrial y biotecnolégicos. En el sector agricola incentivando el cultivo de
especies de Aame poco cultivadas, proponiendo alternativas diferentes para los
agricultores, en el sector industrial fomentaria el uso de estas harinas en la
produccion de alcohol carburante compitiendo con otro tipo de productos como
los almidones de yuca, papa y maiz, en el sector biotecnoldgico fomentara
investigaciones que generen mayor informacion sobre las bondades de tan
promisorio tubérculo, especialmente en sus variedades poco cultivadas,
colaborando asi con la perpetuacion de las mismas, destacando su
implementacién en el proceso de obtencién de alcohol en periodos donde la yuca

€S escasa.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

» Evaluar los rendimientos (LT de alcohol producido/Tonelada de Harina de
name) en el proceso de obtencion de alcohol a partir de las especies de fiame
(D. trifida, D. bulbifera) a tres concentraciones: 10%,13% y 16% p/v, utilizando
las enzimas (Pectinex Ultra SP-L, Termamyl 120 L AMG 300 L) y

Saccharomyces Cerevisae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

> Obtener harina de Name de las dos (2) especies seleccionadas; Dioscérea

trifida y Dioscorea bulbifera.

» Evaluar los rendimientos durante el proceso de hidroélisis enzimatica por cada

variedad de fname a diferentes concentraciones de sustrato.
» Determinar la cantidad de etanol producido durante el proceso de fermentacion

para cada especie de fiame a tres concentraciones de sustrato: 10%,13% y

16% p/v usando Saccharomyces cerevisae.
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1 ASPECTOS GENERALES DEL NAME (Dioscoérea ssp)

El Aame un tubérculo de la familia Dioscoreacea, es una planta netamente tropical,
desarrolla mejor con temperaturas medias entre 25 y 30'C y para obtener maximos
rendimientos necesita de abundante agua, entre 1,500 y 2,000 ml/afo. El periodo
critico para mantener la humedad es durante los cinco primeros meses de
desarrollo; pasado este tiempo, el exceso de humedad puede ocasionar pudricién
de los tubérculos. Requiere abundante luz para obtener mayor produccion, un
periodo de 12 horas con luz es adecuado. Se desarrolla bien en suelos francos,

sueltos, profundos, con buen drenaje, pH alrededor de 6,0 de buena fertilidad.

Los tubérculos del fiame son una excelente fuente de carbohidratos; contienen

vitaminas como carotenos, tiamina, riboflavina, niacina y acido ascérbico.

Ademas poseen la mayor parte de los aminoacidos esenciales: arginina, leucina,
isoleucina y valina; en menor cantidad se encuentra histidina, metionina vy
triptéfano su contenido en proteinas es del 4.8% en base seca, estas cualidades
hacen del fiame un alimento con caracteristicas suficientes para proveer la tercera
parte de la proteina basal requerida por un adulto en paises como Africa (Ayensu,
1972).

3.1.1 Taxonomia : La clasificacion del iame segun su morfo-fisiologia es.

Reino: Vegetal Subclase: Lilidae
Subreino: Tracheobionta Familia: Dioscoraceae
Super division:  Espermatophyta Género: Dioscorea
Division: Magnoliophyta Especies: Trifida, bulbifera

22



Clase: Liliopsida

Fuente: AGRONET 2006

3.2 GENERALIDADES DE Dioscorea trifida

3.2.1 Descripcion botanica: D. trifida es una planta de tallos volubles, delgados
que enrollan hacia la izquierda, provistos de dos a ocho alas membranosas,
generalmente en mayor numero y desarrollo en la parte inferior del tallo. Las hojas
miden hasta 25 cm de largo, son digitadas, con tres a siete segmentos o l6bulos,

con el central mas grande.

Las plantas son unisexuales. Las inflorescencias estaminadas son racimos
simples o muy ramificados, con flores verduzcas de 4 a 6 mm de diametro;
mientras que las inflorescencias pistiladas consisten de dos racimos simples que
nacen de la misma axila con flores de 12 a 24 mm de largo. Esta especie florece
mas regularmente que las otras Dioscoreas spp cultivadas. El fruto es una

capsula, con tres loculos, cada uno con dos semillas diminutas, aladas.

El tallo subterraneo es un organo irregular y corto del que emergen los tallos

aéreos, raices y estolones, estos ultimos en circulos sucesivos.

El estolén que mide hasta 70 cm. de largo, se ensancha formando el tubérculo.
Los tubérculos varian mucho en forma y tamafio, aun en la misma planta; se
observa forma esférica, fusiforme, claviforme y a menudo con ramificaciones muy
cortas. La superficie es rugosa, a veces con raicillas. La pulpa es uniforme,
compacta y varia de color blanco, amarillo hasta morado, con un sabor y
apariencia muy agradable después de cocinado. El peso de los tubérculos esta
entre 300 y 400 gr. cada uno (Ledn, J. 1987). La figura 1, muestra ejemplares

que corresponden a las caracteristicas descritas anteriormente.
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Figura 1: Hoja de Dioscérea trifida (izquierda) y tubérculo (derecha)

Estas caracteristicas botanicas sumadas a su composicion citada en la tabla 1

hacen de este tubérculo una buena opcion para su implementacion en la industria.

Tabla 1 Composicion de 100 g de materia seca del tubérculo de D. Trifida,

segun varios autores.

Componente Unidad | Collazos | Jacoby1/ | Montaldo
et al
Agua g 72,2 72,4 72,6
Calorias cal 112,0 105,0 100,0
Proteina g 1,8 2,4 2,0
Grasas g 1,5 0,2 0,2
Carbohidratos g 23,5 24 1 24,3
Fibra g 0,4 -- 0,6
Ceniza g 1,0 -- 0,9
Calcio mg 3,0 22,0 14,0
Fosforo mg 30,0 -- 43,0
Hierro mg 0,7 0.8 1,3
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Vitaminas mg -- -- --

Tiamina mg 0,9 0,9 0,13
Riboflavina mg 0,03 0,03 0,02
Niacina mg 0,44 0,50 0,40
Acido ascorbico mg 3,10 10,00 3,00

Fuente: Pinedo 1975

3.3 GENERALIDADES DE Dioscorea bulbifera

Dioscorea bulbifera, como cualquier otro representante del genero Dioscérea
cumple con las caracteristicas propias de la familia Dioscoraceae (mencionadas
anteriormente) pero con una gran particularidad, sus tubérculos son de diversa
forma y su desarrollo se da en los nodulos foliares del tallo fuera de la superficie
terrestre, es decir es un iame netamente aéreo, gracias a su diversa morfologia
opta por diferentes nombres comunes, tales como: fiame papa, fiame tumba,

name flor, etc. como se muestra en la figura 2.

Esta variedad es de amplio consumo en paises como Costa rica y Cuba, gracias
a que su cultivo es poco exigente y solo necesita un buen soporte para enrollar su

tallo, como lo muestra la figura 3. ( Rincon A., Araujo de VC, Padilla F.y Martin E.

2000).
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Figura 3 Enramada de Dioscérea bulbifera

3.4 PRODUCCION DE NAME A NIVEL MUNDIAL

La mayoria de los fames cultivados pertenecen a la familia Dioscoreacea, y al
género Dioscérea. Es el principal alimento cultivado en Africa occidental, el
Caribe, islas del Pacifico sur, sureste de Asia, India y partes de Brasil (Coursey. D.
G, 1967; Adelusi. A, y Lawanson. A. O, 1987). Esta planta se presenta como una
enredadera y se caracteriza por la presencia de tubérculos subterraneos y aéreos,
los cuales junto con la papa, la yuca, la arracacha y la batata ocupan un lugar

importante en la alimentacion humana. Esta estimado que existen mas de 600
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especies en el mundo. Las especies mas cultivadas son: D. alata, D. Rotundata,
D. cayenesis, D. Esculenta, D. bulbifera y D. trifida, de los cuales la primera es la

preferida en la produccion de tubérculos para el consumo humano.

Durante el periodo de 1995 a 1999 Africa tuvo un area cultivada de 3325 Has, con
una produccion de 32438 Ton y un rendimiento de 9.76 Tonelada / Ha; en Asia el
area cultivada fue de 16 Mil Ha, con una produccion de 235 Mil Tonelada y un
rendimiento de 14.43 Tonelada / Ha y Oceania tuvo un area de 18 Mil Ha, con una
produccién de 278 Mil Tonelada y un rendimiento de 15.37 Tonelada / Ha. El pais
africano principal productor es Nigeria con el 73% de la produccion mundial de
Aname. En Sudamérica, el hame es solo importante en Brasil, Colombia y
Venezuela con un area total cultivada de 46 Mil Has, la produccioén fue de 439 000
Ton y un rendimiento de 9.60 Ton/Ha. (Buitrago. G y Perea. M, 1998). En términos
generales la produccion y el rendimiento mundial de iame se puede apreciar en

las graficas 1(ay b).

Grafica 1 (a) Comparativo de la produccion del cultivo de hame a nivel mundial
- 2004

Produccién del Cultivo de Name a Nivel Mundial
Aiho 2004

Otros paises

Colombia

Togo

Benin

Cote d'lvoire

Ghana

Nigeria

‘ @ Nigeria @ Ghana @m Cote d'lvoire m Benin B Togo B Colombia 0O Otros paises

Fuente: FAO-2004

1 FAO: Fondo Internacional de desarrollo Agricola
Grafica 1 (b) Comparativo de rendimiento del cultivo de hiame a nivel mundial —
2004
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Rendimiento del Cultivo de Name a Nivel Mundial
Ano 2004
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Fuente: FAO-2004

La superficie sembrada entre 1990 y 2003 aumentd de 4547 a 23039 hectareas
(aumento en cinco veces). La produccion tuvo un incremento aun mayor, ya que
se multiplicd en nueve veces, pues crecio de 28322 a 254849 toneladas, y los
rendimientos casi se duplicaron (aumentaron de 6.2 a 11.1Tonelada/Ha) como se

muestra en la Grafica 2.

GRAFICA 2 Area cultivada y produccion de iame en Colombia (1961 — 2003).
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Fuente: FAO 2003
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Sin embargo Colombia sigue siendo uno de los paises con menor proporcion de

tierras sembradas a pesar de su amplio consumo como se ilustra en la Grafica 3.

Grafica 3. Comparativo de la superficie sembrada del cultivo de hame a nivel
mundial — 2004

Superficie del Cultivo de Name a Nivel Mundial Ao 2004

35,8%

MW Nigeria | Cote d'lvoire @ Benin @ Colombia [ Otros paises

Fuente: FAO 2004
3.5 PRODUCCION NACIONAL

En Colombia se pueden encontrar varias especies de fiame como el iame criollo
(D. alata), hame espino (D. rotundata), fiame papa (D. bulbifera), iame azucar
(D. esculenta) y fiampin (D. trifida). Se considera que D. alata y D. rotundata son
las especies de mayor importancia tanto por el area sembrada como por la
demanda del tubérculo, seguidas por D. frifida. Las otras especies tienen
importancia desde el punto de vista de la diversidad genética. (Buitrago. G y
Perea. M, 1998).

El cultivo del iame se considera restringido en la Costa Atlantica, las areas de
mayor produccion son: la zona costera del departamento de Cdrdoba, la sub-
region natural de los Montes de Maria en los departamentos de Sucre y Bolivar, y
algunos municipios de los departamentos del Cesar y la Guajira; sin embargo, se
tiene conocimiento de la siembra de esta planta en areas como Ungia y Acandi en

el departamento del Chocd y en algunos departamentos de los territorios
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nacionales, como se aprecia en la grafica 4, lo cual es una clara evidencia de la

aceptacion que tiene este tubérculo (1998, 39).

Grafica 4 superficie del cultivo de iame en Colombia

Comparativo Superficie del Cultivo de Name en Colombia
Ao 2003

10.000
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Ha.
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Bolivar Sucre Cordoba Otros Deptos.
Departamentos

Fuente: FAO 2004.

En el Departamento de Coérdoba los municipios de mayor produccion durante el
afno de 2003 fueron: Ciénaga de Oro con un area cosechada de 1800 Ha, con un
rendimiento de 16000 Kg / Ha y una produccion obtenida de 28.800 Toneladas y
Sahagun con un area cosechada de 702.7 Ha, con un rendimiento de 10.000 Kg /

Ha y una produccién obtenida de 7027 Toneladas.

Aun cuando actualmente se le conoce en todo el mundo, en Colombia el iame se
ha caracterizado como producto de cultivo y consumo tradicional en la Costa
Atlantica como lo ilustra la tabla 2. Su condicién de alimento regional no
reconocido como de primera necesidad ha estancado su explotacion, que se
realiza generalmente en predios de economia campesina con bajo nivel de

tecnificacion.

Tabla 2. Superficie cosechada, produccién y rendimiento obtenido por

departamento — 2003
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Bolivar 9.282 139.674 15.048
Cordoba 9.900 93.705 9.465
Sucre 3413 22.156 6.492
Cesar 380 6.660 17.526
Atlantico 83 730 8.795
Magdalena 89 623 7.000
La Guajira 81 621 7.667
Antioquia 1.273 17.474 13.727
Choco 184 898 4.880
Total Nacional 24.685 282.541 11.446

Fuente:  Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural - Anuario estadistico del

sector agropecuario 2003.

La produccion nacional de este tubérculo se concentra en los departamentos de
Cérdoba, Sucre y Bolivar, los cuales contribuyeron con el 92% del area del pais
cultivada en el afo 2002, superando las 20000 hectareas, mientras que los otros
cuatro departamentos de la Costa Atlantica - Atlantico, Magdalena, Cesar y

Guajira - respondieron por el 2,8% de la superficie nacional cultivada (FAO 2004).

En cuanto al procesamiento y analisis de este tubérculo en el pais solo se
conocen las propiedades técnofuncionales de sus almidones (Espitia. R, Gomez. F

y Salcedo.J, 2004), gracias a su uso en la industria alimentaria, (Ver tabla 3).

Tabla 3 Analisis proximal de los almidones nativos de hiame

VARIABLES D. bulbifera (%) D. trifida. (%)
MATERIA SECA 95,94 92,63
PROTEINA 2,567 1,32
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CENIZA 0,56 0,41

FIBRA 2,12 1,46
E. ETEREO 0,2 0,21
ALMIDON 95,33 92,67

Fuente: Espitia. R, Gomez. F y Salcedo.J, 2004.

3.6 BIOPROCESAMIENTO DEL NAME Y TUBERCULOS AFINES

Como se mencion6é anteriormente el bioprocesamiento del Aame con fines
industriales es escaso solo en paises Africanos como Nigeria es ampliamente
estudiado para su empleo como alimento basico, con lo que han desarrollado
técnicas para el procesamiento de fiame en harinas que seran la materia prima
para la constitucion de sopas y coladas. Por otra parte en Venezuela se han
realizado analisis de diferentes harinas obtenidas a partir de ciertas variedades de
name (Dioscérea bulbifera y D. trifida); en término de las propiedades reoldgicas
de las harinas extraidas, se ha encontrado que la variedad D. bulbifera muestra
excelentes condiciones como ingrediente idoneo para elaborar sopas tipo
“‘instantaneas”, mientras que las suspensiones de harina D. trifida por tener
valores elevados de viscosidad sugieren el empleo como espesante. (Corpoica

Diagndstico Agropecuario con Fines de Planificacion 2003).

En cuanto a la industria de alcohol el iame es un total desconocido, cosa contraria

ocurre con tubérculos afines como la yuca y la papa.

Assis. T, (2007), en el estudio para la cuantificacion de alcohol a partir de harina
de batata obtuvo una concentracion de etanol del 9.4% v/v y un rendimiento de
129 litros/Tn de raiz, durante un tiempo de fermentacion de 56 horas, empleando

como microorganismo Saccharomyces cerevisiae.
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Gonzalez y Molina en el 2006, estudiaron la hidrdlisis enzimatica y la fermentacion
de la papa (Solanum tuberosum), a fin de determinar las mejores condiciones para
producir alcohol, quienes en el seguimiento del proceso de fermentacion
alcanzaron una concentraciéon maxima de alcohol de 10,33% v/v. El rendimiento
de etanol del proceso fue de 94,5 Litros de etanol/Tn de papa, utilizando una

concentracion de 20% p/v de sustrato.

Bringhenti. L y Cabello. C, por este mismo afo , en el estudio de la fermentacion
alcohdlica de sustrato amilaceo hidrolizado enriquecido con melaza de cafa,
obtuvieron concentraciones de etanol del 1.6% v/v; 2% v/v; 2.4% viv; 3.6% viv y
4% viv a partir de un hidrolizado de almiddn residual de harina de yuca del 10%
p/v, enriquecido con concentraciones de melaza de cafa del 5; 10; 15y 20% v/v
respectivamente, en un volumen de reaccion de 500 ml, usando como

microorganismo Saccharomyces cerevisiae.

Bringhenti. L y Cabello. C en el 2005, obtuvieron una concentracién de etanol del
9.76% v/v a partir de residuos del proceso de obtencion de harina y almidon de
yuca usando una concentracion del 18% p/v y enriquecido con un 12% de melaza

residual del proceso de produccién de sacarosa de cafa de azucar.

En Brasil se desarrollé6 un estudio sobre la utilizacién del residuo solido obtenido
en la extraccion de almidén de yuca que es usado fundamentalmente en la
alimentacion animal, el objetivo de este trabajo fué desarrollar la evaluacion
técnica econdmica de la produccion de alcohol a partir del subproducto de la
obtencion del almidén de yuca. Para esto se uso como enzima complementaria la
pectinasa para la hidrdlisis del mosto, la caracterizacion del subproducto presento
los siguientes resultados en base seca: 80% de almidon, 11.5% de fibra, 1.14% de
cenizas, 0.85% de proteinas y 0.45% de azucares. El proceso de hidrdlisis tuvo
una conversion de 86.31% del almidon inicial y un 80% de rendimiento de
azucares totales. Un analisis mostré que cerca del 75% de la materia seca inicial

fue hidrolizado y el residuo presento 37% de almidon, 30% de azucares totales,
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30% de fibra en base seca, el mosto obtenido presenté una concentracion de 13
°Brix siendo necesario concentrarlo, la fermentacion alcohdlica se realizo en 48
horas, el analisis econdmico demostré un proceso viable, necesitando un ajuste

para su realizacién comercial. (Magaly L. Cereda M., 2004).

Grisales. P. A, et, al., (2001). En el disefio de un proceso de produccion de etanol
anhidro a partir de jugo de cafia, obtuvieron una concentracion de 6 - 8% v/v de
etanol. El jugo de cafia contenia una composicion de 14% de soélidos solubles (14
grados brix) y en la fermentacion el microorganismo utilizado fue Saccharomyces

cerevisiae.

En el trabajo “Estudio preliminar para la obtencién de jarabe de glucosa a partir de
la hidrolisis enzimatica del almidon de yuca utilizando extractos crudos de alfa
amilasa (B. Licheniformis) y glucoamilasa (A. niger)”, aplicaron extractos crudos
enzimaticos a una solucién de almidon de yuca 20% (p/v). Se ensayaron tres
relaciones enzimas /sustrato 10, 20 y 30 ml/Kg. de almidén para el extracto de alfa
amilasa y 15, 20, 45 ml/ Kg. de almidon para el extracto de glucoamilasa. Los
mejores resultados de la hidrélisis del almidon de yuca se lograron con las
relaciones de 30 ml/ Kg. de almidoén en la, licuefaccion y 45 ml/Kg de almidon en
la licuefaccion, con lo que se obtuvo un jarabe de glucosa de 83.34% de
equivalente de dextrosa (Lujan D. Alvarino N. Salcedo J., Revista Temas
Agrarios, SIN 012-7610, 2001,).

3.7 HIDROLISIS ENZIMATICA

Los hidrolizados enzimaticos surgen de la necesidad de sustituir ciertas materias
primas para ofrecer producto de alta competitividad que genere diversas opciones
en el mercado; por esta razén cobra tanta importancia hoy dia (Pardo. M et all
2004). La Hidrdlisis enzimatica es un proceso que involucra el desdoblamiento de

carbohidratos de grandes cadenas en carbohidratos sencillos para su mejor
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asimilacién en determinados procesos, esto con la ayuda de enzimas. La hidrdlisis
de las harinas y almidones se hizo tradicionalmente por medios quimicos, pero la
efectividad de las enzimas, costos y condiciones suaves de reaccion y ausencia
de reacciones secundarias han hecho que las amilasas sean las 6ptimas para este

proceso.(Sanchez. O y Cardona. C 2005)

La utilizacién de las enzimas en procesos industriales biotecnolégicos adquieren
cada vez mayor importancia en la medida en que se requieren nuevos y mejores
productos destinados a satisfacer necesidades y mercados altamente exigentes.
Sectores como la panaderia, cerveceria, detergentes, vinos y zumos de frutas
estan desarrollando ampliamente las bondades de la tecnologia enzimatica,
mientras que otros, como la hidrélisis de almidén, presentan una aplicacion
minima pese a la disponibilidad comercial de las enzimas , su eficiencia,
especificidad, comodidad, economia y demanda actual de la industria alimentaria
En el pais se han realizados trabajos en el aprovechamiento de harinas y
almidones mediante la utilizacion de enzimas, para la generacion de nuevos
productos, realizando importantes aportes para la elaboracién de jarabes de
glucosas(Pardo. M et al 2004).

3.7.1 Descripcion de Las Enzimas usadas en el proceso

3.71.1 Pectinasa: Las pectinasas catalizan la hidrélisis al azar de los
acoplamientos 1,4-a-D galactosuronico en pectinas. Pectinex Ultra SP-L es una
preparacion purificada altamente activa, producida por una cepa de Aspergillus
aculeatus. Contiene una actividad pectolitica y hemicelulitica . El producto
contiene principalmente pectin-transeliminasa, poligalacturonasa, pectinesterasa y
hemicelulasas, siendo capaz de degradar las paredes celulares de las plantas y

las pectinas solubles e insolubles.

Las pectinasas son ampliamente usadas en la industria del procesamiento de

jugos de frutas (extraccién y clarificacion), extraccidon de aceites vegetales,
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procesamiento de bebidas alcohdlicas y una variedad de aplicaciones, en la
industria de alimentos (Dérnenburg. H y Lang. C, 2000). (Beg, et. al., 2002).
(Dayanand. Ay Patil. . S.R, 2006).

La clasificacion de las pectinasas estd basado en el ataque al esqueleto
galacturénico, por la preferencia del substrato (pectina, acido péptico o
protopectina), por la hidrdlisis y por el sitio de corte (endo-enzima licueficante o

despolimerizante), y (exo-enzima o sacarificante) (Favela. T, et. al., 2006).

Existen basicamente tres tipos de pectinasas : pectin esterasa,
(desesterificante o desmetoxilante, remueve los grupos metil éster; las
despolimerizantes (incluye las enzimas hidroliticas y las liasas) y las

protopectinasas .

a. Enzimas desmetoxilante o desesterificante: La pectin esterasa
(Polimetilgalacturonato esterasa, PMGE), cataliza |la hidrdlisis de los grupos

metil éster de la pectina, liberando metanol y convirtiendo la pectina en pectato.

b. Pectinasas despolimerizantes:

e Hidrolasas: Estas incluyen las polimetilgalacturonasas (PMG), que
hidrolizan polimetil galacturonatos a oligometilgalacturonatos por corte de
los enlaces a-1,4 pudiendo ser exo o endo-PMG vy las poligalacturonasas
(PG), que hidrolizan enlaces a-1,4 glicosidicos entre dos residuos de acido
galacturénico. Esta es la mejor enzima con funcion hidrolitica, pudiendo

presentar accion endo (hidrolasas internas) u exo (hidrolasas secuenciales).
e Liasas: También llamadas transamilanasas, rompen enlaces glicosidicos

resultando en galacturonatos, y pueden ser pectina liasas, la cual cataliza la

eliminacion B entre dos residuos de acido galacturénico mas 0 menos
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esterificados, o péctato liasa que rompen enlaces a-1,4 de acido péctico de

modo endo o0 exo por transaminacion.

c. Protopectinasas: Estas enzimas solubilizan protopectina, formando
pectina soluble altamente polimerizada. Con base a sus aplicaciones son de
dos tipos: Protopéctinasa tipo A, que rompe sitios internos de acido
poligalacturonico y la Protopéctinasa tipo B, que rompe sitios externos de las
cadenas de polisacaridos que pueden estar conectadas a cadenas de acidos
poligalacturéonicos constituyente de las paredes celulares (Pastore. G.M y
Uenojo. M, 2007).

3.7.1.2 Alfa — amilasa (Termamyl 120 L): Hidroliza los enlaces a — (1,4) de los
polimeros de glucosa, pero solo en el interior de las cadenas, proporcionando
cadenas mas cortas (Dexrtinas).

Las a-amilasas catalizan la hidrdlisis de los enlaces internos a-1,4 glucano en
polisacaridos conteniendo 3 o mas enlaces a-1,4, esto resulta en una mezcla de

glucosa y maltosa (Starch Hydrolysis, 2000).

La accién de una a-amilasa sobre la fraccion de amilosa de almidoén, procede en
dos etapas. Inicialmente, tiene una rapida degradaciéon de la amilosa para dar
maltosa y maltotriosa. En la segunda fase, mas lenta ocurre hidrélisis de los

oligosacaridos, formando glucosa y maltosa como productos finales.

3.7.1.3 Amiloglucosidasa (AMG 300): Rompe los enlaces a — (1,4) extrayendo
progresivamente unidades de glucosa a partir de una molécula no terminal
reducida.. También puede hidrolizar los enlaces a — (1.6), si bien lo hace muy
lentamente. (Catherine Adley y otros. 1999). Las amiloglucosidasas parcialmente
purificadas exhiben maxima actividad a bajos pH entre 4.5-6.0, presentando gran

estabilidad sobre condiciones acidas (pH 4.0-7.0). Una maxima actividad ocurre a
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temperaturas entre 50-60°C, presentando estabilidad por mas de 10 horas a 55°C
(Lima, et, a 1999).

3.8 FERMENTACION

La fermentacién alcohdlica comprende toda una serie de reacciones bioquimicas a
través de las cuales algunos microorganismos, por medio de un conjunto de
enzimas producidas por ellos (o afadidas artificialmente), realizan una
transformacion de azucares para convertirlos en etanol, dioxido de carbono y
energia. La reaccidon global general que resume todo el proceso cuando se

fermentan hexosas es:

Ce¢H1206 + S cerivisiae — » 2C,H5O0H + 2CO, + MO

Glucosa + levadura — etanol

Las materias primas vegetales que pueden potencialmente emplearse para
producir alcohol son muy diversas, aunque genéricamente se incluyen
preferencialmente aquellas ricas en hidratos de carbono, las cuales pueden
agruparse en dos categorias desde el punto de vista de la fermentacion:

Directamente Fermentables e Indirectamente Fermentables

De acuerdo con esas categorias, las primeras no requieren transformaciones
previas en hidratos de carbono, como acontece con la Sacarosa, la Glucosa y la
fructosa. En el caso de las fuentes indirectas si necesitan realizar conversion
previa en carbohidratos, para someterla luego a la fermentacién, con el objeto de
que puedan ser asimiladas por la levadura Alcohdlica, tal es el caso de los

almidones y la celulasas (Chavez. M.A, 2003)

Tradicionalmente, los microorganismos mas empleados en la obtencién de

bioetanol son las levaduras, aunque existen varios tipos de bacterias y hongos que
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también son capaces de sintetizarlo en cantidades considerables. La fermentacion
alcohdlica se realiza en ausencia de oxigeno, excepto durante el tiempo de
inoculacion, durante el cual se insufla una pequefa cantidad para permitir un

crecimiento limitado de los microorganismos.

En el caso de las levaduras, cuando éstas toman el azucar del medio, se inicia
toda una serie de reacciones intermedias, conocidas como la ruta glicolitica o ruta
Embden-Meyerhof. A través de este proceso bioquimico, las levaduras rompen los
azucares produciendo energia, intermediarios utiles para el crecimiento de las
células, y una gran cantidad de productos finales (etanol, didoxido de carbono y

calor), los cuales son excretados por las levaduras.

3.8.1  Microorganismos empleados: Las fermentaciones alcohdlicas son
llevadas a cabo por microorganismos. Se han utilizado diversas clases de

levaduras, bacterias y hongos en la obtencion de etanol.

Tradicionalmente, las levaduras son los microorganismos mas empleados. Las
levaduras son hongos unicelulares y uninucleados, que pueden reproducirse por
gemacion, fision o ambas. Las levaduras son microorganismos tremendamente
resistentes, siendo capaces de funcionar eficientemente en condiciones adversas.
Pueden ser capaces de producir etanol a temperaturas de 35°C, con niveles
ligeros de contaminacién y altos niveles de alcohol en el medio, la cual puede
llegar hasta una concentracion de 18% dentro del caldo de fermentacion (Lin. Yy
Tanaka. S, 2006). Asi mismo, es considerada por la FDA como GRAS (Generally
Recognized As Safe), es decir, es un aditivo alimenticio seguro para consumo

humano, siendo adecuada para producir bebidas alcohdlicas y pan.

Se ha propuesto el empleo de cultivos mixtos de levaduras que asimilen tanto
hexosas como pentosas, pero surge el problema de que estos microorganismos
crecen mas rapido y su conversion a EtOH es mas elevada (Sanchez. O y

Cardona. C, 2005).y (Laplace et all. 1993) emplearon un mutante de
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Saccharomyces cerevisiae con capacidad respiratoria deficiente, cultivado junto
con Pichia stipitis en cultivos por lotes y continuos en condiciones limitadas de Oy,
obteniendo para este ultimo caso la conversién del 100% de glucosa y del 69% de

xilosa a una tasa de dilucién de 0,02 h.

Entre las especies de levadura mas empleadas se encuentran: Saccharomyces
cerevisiae, S. uvarum (anterior S, carlsbergensis) y Candida utilis. En ocasiones
se usan Saccharomyces anamensis y Schizosaccharomyces pombe. Las especies
de Kluyveromyces, las cuales fermentan lactosa, son buenas productoras de

etanol a partir de suero (Kosaric. N, et al, 1987)

Oftra alternativa para aumentar la conversion de biomasa consiste en incluir la
fermentacion de pentosas en la SSF (Sacarificacion y co - fermentacion
simultanea). En este proceso se basa la tecnologia disefiada a partir de astillas de
madera, en este disefio se plantea la utilizacion de Zymomonas mobilis, la cual
convierte 1 mol de hexosa en un mol de EtOH, liberando solo un mol de ATP, lo
que resulta en mayores rendimientos (Hasta un 97% del maximo tedrico) esta
bacteria tiene una alta tolerancia al alcohol (100gr/Lt) pero su rango de sustratos
fermentables es también muy estrecho (Glucosa, fructosa y sacarosa). (Hawgoob
et al, 1985, Claassen. V, et al, 1999). También se puede mencionar la bacteria
C. thermosacharolyticum quien permite la conversion simultanea en etanol de las
pentosas formadas en la hidrdlisis de la hemicelulosa. La principal dificultad reside
en la formacién de subproductos como el acido acético, lo que limita los
rendimientos; Ademas, la tolerancia al etanol por parte de esta bacteria es
reducida (.Sanchez. O y Cardona. C, | 2005).

Por ultimo utilizando técnica de ingenieria genética (recombinantes) se han
enzimas exogenos, y utilizar solo la levadura para la transformacion biologica. De
igual manera se han desarrollado cepas de S. Cerevisiae a las cuales se la ha
introducido un plasmido que la confiere la capacidad de expresar los genes que

codifican la a -amilasa de la bacteria Bacillus subtilis y la glucoamilasa del hongo
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Asperigillus awamori, adquiriendo asi la habilidad de convertir el almidén en EtOH.
Con esta levadura, Ulgen et al. (2002) reportaron mayores concentraciones de
etanol producido en cultivos por lotes alimentados (47.5 g/L) que n cultivos por
lotes (15.6g/L) (.Sanchez. O y Cardona. C, Il 2005).

3.8.2 Etanol: EI Etanol conocido también como Alcohol Etilico, es un liquido
incoloro de férmula CH3CH,OH (también expresado como C,HsOH), inflamable,
de olor y sabor agradable, miscible en agua en todas las proporciones y con la
mayoria de disolventes organicos; su punto de ebullicion es de 78.1°C. Es un
componente fundamental de las bebidas alcohdlicas, se utiliza también como
disolvente, limpiador, combustible, en la fabricacion de acetaldehido, perfumes,
pinturas, barnices y explosivos y como intermedio en sintesis organicas de

diversos compuestos (acido acético, éter, butadieno, etc.) (Chavez.M.A, 2003).

3.8.2.1 Ventajas del Etanol como combustible: El Etanol es un biocombustible
que ofrece grandes ventajas en virtud de sus caracteristicas fisico-quimicas,
materias primas de origen, costos de produccion relacionados y efectos

ambientales, entre muchas otras.

Seguidamente se anotan algunas de sus ventajas al ser empleado como
combustible las cuales fueron sefialadas por Bailey. B.K (1996); Barreto. T.J
(1980); Bricefio.C.O y Calero.C (2000-2004); Correa.L.C (2002, 2003); Chaves
Solera.M.A (1993, 2003); Sabino Ometo.J.G (1998); Villena.M (2003):

= Disminuye por sustituciéon parcial o total, cantidades importantes de gasolina y

con ello de petréleo importado mejorando la Balanza Comercial.

= Reduce la importacién de hidrocarburos y con ello su dependencia extrema.
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= EI Etanol como biocombustible contrarresta y reduce el impacto de los

e =

"

=

problemas recurrentes de precios y reservas de Hidrocarburos en periodos de

crisis de petréleo.

Favorece como materias primas, el uso de recursos naturales renovables
nacionales como es el caso de la cafia de azucar, el maiz, el sorgo, la yuca, el
camote, el banano, la pifia, los tubérculos, la melaza y en general cualquier
producto (carbohidratos) fermentable. Practicamente, cada pais puede producir
su propio biocombustible. De esta manera, la materia prima para la obtencién
de etanol esta “descentralizada” y no coincide con los centros de suministro de

combustibles fosiles.

Genera un ahorro significativo de divisas, las cuales serian empleadas en la

importacién de hidrocarburos (Costo de Oportunidad).

Promueve y fomenta la reactivacion econémica y productiva; asi como las
inversiones nacionales en la zona rural, particularmente en el sector

agropecuario.

Establece una agrocadena donde se integran varios eslabones publico-privados
importantes, que incluye sectores: Energético-Agricola-Industrial-Social-
Ambiental-Econdmico.

Se fomenta el comercio y el empleo rural en zonas deprimidas, contrarrestando
la migracion hacia los centros de poblacién urbana. Puede operar también

impulsando regiones nuevas con potencial agroindustrial.

Fortalece y fomenta el desarrollo cientifico y tecnoldgico en todos sus alcances.
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+ El octanaje y la calidad de las gasolinas se aumenta y mejora, por lo que tiene
una alta potencia como combustible. El etanol tiene mayor niumero de octanos

respecto a la gasolina no oxigenada.

3.8.2.2 Limitantes del Etanol como combustible: Como cualquier otra fuente
energética, al Etanol se le distinguen, identifican y atribuyen algunas deficiencias
de indole funcional y mecanico que presuntamente limitan o perjudican su empleo
como biocombustible, tanto en forma pura o en mezcla con la gasolina. Entre esas

limitantes pueden citarse como mas relevantes las siguientes:

= Su produccion se dice que esta directamente ligada y es dependiente de los
precios Internacionales de la fuente de carbohidratos empleada.

« La capacidad productiva de etanol anhidro en el pais se considera que es
limitada e insuficiente para poder atender y satisfacer las necesidades

nacionales actuales y futuras, requeridas por un proyecto de esta magnitud.

« Si bien se acepta que el etanol contamina menos que el MTBE al mezclarse
con la gasolina, también se reconoce que siempre se genera algun grado
importante de polucion atmosférica durante el periodo de zafra; sobre todo si las
plantaciones de cafia que dan origen a la materia prima a partir de donde se
obtiene el alcohol son quemadas durante su cosecha, lo que anula su aporte y

beneficio ambiental.
+« La operacion y funcionabilidad general de los vehiculos es inferior a la
tradicional mezcla combustible utilizada actualmente (Gasolina + MTBE),

limitando con ello su eficiencia, lo que significa una pérdida para el usuario.

= Los vehiculos no estan estructural y mecanicamente preparados y adaptados

para operar con mezclas de gasolina con etanol.
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+ El alto grado de solubilidad y afinidad que existe entre el etanol y el agua
pueden inducir problemas en la operacion de los vehiculos, al provocar

separacion de fases en los tanques de depdsito.

(Chavez Solera. M.A, 2004).

3.9 EL ALCOHOL CARBURANTE EN COLOMBIA

En Colombia el tema de oxigenacion de la gasolina es algo nuevo, sin embargo
éste incluye una amplia historia a través del tiempo y en diversos contextos
culturales, de hecho después de la primera guerra mundial en Francia el alcohol
como combustible era indispensable, tanto que durante la segunda guerra mundial

aquellos paises donde el petroleo escaseo el alcohol fue protagonista.

En la década de los 70 debido a la crisis del petréleo donde los precios del crudo
tomaron valores exorbitantes paises como Brasil con grandes cantidades de
hectareas sembradas de cafia miraron la posibilidad de producir alcohol
carburante que sustituiria los volumenes de petréleo que necesitaban importar,
llegando hoy Brasil a producir 13 billones de litros/ afio y a exportar a diferentes

mercados del mundo.

En la década de los noventa, nuestro pais inicié un proceso de reformulacion de
los combustibles utilizados como carburantes, teniendo en cuenta los problemas
de tipo ambiental ya reconocidos universalmente y los avances tecnoldgicos en los
motores tanto de combustion interna y de diesel. Asi las cosas, se suspendio el
uso de mejoradores de octanaje como el tetraetilo de plomo, se redujo la presion
de vapor para evitar altas tasas de evaporacion y se arranco el programa de
aditivacion de las gasolinas para mejorar la combustion. Por estas
consideraciones, el Gobierno Colombiano establecié que a partir del afo 2005 las

gasolinas consumidas, debian contener oxigenados para disminuir las emisiones
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contaminantes principalmente el CO (Monodxido de Carbono) el que contribuye al
calentamiento global, precursor de enfermedades coronarias y respiratorias y el
envenenamiento. (UMPE 2004)

Asi las cosas, en el 2001, por iniciativa parlamentaria se sanciond la ley 693,
mediante la cual se reglamentd el uso de alcoholes carburantes, se crearon
estimulos para su produccién, comercializacion y consumo y se dictaron otras
disposiciones. Dicha norma establecié la obligatoriedad de que en el pais se
utilicen en los centros urbanos de mas de 500.000 habitantes gasolinas
oxigenadas con alcohol a partir de septiembre de 2005.

Entendiendo la importancia del tema y particularmente la posibilidad de obtener el
alcohol a partir de biomasa, se vislumbro la posibilidad de generar un estimulo
grande al desarrollo del agro particularmente de la cafna de azucar, por ser este un
excelente cultivo para producir energia por su elevado nivel de eficiencia en el
proceso fotosintético, condicibn que lo ubica en la primera opcion para la
produccion de etanol combustible. Cultivos como la yuca, papa, remolacha, maiz
fueron considerados para regiones de caracteristicas agro ecoldgicas que hagan
rentable su utilizacion como la Atlantica donde ademas se esta considerando el

name.

El 10% de etanol en las gasolinas segun lo define la Ley, demandara cerca de 700
millones de litros al afio de alcohol, correspondientes a cultivos de cafia de 150 mil

hectareas.

3.9.1 Produccion de alcohol y mercado potencial en Colombia: EI alcohol
carburante podra ser producido por la biomasa procedente de cultivos agricolas de
acuerdo con lo dispuesto en la Ley 693. Los alcoholes carburantes (en nuestro
caso el etanol anhidro), en primera instancia se obtendra a partir del
procesamiento del cultivo de la cana de azucar. Segun estimaciones realizadas,
para cumplir con los requerimientos de Ley 693 del 2001 de adicionar un 10% en

volumen de alcohol a la gasolina consumida en el futuro, deben crearse cerca de
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150 000 empleos entre directos e indirectos en su mayoria dentro del sector
agricola, quienes se ocuparan de la produccion de cereales, oleaginosas y
hortalizas y luego para la construccion de las destilerias que permitiran la

produccién de alcohol.

Por la elevada eficiencia en el proceso de fotosintesis, la cafa de azucar se
constituye en uno de los cultivos mas destacados para la produccion de etanol.
Simultaneamente se estan teniendo en cuenta otros cultivos que permitan
desarrollo en distintas regiones del pais, intentando garantizar que la produccion
de alcoholes sea polo de desarrollo a nivel nacional. Una vez producido el alcohol
y segun la resolucion 180687 del Ministerio de Minas y Energia emitida el 17 de
junio del 2001|, los productores de alcohol deben adicionar un desnaturalizante al
etanol, tratandose generalmente de gasolina, para evitar que el alcohol se desvie
hacia otros fines y garantizandose su calidad por parte de los productores de
acuerdo con las normas establecidas en la resolucién 447 del 14 de abril de 2003.
Posterior, a la produccién de alcoholes se realiza su transporte hasta las plantas
de almacenamiento mayorista donde se realiza el mezclado, sin embargo el
transporte del alcohol debe garantizar la no presencia de agua y seguir las
condiciones de seguridad establecidas en el decreto 1609 de 2002, es por esto
importante que Ministerios como Minas y Energia, Transporte y Medio Ambiente

crean mecanismos de control para evitar el deterioro del producto.

3.9.2 Proyecciones de consumo de alcohol: Teniendo en cuenta los
escenarios sobre ajuste de precio, segun la Unidad de Planeacién Minero
Energética de la Republica de Colombia se calculo el consumo de alcohol

carburante en el pais para los proximos afios; tal como se aprecia en la grafica 5

Grafica 5 Consumo de alcohol en los préoximos anos
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Fuente: UMPE' 2003
Estas proyecciones convierten al pais en un potente competidor mundial en el
negocio de los combustibles, la tabla 4 ilustra los posibles clientes masivos de este

promisorio producto que a su vez cuida el medio.

Existen varios paises que consumen etanol en el mundo con volumenes
considerables, por ejemplo Japén es un pais con un potencial de mercado de
alcohol carburante bastante importante ya que todo el etanol que consume es
importado por ejemplo para el afio 2010 Japdn consumira entre 6 y 12 millones de
M3/Afio, es decir entre 6 y 12 billones de litros afio aproximadamente entre 16 y 32
millones de litros dia. Otro mercado potencial es USA el cual actualmente esta
importando alcohol del Brasil, existen paises de Latinoamérica como Costa Rica y
Republica Dominicana quienes también implantaran el uso de etanol carburante lo

que los convierten en potenciales mercados.

Tabla 4 Consumo mundial de alcohol carburante aino 2010

' UMPE, Unidad de Planeacién Minero Energética —Republica de Colombia Av. Calle 40 A N° 13-
09 Pisos 5, 11 y 14, Bogota D.C. Colombia PBX : (+571) 2-875334 http://www.upme.gov.co.
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PAIS MILLONES DE M3/ ANOC

USA 18 =20

BEAZIL 15-18

JAPUN H-12
LIMNION ELIRCPZA 2.3
HEMISFERID QUCCIDENTAL 1-3
OTROS ASIA -3
CANADA 1-15

AFRICA J.2-1
AUSTRALIA 3.3-1

Tusnte. Seminzno Internacional Alcohel Carburante Junio 2003

3.9.3 Alcohol carburante en Sucre: Desde comienzos del mes de septiembre
del 2006, FINAGRO con el concurso de la Gobernaciéon de Sucre adelantan los
trabajos de campo para la puesta en marcha y funcionamiento de una planta de
alcohol carburante en Sincelejo. Emigdio Murillo Arias, funcionario de FINAGRO,
quien se desempena como interventor agronomico del proyecto de montaje y
puesta en marcha de la planta de alcohol carburante, sostiene que trabajaran
durante tres meses seguidos, para mirar los terrenos y conocer a los agricultores
en aras de orientar un proyecto sobre bases soélidas reales. Basandose en que se
han sembrado unas 20 mil hectareas de yuca por afo, lo que pone al
Departamento como el numero uno para la puesta en marcha del proyecto de

montaje de la planta de alcohol carburante.

Para el funcionamiento y la rentabilidad de esta planta, hay que partir de que la
relacion de produccién de yuca a alcohol carburante es de 5 toneladas de yuca
para producir un litro de alcohol. En tal sentido, se estimaria 20 mil kilos de yuca
para obtener 200 litros de alcohol carburante, y dependiendo de esta relacion, se
requiere una produccion igual o superior a 20 toneladas por hectareas, eso, para

hablar de rentabilidad del proyecto y de los cultivadores.

En la actualidad, La secretaria de Desarrollo Econdmico del Departamento trabaja
en la siembra de 150 hectareas de yuca industrial, con el apoyo de INCODER, el
cual estd destinado para la produccion de semilla de yuca industrial en las
variedades de Verodnica, La P-12 y la M-TAY, con lo que se espera que para el

préximo afo se duplique el area de tierras cultivadas actualmente. Este proyecto
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inicialmente se trabaja en los municipios de El Roble, Buenavista y Corozal, lo que
se convierte en la base inicial para el montaje de la planta de alcohol carburante
en Sincelejo. El Gobierno Nacional tiene la prioridad de montar en Sucre la planta
de alcohol carburante por ello ya se trabaja con una firma consultora, para el
estudio de este proyecto, para lo cual se arranco con el suministro de la base de
datos de las asociaciones e identificarlas, como integrantes al proyecto de la
planta. (EL UNIVERSAL 2006).

En la actualidad se calcula que en Sucre hay unas 3200 hectareas sembradas de
yuca industrial. Se estima que en un inicio se requieren unas 6 mil hectareas para
generar el alcohol que se necesita para ser productivo dicho proyecto.
En la lista de asociaciones de yuqueros que harian parte del proyecto aparecen
80, pero de estas, algunas como El Minuto de Dios, que reune a pequefos
productores, han manifestado quedarse con el sistema actual de sembrar y vender

yuca picada deshidratada para la industria de concentrados.

3.9.3.1 Marco legal: La ley establece que para el 2010 en ciudades con mas de
500 mil habitantes el consumo de combustible en sus vehiculos debe contar con el
10% de alcohol carburante, es decir, una mezcla donde el 90% restante debe ser
gasolina. En la actualidad en Colombia, teniendo en cuenta que algunas zonas
como el Occidente y parte del centro del pais ya empezd a consumir etanol en sus
carros, la demanda es de un millén 370 mil litros diarios de dicho combustible y
solo se esta generando un millén de litros. Entonces cuando en todo el territorio
empiece a consumirse el combustible el déficit va a ser mayor, pues cada mil kilos
de yuca produce 200 litros de alcohol. (EL UNIVERSAL, 2006)
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4- DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE INVESTIGACION

El tipo de estudio en el que se baso esta investigacion fue exploratorio-descriptivo.

4.2 UNIVERSO Y LOCALIZACION DEL PROYECTO

Esta investigacion se ejecutd en las instalaciones del laboratorio de Bromatologia
y Microbiologia de la Universidad de Sucre, sede Puerta Roja, en la ciudad de
Sincelejo-Sucre, Colombia, a los 9° 18’ de latitud Norte y 75° 23’ de longitud al
oeste del meridiano de Greenwich, a una altitud de 231,85 yardas sobre el nivel
del mar (Instituto Geografico Agustin Codazzi, 1998), La materia prima fue

recolectada en el municipio de Tierra alta (Cordoba).

4.3 VARIABLES

4.3.1 Variables Independientes: Concentracion de harina de hiame: 10, 13,
16% p/p base seca.
Variedad (2):, D bulbifera, D trifida.

4.3.2 Variables Dependientes: Rendimiento (Lt etanol producido/Ton, materia
prima.
= Equivalentes de dextrosa

+« Grados Brix
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4.4 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizd un disefo factorial categérico completamente al azar con tres
repeticiones para un total de 24 experimentos.

Para el analisis de la informacion se realizé un analisis ANOVA, una prueba de

multiples rangos, que describira, una grafica de dispersion por nivel, una grafica de

interaccion, todo con un nivel de confianza del 95%.
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4.5 PROCEDIMIENTOS

4.5.1 Seleccidon y preparacion de la materia prima. Para la escogencia de la
materia prima se seleccioné un predio, en el cual se realizd6 un muestreo por
cuarteo para obtener un fiame que represente al cultivo, el cual se pes6 y sometid
a limpieza, luego se determiné el contenido de humedad segun método 7.003/84,
930.15/90 de la AOAC adaptado.

4511 Obtencién de la harina. ElI hame muestreado fué lavado con una
solucion 1M de amoniaco con el fin de eliminar completamente el residuo
mucilaginoso del tubérculo, luego se rallo y extendié en capas finas para lograr un

completo secado, molido y empacado (Moorthy. S.N, 1991).
4.51.2 Preparacion de sustratos iniciales. Basado en el contenido de
humedad se prepararon soluciones (500 ml) en base seca de harina de 10, 13, 16

% plv, y se le determiné los azucares reductores por el método descrito por Miller
G L.(D.N.S.). Como se ilustra en la grafica 5.

Grafica 6 Metodologia para la etapa de preparacion de la materia prima.
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4.5.2 Hidrdlisis Enzimatica: Las enzimas utilizadas para la hidrélisis enzimatica
fueron: pectinex® Ultra SP-L, Termamyl® 120 L Tipo L (Licuefacion) y AMG 300 L
(sacarificacion), de la Novo Nordisk, en las condiciones y cantidades estipuladas
por los fabricantes, que se encuentran en los respectivos catalogos basados en su

actividad enzimatica. Ver anexo A.

Durante la hidrélisis se efectuaron mediciones de los grados Brix mediante
refractometro ausJENA DDR 783243 (0-30%), al igual que de azucares reductores
a través de la técnica del acido 3,5 Dinitrosalicilico (DNS) (Miller. G. L, 1959),
determinandose los Equivalentes de Dextrosa (E.D), durante el tiempo de
residencia de cada enzima. Esta técnica permitid elaborar una curva de
calibracion empleando un patron de glucosa de (1g/l); leido en un
espectrofotdmetro Merck SQ 118 V1.70 a 565 nm.

4.5.2.1 Montaje de los biorreactores para la hidrélisis: Se utilizé un bafo
termostatado con control de temperatura (termostato de circulacion tipo V15c). Los
ensayos se montaron en beacker de 1000 ml con un volumen de reaccion de 500

ml, cuyas concentraciones de las soluciones de harina de name fueron del 10%,
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13% y 16% plv, agregando previamente como cofactor enzimatico 35 ml de
solucion de CaCl, a 70 ppm, con agitacion constante de 250 rpm, realizando 4
ensayos por cada concentracién de harina de fiame de las variedades ftrifida y
bulbifera.

4.5.2.2 Licuefaccion: Para este proceso se usaron las enzimas Pectinex Ultra
SP-L y Termamyl 120 tipo L. En un beacker de 1 litro con agitacién de 250 rpm se
introdujo la solucion, elevandose la temperatura hasta 60 °C durante 15 minutos
agregandose las enzimas Pectinex Ultra SPL y Termamyl 120 L de la Novo
Nordisk en las condiciones y cantidades estipuladas en la tabla 5. Posteriormente
continuando con el proceso de licuefaccion la temperatura es elevada a 90 °C con
un tiempo de residencia de 2 horas hasta obtener una concentracién constante de

los azucares reductores.

Tabla 5 Condiciones de uso de las enzimas usadas en el proceso de

licuefaccion
Cantidad de enzima
Variedad | Enzimas por concentracion Temperatura | Tiempo | pH
(ml) (°C) (Horas)
10% | 13% | 16%
Pectinex 4.58 6.0 |7.39 35 1 4.5
D SP-L
Bulbifera | Termamyl | 0.040 | 0.052 | 0.07 90 - 95 2 6.5
120L
Pectinex 466 | 6.05 |7.45 35 1 4.5
D SP-L
Trifida Termamyl | 0.042 | 0.054 | 0.072 90 - 95 2 6.5
120L

45.2.3 Sacarificacion: En este proceso de obtencion de glucosa por
sacarificacion se agregd la enzima amiloglucosidasa (AMG 300 de la Novo

Nordisk) en las cantidades estipuladas en la tabla 6, ajustando el pH a 4.5 con una
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solucién tampon de acido sulfurico, enfriando y controlando la temperatura a 60 °C
con agitacion de 250 rpm, el tiempo de hidrdlisis estuvo determinado por la

constancia de los azucares reductores, esto fue de 4 horas. ( ver grafica 6 )

Tabla 6 Condiciones de uso de la enzima AMG usada en el proceso de

sacarificacion

Variedad Enzima | Cantidad de enzima por | Temperatura | Tiempo pH
concentracion (ml) (°C) (Horas)
10% | 13% | 16%
D. AMG 300 | 2.37 0.3 |3.98 60 4 4.5
Bulbifera
D. Trifida AMG 300 | 2.40 3.32 | 4.06 60 4 4.5
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Grafica 7 Metodologia para la etapa de hidrélisis enzimatica

Harina de Aiame: D
bulbifera y D trifida
10%,13% y 16% p/v

|

Transformacion Enzimatica

.

Licuefaccion: Petinex Ultra SP-L
Termamyl 120-L

.

Sacarificacion: AMG 300

4 Biorreactores controlando
Temperatura de 35°C a 90°C por
cada enzima,

pHde 3.5-45

Muestreo cada 15 min por 1h para
Pectinex y 20 min por 2 h para
Termamyl. DNS'Y °BRIX

4 Biorreactores controlando
Temperatura a 60°C

pHde 3.5-45

Muestreo cada 30 min por 4h.
DNS Y °BRIX
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4.5.3 Fermentacion: La fermentacion alcohdlica se llevo a cabo durante 48
horas, tomando muestras a cada uno de los ensayos en los tiempos 0, 9, 18, 27,
36, 45 y 48 horas. Durante este tiempo se efectuaron mediciones de los grados
Bix concentracion (%v/v) de etanol (winnick, 1984) y crecimiento celular de

Saccharomyces cerevisiae por conteo directo en camara de Neuvauer.

4.5.3.1 Preparacion del inéculo: Para esta etapa se prepar6 un inoculo cuyas
caracteristicas garantizd una concentracién inicial en el fermentador de 10°
microorganismos/ml.(0.2% p/p) proporcionandole los nutrientes caracteristicos
para este tipo de fermentacion ((NH4).SO4 (1g/1), KH2PO4 (0,1g/1), MgSO,4 . 7 H,O
(0,2g/1) (Horii, 1978)).

4.5.3.2 Filtracion. Una vez terminado el proceso de hidrdlisis enzimatica y
fermentacion se procedio a la filtracion del mosto, al secado y pesado del residuo,
por el que se determin6é la cantidad de harina que no fue transformada. (ver la

grafica 7).

Grafica 8 Metodologia para la etapa de fermentacién

v

Fermentacion Preparacion del Inoculo —| Saccharomyces Cerevisae

A\ 4

4 Biorreactores
°23C * 48 horas
muestreo cada 9
horas pH 3.5 -4.5

A 4
+* DNS (Azucares R)

_ . - «° Brix
[ ALCOHOL I‘ Filtracion < Densidad 6ptica
<+ Conteo de M.O

4

Método Winnick

57



4.6 EVALUACION DEL RENDIMIENTO

Para evaluar el rendimiento se empled un disefio con un unico factor categorico
completamente al azar en cuatro bloques y en seis niveles, para un total de 24
experimentos. Se realizé un analisis de varianza, una prueba de multiples rangos

y una gréfica de dispersion por nivel con una confiabilidad del 95%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA

En la tabla 7 se relacionan los resultados de las pruebas de caracterizacion
realizadas a una muestra de la materia prima, partiéndose de una cantidad inicial

de Aame de 10Kg para D, bulbifera y de 8 Kg para D, trifida.

Tabla 7 Contenidos de materia seca y porcentajes de humedad y de las

variedades de hame D bulbifera y D trifida.

Variedad D. bulbifera D. trifida
Peso de fiame fresco (Kg) 13 15
Peso de fiame sin cascara (KQ) 12.5 14.3
Peso de la cascara (KQ) 0.5 0.7
Peso de la Harina seca (KQ) 9.77 9.69
Peso de Harina humeda (Kg) 10.88 10.81
% Materia seca 90.9 92.6
% Humedad harina 10.16 10.33

Se puede apreciar como la variedad D. bulbifera presenté un menor porcentaje de
humedad en fresco, en comparacion con la D. trifida, sin embargo la diferencia
entre el porcentaje de humedad de la harina de ambas es muy poca. Los datos
obtenidos de materia seca y porcentajes de humedad son muy cercanos a los
descritos por Racherd y Viscarrondo; (2006), quienes reportaron un porcentaje de

humedad de 10,73% para la variedad trifida.
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5.2 HIDROLISIS ENZIMATICA

En este trabajo se evalud el proceso de hidrdlisis, el cual implica dos etapas
denominadas licuefaccion y sacarificacion. El proceso de licuefaccion se inicio
tomando 50 , 65 y 80 gramos de harina de fiame en sus respectivas
concentraciones (10%, 13% y 16% p/v ) para obtener 500 ml de solucién, al que
se le adicionaron las dos enzimas, Pectinex SL-P y termamyl 120L . Para la
sacarificacion se adiciond la tercera enzima AMG 300 a los 240mim. Teniendo en

cuenta los requerimientos de uso para cada una de ellas.

5.2.1 Comportamiento de Dioscérea bulbifera: La grafica 9 muestra como
aumentan los equivalentes de dextrosa a medida que se van adicionando las
enzimas, esto es 11.12 a 93.38 unidades de dextrosa para la concentracion del
10% p/v, de 10.00 a 69.38 E.D para el 13% p/v y de 15.02 a 81.52 E.D para el
16% plv, se aprecia como los mejores rendimientos al final del proceso se obtuvo

en la soluciéon de menor concentracion.

Con la adicién de la enzima pectinex no se demuestran grandes diferencias entre
concentraciones sin embargo la concentracion 16% p/v mostré que sus resultados
fueron mayores que las concentraciones 10% y 13% respectivamente, lo que se

aprecia facilmente al graficar estos valores.

Luego al adicionar la enzima Termamyl se denota la gran velocidad e intensidad
que ejerce esta en la composicion quimica de la harina en cuanto a la produccién
de equivalentes de dextrosa, en el proceso de licuefaccion donde las curvas
adquieren valores que oscilan entre 46,37 E.D y 57.34 E.D para la concentracion
10% pl/v, y producciones maximas de 70,31 E.D a los 210min para la
concentracidon 16% demostrando de acuerdo a sus resultados que presento
mayores valores de E.D respecto a las concentraciones 10% y 13% p/v .De esta

manera termina el proceso de licuefaccion, y se da paso a la adicion de la tercera
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y ultima enzima la cual tiene una incidencia definitiva en la produccién de
equivalentes de dextrosa en el proceso de sacarificacion; aumentado
vertiginosamente los valores presentes en todas curvas, donde la concentraciéon
10% p/v fue de 93.38 E.D , mientras que las concentraciones 13% y 16%pl/v
fueron de 69.36 y 81.52 E.D al termino del proceso.

Grafica 9 Proceso de hidrélisis enzimatico en D. bulbifera
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En el anexo B se registraron los datos correspondientes a los equivalentes de
dextrosa y grados Brix. ElI comportamiento de los grados Brix en la grafica, son
directamente proporcionales a los equivalentes de dextrosa, sin embargo aqui los
mayores valores se obtuvieron en la concentracion mas alta, esto es de 17.1 para
el 16%p/v.

En la grafica 10 se ilustran los valores de los grados Brix de las diferentes

concentraciones de harina utilizadas, notandose claras diferencias en los valores
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maximos, lo cual se debe a la diferencia en las concentraciones y a la accion

efectiva de las enzimas en cada una de ellas.

Grafica 10 Proceso de hidrélisis enzimatico en D. bulbifera (°Brix)
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5.2.2 Comportamiento de Dioscorea trifida: En el anexo C se registraron los datos
correspondientes a equivalentes de dextrosa y °Brix para la variedad D trifida la
cual se comporta de forma similar a la variedad D. bulbifera en cuanto a la
tendencia de las curvas de equivalentes de dextrosa, aumentando

proporcionalmente a medida que se desarrolla el proceso de hidrélisis enzimatica.

En la grafica 11 se puede apreciar que durante el proceso de hidrdlisis se observa
como los valores maximos se dan en la concentracion 10% p/v llegando hasta
90,120 unidades de equivalentes de dextrosa, dicho valor se asemeja a los
presentados en la literatura: Novo Nordisk recomienda usar AMG y Promozyme
para alcanzar valores de ED iguales a 95, hidrolizando el almidén de yuca.
Benavides (1983) obtuvo valores de 95, hidrolizando harina de arroz. Caro (1986)

alcanzo valores de ED de 81 para la sacarificacion de almidén de yuca solo
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utilizando AMG y Chica (1996) logro rendimiento de 85-90% hidrolizando almidon
de papa.
Para las concentraciones 13% y 16% p/v se alcanzan valores finales e 88,12 y

65,13 unidades de equivalentes de dextrosa respectivamente.

Al final del proceso se observa que la enzima AMG no presento rendimientos
favorables en la producciéon de ED para la concentracion 16% proporcionando
solo un aumento de 1.44 desde los 240min hasta el final del proceso 480 min
indicando que las cantidades de productos a pesar del aumento del tiempo no

varian sustancialmente.

Grafica 11 Proceso de hidrodlisis enzimatico en D.trifida
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En la grafica 12 se representan los valores de los grados Brix para las
concentraciones 10%, 13%, y 16%p/v de la variedad D.trifida en el periodo de
licuefaccion y sacarificacion .donde se aprecia un incremento de solidos solubles

que oscilan entre 2y 17.1.
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Para cada concentracion se observaron claras diferencias en los valores maximos
atendiendo a la efectividad del tratamiento enzimatico de esta manera; 10,7 para
10% plv, 13,4 para el 13% p/vy 17,1 para el 16% p/v, este ultimo valor concuerda
con los resultados obtenidos en la variedad D bulbifera a igual concentracion. Con
la variedad D. trifida se obtuvo un aumento en los valores de los grados Brix para
las concentraciones 10% y 13% p/v con respecto a la variedad D. bulbifera en
iguales concentraciones. A pesar de esta diferencia el comportamiento en las

curvas en los grados Brix en ambas variedades son similares.

Grafica 12 Proceso de hidrélisis enzimatico en D.trifida (°Brix)
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5.3 FERMENTACION

Para evaluar el resultado de este proceso se observaron diferentes factores que
se registraron periédicamente (cada 9 h.) durante 48 horas; los cuales se

clasificaron asi; grados Brix, equivalentes de dextrosa, conteo de

64



microorganismos, porcentaje de alcohol (ml de tiosulfato) y evaluacion de los
rendimientos durante el proceso de obtencion de alcohol. Los datos fueron

registrados en el anexo D.

5.3.1 Grados Brix: El comportamiento de los grados Brix en los tres tratamientos
de la variedad D bulbifera 10%, 13% 16% se ilustran en la grafica 13, donde las
curvas para las tres concentraciones tienden a disminuir a medida que avanza el
proceso de fermentacién; Al cumplir las 48 horas se registran valores de grados
Brix que datan asi: Para la concentracion 10% p/v el valor final fue de 2,3 , en la

concentracién 13% p/v fue 3,9y en la de 16% p/v el valor fue de 4,5.

Cabe anotar que la concentracion del 10% p/v presenté una mayor disminucion de
los productos hidrolizados, esto demuestra una fermentacion mas completa a lo
largo de todo el proceso, en comparacion con la concentraciones 13% y del 16 %
p/v, esto es debido al incremento de las presiones osmoticas por las altas
concentraciones de sélidos solubles, lo que conlleva a un incremento de etanol
intracelular y por consiguiente una baja en el nivel de las enzimas intracelulares
que intervienen en la produccion de etanol, pues se ha demostrado que las
membranas citoplasmaticas y de varios organelos son el principal blanco a la

inhibicion por etanol (Ingram y Buttke, 1984).
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Grafica 13. °Brix durante el tiempo de fermentacion de la especie D bubifera
a10%; 13% y 16% plv
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En la grafica 14 se muestran los datos correspondientes a los grados Brix tomados
durante el proceso de fermentacion de la variedad D trifida a las tres
concentraciones de trabajo, de manera similar a la variedad bulbifera se aprecia
que la concentracion de 10% p/v registra los valores mas bajos, esto es de 10,01 a
2,9, mientras que las dos concentraciones 13% y 16% registraron valores muy
semejantes entre si, esto es gracias a que el alcohol genera modificaciones en la
organizacion y permeabilidad de las células presentes por concentracion,
afectando su composicion lipidica y el funcionamiento de proteinas de membrana
involucradas en el transporte de azucares y aminoacidos (Aguilera y Benitez,
1986).

Estos cambios en la permeabilidad, causan la fuga de cofactores, coenzimas y
nucledtidos, la pérdida de estas biomoléculas esenciales para la actividad de
enzimas involucradas en la glicdlisis y durante el proceso de produccién de
alcohol, son suficientes para explicar el efecto inhibitorio del mismo. (Mizoguchi,

1998).Es decir a mayor concentracion de harina mayor porcentaje de grados Brix.
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Grafica 14. °Brix durante el tiempo de fermentacion de la especie D trifida a
10%; 13% y 16% plv.
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5.3.2 Equivalentes de Dextrosa: ElI comportamiento de este factor mostro
similitud al e de los grados Brix en cuanto a las caracteristicas de la curva y al
descenso de las unidades de glucosa a medida que la fermentacién aumenta y la
levadura actua sobre ello. Para evidenciar esto se registran los datos en las
graficas 15 y 16 Datos correspondientes a la variedad D bulbifera y D trifida a las

concentraciones de trabajo.

Grafica 15 Equivalentes de Dextrosa para la variedad D bulbifera a 10%, 13%
y 16%plv.

67



EQUIVALENTE DE DEXTROSA

50

45

40

35

30

25

20

LML

|

R P,

_
[ 4

o

\’

Concentraciones

bulbifera 10%

bubifera 13%
bulbifera 16%

e

o

T T
10 25 30

Horas )

15 20
Tiempo (

35 40 45

50

Grafica 16 Equivalentes de Dextrosa para la variedad D trifida a 10%, 13% y
16%plv.
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Se observa como el consumo de equivalentes de dextrosa aumenta a medida que
avanza el tiempo para ambas variedades, destacando el valor minimo a las 48

horas para la variedad D bulbifera 10%p/v en un 4,96 E.D, mientras que las otras
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concentraciones restantes presentaron valores muy cercanos entre ellas; pero
superiores a 4.96 E.D representados de la siguiente manera: 19.23 unidades de
equivalentes de dextrosa para la concentracion 13%p/v, y de 17,36 E.D para el
16%p/v , Ahora para la variedad D trifida la unidades de dextrosa se consumieron
con menor eficacia, poniendo en evidencia el alto contenido en sustrato para esta
variedad al final del proceso, donde los datos finales de las tres concentraciones

no fueron muy lejanos entre si .

El valor final para la concentracion 10%p/v fue de 30.01 E.D y para las
concentraciones 13% y 16%p/v fue de 31,36 y de 36,13 E.D respectivamente.

Por tanto la variedad D. bulbifera a la concentracién 10% resulta mas eficiente en
cuanto al consumo de ED ya que a menores cantidades de sustrato mayor es la

conversion de glucosa hasta etanol.

5.3.3 Conteo de Microorganismos: El conteo de microorganismos en este
proceso hace referencia al crecimiento celular de la levadura empleada, es este
caso fue la Saccharomyces cerevisiae. Los datos se registraron en el anexo D.

La graficas 17 y 18 muestran la concentracion de microorganismos para las dos
variedades (D bulbifera y D trifida) a las tres concentraciones, se observa como al
inicio del proceso los valores son bajos, esto en contraste con las curvas
obtenidas por la toma de ED y °Brix donde al inicio presentan una alta produccion,
este comportamiento describe una fase inicial donde se presenta un crecimiento
pequeno y lento hasta las 27 horas, donde el microorganismo se adapta al medio
del cual tiene que obtener los nutrientes, una segunda etapa donde se presenta un
crecimiento exponencial este abarco desde las 27 horas hasta las 36 horas y una
fase estacionaria en la que se alcanza una maxima concentracion de
microorganismos, esto fue de las horas 45 hasta las 48, cualidad tipica de los

organismos bioloégicos (Crueger & Crueger, 1989).
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Grafica 17 Concentracion de microorganismos (millones/ml) para D
bulbifera al 10%, 13% y 16% pl/v.
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Grafica 18 Concentracion de microorganismos (millones/ml) para D trifida al
10%13% y 16% pl/v.,
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5.3.4. Concentracion de Alcohol: La producciéon de etanol durante el tiempo de
fermentacion para las concentraciones de harina de name del 10%, 13% y 16%
p/v de la variedad D. bulbifera se representan en la grafica 19, observandose una
concentracion final de etanol de 10,87% v/v; 9.68% viv y 11.18% vlv,
respectivamente, observandose la producciéon de alcohol a partir de las 18 horas
hasta alcanzar un valor maximo a las 48 horas para las tres concentraciones de
D. bulbifera donde el menor valor lo adquiere la concentracién 13% p/v. Lo cual se
debe a un menor consumo de los productos de la hidrolisis por parte de

Saccharomyces cerevisiae.

Los resultados obtenidos en las tres concentracién superan los datos publicados
por Grisales, eft, al., (2001), quienes obtuvieron una concentracién de 6 - 8% v/v de
etanol a partir de jugo de cafa; de igual forma supera a las cifras reportados por
Gonzalez y Molina (2006), quienes alcanzaron una concentracion del 10,33% v/v y
un rendimiento de 94,5 litros de etanol / tonelada de papa, utilizando una
concentracion de 20% p/v; solo la concentracién 13%p/v reporta datos menores a

los de Bringhenti y Cabello (2005), quienes obtuvieron una concentracién de
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etanol del 9.76% v/v a partir de residuos del proceso de obtenciéon de harina y
almidén de yuca usando una concentracion del 18% p/v y enriquecido con un 12%

de melaza residual

Grafica 19 Concentracién de alcohol para D. bulbifera al 10%, 13%, y 16%
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En la grafica 20 se observa como aumenta la concentracién de alcohol a partir de
las 18 horas hasta alcanzar un punto maximo a las 48 horas para las tres
concentraciones de D. trifida donde el menor valor lo adquiere la concentraciéon
10% p/v con un 11.1% v/v .aun asi, este supera a los datos obtenidos por la

variedad .D.bulbifera.

Las concentraciones 13% y 16%p/v presentaron los mejores resultados, esto es
de 14.4% viv y 12,5% v/v respectivamente, con lo que se puede asumir que la
concentracidon mas rentable para el proceso de obtencion de alcohol es la de

13%plv.

Grafica 20 Concentracion de alcohol para D. trifida al 10%, 13%, y 16%
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Al contrastar todos los datos en la grafica21 a,b ,c,d,e,y f se puede observar
que al inicio hay un lento consumo de equivalentes de dextrosa que coincide con
la parte donde se dan un pequefio crecimiento de microorganismo y donde la
produccion de alcohol es muy pequeia esto es aproximadamente a las 18 horas

de iniciado el proceso. Ademas, se muestra un rapido y caracteristicos aumento
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en la reproduccion de los microorganismos hasta las 48 horas.

diferencia especificamente en la concentracion 16%p/v de D. trifida ( e y f ) donde
tiene su produccién maxima de microorganismos a las 44 horas seguida de una
gran disminucion de la tasa de crecimiento en las horas finales; lo cual se ve

reflejado directamente en los valores que alcanza en la produccion de alcohol ( f)

Grafica 21

fermentacion:

Contraste de los datos obtenidos durante el proceso de

a. y d. concentracién de alcohol, b. y e. concentraciéon de
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Concentracion de microorganismos
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promedios de los comportamiento cinéticos de los datos experimentales por

concentracion y variedades en el proceso de fermentacion

Finalizado el proceso de fermentaciéon se tomaron los datos correspondientes al
volumen y concentracion final de alcohol obtenido por cada tratamiento, luego del
filtrado (ver anexo D). Estos datos se muestran en la grafica 22 (a y b) donde se
aprecia que la variedad con mayor volumen fue la D trifida al 13% p/v con 381,75
ml y una concentracion final del 13.5% v/v y que la de menor volumen fue la de D

bulbifera 10% p/v con 286,75 ml y una concentracién final de 12.35% v/v.

Grafica 22 (a). Volumen final de alcohol de las variedades de name D

bulbifera y D trifida en las concentraciones de trabajo (10%, 13% y 16% p/v).
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Grafica 22(b). Concentracion final de alcohol de las variedades de hame D

bulbifera y D trifida en las concentraciones de trabajo (10%, 13% y 16% p/v).
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5.4 EVALUACION DE LOS RENDIMIENTOS DURANTE EL PROCESO DE
OBTENCION DE ALCOHOL.

Tabla 8 Analisis de varianza para el rendimiento de las variedades D.trifida y
D.bulbifera

Analisis de la Varianza para Rendimiento

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 286104,0 5 57220,7 21,97 0,0000
Intra grupos 46876,1 18  2604,23

Total (Corr.) 332980,0 23

Teniendo en cuenta que el analisis de varianza para el rendimiento mostré un p-
valor inferior a 0,05 se demuestra que hay diferencias estadisticamente
significativas segun fiame; encontrandose diferencias entre variedades y
concentraciones, con un nivel de confianza de 95,0%. Para determinar dichas
diferencia, se aplico una prueba de multiples rangos. Estos resultados se
registraron en la tabla 8.
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Tabla 9. . Medias por minimos cuadrados para rendimiento con 95% de
intervalos de confianza y contraste de multiples rangos segun fname. D
trifida y D. bulbifera.

Contraste Multiple de Rango para Rendimiento1 segiun Name

Método: 95,0 porcentaje LSD

Name Frec. Media Grupos homogéneos
Bulbifera 16% 4 520,655 X

Trifida 16% 4 554,342 X

Bulbifera 13% 4 569,34 X

Bulbifera 10% 4 706,54 X

Trifida 10% 4 775,02 XX

Trifida 13% 4 792,725 X

Contraste Diferencias +/- Limites
Bulbifera 10% - Bulbifera 13% *137,2 75,8115
Bulbifera 10% - Bulbifera 16% *185,885 75,8115
Bulbifera 10% - Trifida 10% -68,48 75,8115
Bulbifera 10% - Trifida 13% *-86,185 75,8115
Bulbifera 10% - Trifida 16% *152,197 75,8115
Bulbifera 13% - Bulbifera 16% 48,685 75,8115
Bulbifera 13% - Trifida 10% *-205,68 75,8115
Bulbifera 13% - Trifida 13% *-223,385 75,8115
Bulbifera 13% - Trifida 16% 14,9975 75,8115
Bulbifera 16% - Trifida 10% *-254,365 75,8115
Bulbifera 16% - Trifida 13% *-272,07 75,8115
Bulbifera 16% - Trifida 16% -33,6875 75,8115
Trifida 10% - Trifida 13% -17,705 75,8115
Trifida 10% - Trifida 16% *220,678 75,8115
Trifida 13% - Trifida 16% *238,383 75,8115

* indica una diferencia significativa.

Segun la prueba de rangos multiples se identificaron tres grupos homogéneos
estos comprenden los grupos constituidos por las siguientes concentraciones:
bulbifera 13%, bulbifera 16% vy trifida 16%, entre los cuales existe diferencia
significativa entre las variedades. También se resaltaron diez parejas con el

asterisco, en las cuales existe diferencia estadisticamente significativa, Con un
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Litros de Alcohol/tonelada de Harina

nivel de confianza del 95%. Para el resto de las relaciones no existe diferencia

significativa entre sus medias.

Cabe destacar el valor que tiene la media de la variedad D. trifida 13%p/v, ya que
muestra el mayor rendimiento con 792,725 litros de alcohol / tonelada de harina y
la variedad D. bulbifera 16%p/v con el menor rendimiento de 520,655 L/Ton de

harina de name, tal como lo demuestra la grafica 23.

Grafica 23 Medias para el rendimiento de las variedades D. bulbifera y D.
trifida

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

880 — T

P
o 1 |

Ef [ -

480 - _

Bulbifera 10% Bulbifera 13% Bulbifera 16% Trifida 10% Trifida 13% Trifida 16%

Especie de Name

El cuadro estadistico mostrado en la tabla 9, comprueba la hipétesis nula de que
la desviacion tipica de Rendimiento dentro de cada uno de los 6 niveles de Name,

es la misma. De particular interés estan los tres p-valores. Dado que el menor de
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los p-valores es superior o igual a 0,05, no hay diferencia estadisticamente

significativa entre las desviaciones tipicas para un nivel de confianza del 95,0%.

Tabla 10: Contraste de Varianza

Contraste de Varianza Valor-p

Contraste C de Cochran: 0,35211 | P-valor = 0,489588
Contraste de Hartley: 6,6104 P-valor = 0,664126
Contraste de Bartlett: 1,22494 P-valor = 0,930212
Test de Levene: P-valor = 0,257844

El método actualmente utilizado para discernir entre las medias es el
procedimiento de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con este
método, hay un 5,0% de riesgo de considerar cada par de medias como

significativamente diferentes cuando la diferencia real es igual a cero.

En la grafica 24 se puede apreciar los rendimientos en litros de alcohol/ton de
harina al final del proceso de fermentacion para cada variedad por
concentraciones; donde la variedad D ftrifida presenta mayores rendimientos en
cuanto a volumen de alcohol en las concentraciones 10% y 13% p/v con valores
de 775.02 y 792.73 lts/ton de harina respectivamente, los cuales esta por
encima a los datos de Assis, (2007), en el estudio para la cuantificacién de
alcohol a partir de harina de batata, donde obtuvo un rendimiento de 129 litros /
tonelada de raiz ; Por otra parte la variedad que arrojo los menores rendimiento
fue la D.bulbifera al 16% con valores de 520.66 Its/ton de harina sin dejar de lado
que la variedad D. trifida al 16% mostr6 cantidades similares de 554,35 Its/ton de

harina.
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Grafica 24 Rendimientos de alcohol (Lt alcohol/ton de harina y Lt/ton de

name)
800+
700
6001 @ Bulbifera 10%
500 ® Bulbifera 13%
4001 O Bulbifera 16%
f 0,
300. O Trifida 10%
m Trifida 13%
200 o Trifida 16%
100+
0,
Lts/ton harina Lts/ton de hame

Fuente: Los autores.

Estos datos sugieren que las concentraciones mas acordes para trabajar son
las mas bajas, ya que la cantidad necesaria de materia prima es menor y la
concentracion de alcohol obtenida es mayor como lo fue en D trifida 13%
dato que ademas no es lejano a la obtenida por la concentracién de harina

mas alta (16% p/v).
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6. CONCLUSIONES

El porcentaje de humedad de las harinas de las variedades de fiame D bulbifera
y D trifida fueron del 10.16 y 10.33%, estando dentro del limite establecido por
la legislacion de Colombia y Brasil, los cuales establecen un porcentaje maximo
del 14%.

Con el empleo de la enzima Pectinex ultra usada como complementaria, se
obtuvieron mayores resultados en cuanto a los rendimientos de alcohol las
variedades de fiame a las concentraciones de harina del 10% y 13% p/v, esto
gracias al ataque oportuno que esta enzima hace sobre la celulosa y la pectina

presente en la harina.

Al utilizar las enzimas Pectinex Ultra, Termamyl y AMG durante el proceso de
hidrdlisis se obtienen altas concentraciones de equivalentes de dextrosas, para
las variedades D.bulbifera y D. trifida al 10% p/v donde se alcanzaron valores
de 93.38 y 98,20 respectivamente, los cuales se encuentra cercanos al rango

optimo reportado por la literatura (ED = 94-98 ).

Las concentraciones de harina mas favorables para la produccion de alcohol
son las del 10% y 13% p/v debido a que a menores cantidades de sustrato en el
proceso de fermentacion, hacen mas eficiente la conversién de glucosa hasta
etanol, donde los volumenes de alcohol son muy cercanos a los obtenidos por

la concentracion mas alta 16%.
La variedad de fname con mejores rendimientos durante el proceso de

obtencion de alcohol fue la D trifida, a una concentracion del 13% p/v donde se

obtuvo un mayor volumen de alcohol después del proceso de fermentacién con
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una concentraciéon del 13,5% v/v y la de menor rendimiento fue la del 10% p/v

con una concentracion del 11,4% v/v de la misma variedad.

= La concentracion de alcohol obtenida por D ftrifida al 13% p/v sobrepasa la
obtenida por Meléndez en el 2002 quien obtuvo una concentracion del 10,33%

v/v al trabajar con iame al 20%.

+« Los rendimientos de alcohol obtenidos en el presente trabajo son comparables
con los obtenidos por Gonzalez. F, J.; Molina. C, M. quienes obtuvieron un
rendimiento de 365,4 Lt/ton en la Produccion de alcohol a partir de papa, y
también a los resultados de Gulati. et. al en 1996 donde los rendimientos de

alcohol a partir de maiz llegaron a 403,1 Lt/ton .

= En cuanto a los niveles de rendimiento por concentracion y variedad de harina
de name demostré que las concentraciones de alcohol fueron relativamente
similares, es decir la variacion entre las concentraciones de harina de hame por

variedad no es tan lejana.
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7. RECOMENDACIONES

« Para trabajar con fiame en el proceso de obtencién de alcohol hay que tener en
cuenta la relacion precio y rendimiento de alcohol de la materia prima, ademas
de la adecuada seleccion de enzimas para lograr un 6ptimo rendimiento en

cuanto a volumen y concentracion de alcohol.

« Las concentraciones de harina para obtener mejores resultados en el proceso
de obtencion de alcohol son las menores, esto permite un mejor
aprovechamiento de la materia prima y una mayor concentracion de alcohol

respecto a otros tubérculos.

= Evaluar los rendimientos durante el proceso de obtencién de alcohol usando
otro tipo de microorganismos como las bacterias Zymomonas mobilis que
transforman la glucosa en etanol con un rendimiento del 5 al 10 % mayor que la

mayoria de las levaduras.
+« Se recomienda el empleo de la variedad D trifida como potencial productora de

alcohol a menores concentraciones, a pesar que su cultivo no es tan amplio

como las demas especies de fiame.
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ANEXOS



Anexo A. Fichas técnicas de las enzimas pectinex® Ultra SL-P, termamyl®
120 L, tipo L y AMG 300L, de la Novo Nordisk.

» Enzima pectinex® Ultra SL-P.

> Industria alimenticia: tratamientos de pulpa de frutas
Aplicaciones: tejidos vegetales, extraccion de aceite vegetales.

> Industria de fermentaciones: Procesamiento de
bebidas alcohdlicas.

> Apariencia: liquido con olor tipico de los productos
Caracteristicas: fermentados.

> Color: pardo

> Densidad: g/ml.

Propiedades > Actividad: 26,00 PG/ml (pH 3,5y 20 °C).
segun los

proveedores:
Parametros > pH ~ 4,5.
optimos: > Temperatura: 30 °C.

» Enzima termamyl® 120 L, tipo L.

> Industria alimenticia: almidoén, alcohol, azucar y
Aplicaciones: cerveza.
> Industria de fermentaciones: vitaminas,

aminoacidos, antibidticos, etc.

> Industria textil y adhesivos.

> Apariencia: liquido no viscoso de grado alimenticio.
Caracteristicas: > Color: marrén oscuro

> Densidad: 1,20 — 1,25 g/ml
Propiedades > Actividad: 120, KNU/g (1 KNU: cantidad de enzima
segun los que rompe 5,26 g de almiddén por hora, avalado por el
proveedores: meétodo estandar de Novozymes A/S).

> pH: 6,5
Parametros > Temperatura: 90 — 105 °C.
optimos: > Calcio: 50 — 70 ppm.

> Enzima AMG 300L.
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Aplicaciones:

> Industria alimenticia: producciéon de glucosa y
fructosa, bajar la viscosidad de los cereales, en alimentos
para bebé.

> Industrial del papel: proteccion contra dafos
mecanicos.

> Industria de fermentaciones: produccion de cerveza
clara.

Caracteristicas:

> Apariencia: liquido.
> Color: marron.
> Densidad: 1,2 g/ml.

Propiedades

> Actividad: 1 Unidad Novo Amiloglucosidasa (AGU):

segun los Cantidad de enzima que hidroliza 1uymol de maltosa /
proveedores: minuto a condiciones estandar.

Parametros > pH ~ 4,5.

optimos: > Temperatura: 60 °C.
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Anexo B Resultados de la hidrdlisis enzimatica para la especie D, bulbifera

A continuacién se registraron los resultados obtenidos durante el proceso de

licuefaccion y sacarificacion enzimatica,

concentraciones.

Resultados de la hidrélisis enzimatica para D. bulbifera

para esta variedad en sus tres

Tiempo Pectinex Tiempo Termamyl Tiempo AMG
(min) | Concentraciones | (min) | Concentraciones | (min) | Concentraciones
10% | 13% | 16% 10% | 13% | 16% 10% | 13% | 16%
0 11,12| 10,00|15,02| 90 |46,37|24,63|31,31| 240 |57,25|38,14|70,68
15 |15,40| 14,40(20,46| 110 |50,41|25,73|58,36| 270 [59,43/39,41|71,19
30 18,42| 18,68|22,27| 130 |[51,58|27,09|61,43| 300 |61,25|43,03|71,34
45 |20,42| 19,15/23,08| 150 |52,70|27,73|65,05| 330 |68,25|47,31|73,51
60 |20,75| 20,17|23,71| 170 |53,92|30,40|64,86| 360 |(73,24|62,86|73,82
190 |56,29|30,84(69,26| 390 |77,23|64,27|74,75
210 |57,34/31,59|70,31| 420 |73,49|61,97 76,88
450 |84,57|66,72|78,67
480 |93,38|69,36 (81,52
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Resultados de la hidrélisis enzimatica para D. Bulbifera (°Brix)

Tiempo Pectinex Tiempo Termamyl Tiempo AMG
(min) |Concentraciones| (min) |Concentraciones| (min) |Concentraciones
10% | 13% | 16% 10% | 13% | 16% 10% | 13% | 16%
0 20, 20| 1,8, 90 71| 53| 13,0 240 86| 8,1| 150
15 22| 20| 18| 110 75| 53| 13,7 270 8,8| 83| 15,2
30 25| 25| 1,8 130 78| 55| 13,8 300 9,0 84| 154
45 3,00 26| 20| 150 80| 6,1 14,0 330 9,0/ 86| 15,6
60 3,0, 28| 20| 170 83| 64| 14,3| 360 92| 9,1| 159
190 83| 6,7| 14,6| 390 95| 94| 16,3
210 84| 6,7| 14,8| 420 96| 93| 16,6
450 97| 9,6| 16,9
480 9,8/ 10,0] 17,1
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Anexo C: Datos registrados del comportamiento de D trifida

En las siguientes tablas se registraron los resultados para el proceso de

licuefaccion y sacarificacion enzimatica, para esta variedad en sus tres

concentraciones

Resultados de la hidrélisis enzimatica para D. Trifida

Tiempo Pectinex Tiempo Termamyl Tiempo AMG
(min) | Concentraciones | (min) | Concentraciones | (min) | Concentraciones
10% | 13% | 16% 10% | 13% | 16% 10% | 13% | 16%
0 12,05[18,07 (12,23 90 |34,07|40,04|25,50| 240 |82,52|78,67|63,69
15 19,22119,18(16,43| 110 |46,90|55,15|/51,19| 270 |86,48|75,49|63,54
30 25,48 (18,90|20,96| 130 |57,28|60,64|57,57| 300 |87,59|77,72|62,92
45 29,73(23,01|16,72| 150 |63,60|71,32(61,98| 330 |88,36|82,77|60,53
60 31,46/33,88|18,75| 170 [68,12(70,93/59,60| 360 |97,14|86,19 (64,67
190 |71,86|75,39|63,77| 390 |95,68|86,85/60,08
210 |72,22|78,18|61,00| 420 |96,83|85,37 (64,58
450 |97,71|86,86 (64,99
480 (98,20|88,12|65,13

Resultados de la hidrélisis enzimatica para D. Trifida (°Brix)
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Tiempo Pectinex Tiempo Termamyl Tiempo AMG
(min) | Concentraciones| (min) |Concentraciones| (min) |Concentraciones
10% | 13% | 16% 10% | 13% | 16% 10% | 13% | 16%
0 2,0/ 1,0 18| 90 7,7 83| 13,01 240 9,7/ 10,1 15,0
15 24| 1,0 18] 110 85| 84| 13,7, 270 10,0 10,5| 15,2
30 47 1,0 18| 130 8,8 9,0/ 13,8| 300 10,6 11,0| 15,4
45 6,0/ 1,0/ 2,0 150 92| 9,1 14,0 330 10,7| 11,3| 15,6
60 720 11| 2,0 170 94| 94| 143, 360 10,0 11,6| 15,9
190 9,3 96| 14,6 390 10,3| 11,9| 16,3
210 9,8/ 10,0| 14,8, 420 10,7 | 12,7| 16,6
450 10,0 13,0| 16,9
480 10,7 | 13,4| 171
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Anexo D: Datos registrados durante el proceso de fermentacion en la

variedad D bulbifera.

a. °Brix obtenidos durante el proceso de fermentacioén de D bulbifera al 10%,
13% y 16% p/v

D. BULBIFERA

T (hr) C-10% C-13% C-16%
0 9,6 10,0 14,8
9 8,8 8,5 14,0
18 6,9 7.6 12,8
27 5,9 6,0 10,5
36 2,8 4,4 7,3
45 2,6 4,1 5,0
48 2,3 3,9 4,5

b. °Brix durante el proceso de fermentacion de D trifida al 10%, 13% y 16%

p/v
D. TRIFIDA
T (hr) C-10% C-13% C -16%
0 10,1 14,6 14,8
9 9,2 13,5 13,5
18 9,0 12,3 12,3
27 6,3 10,2 10,5
36 4,7 6,8 7.3
45 3,7 4,8 5,5
48 2,9 4,5 4,8

102



c. Equivalentes de dextrosa para las dos variedades de hame en las

concentraciones de trabajo.

Equivalente de destroxa
BULBIFERA TRIFIDA
T(hr) | C-10% C-13% | C-16% | C-10% | C-13% |C-16%
0 33,8706 | 35,1757 | 31,5709 | 40,0365 | 69,9264 |64,0873
9 31,2001 | 35,0596 | 30,0332 | 34,7827 | 68,9829 |58,7099
18 27,4914 | 32,9166 | 28,9723 | 29,8006 | 63,8073 |55,7958
27 25,8913 33,442 28,5785 52,055 67,2666 |39,1837
36 9,08336 | 25,1293 | 29,6451 | 47,4202 | 33,1879 |38,8548
45 6,39645 | 20,0864 | 24,1237 | 36,6787 | 32,4132 |39,7596
48 496501 | 19,2397 | 17,3673 | 30,0147 | 31,3634 [36,1332

d. Conteo de microorganismos para las dos variedades de hame en las

concentraciones de trabajo.

microorganismo/ ml
BULBIFERA TRIFIDA
T (hr) C-10% C-13% [ C-16% | C-10% | C-13% | C-16%
0 4,6E+07| 3,6E+07| 8,3E+07| 4,4E+07| 5,8E+07| 6,6E+07
9 6,3E+07| 4,8E+07| 9,2E+07| 6,6E+07| 7,7E+07| 9,1E+07
18 8,7E+07| 6,4E+07 1E+08| 8,5E+07| 8,7E+07 1,3E+08
27 1E+08| 7,7E+07| 1,2E+08| 1,1E+08| 9,5E+07 1,8E+08
36 9,9E+07 1E+08| 1,2E+08| 1,3E+08| 1,1E+08| 2,2E+08
45 1,4E+08| 1,4E+08| 1,2E+08| 1,4E+08| 1,2E+08| 2,3E+08
48 1,5E+08| 1,1E+08| 1,2E+08| 1,5E+08| 1,3E+08 1,1E+08
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e. Concentracion de alcohol v/v de las dos variedades de name durante el

proceso de fermentacion

VARIEDAD Y CONCENTRACIO

CONCENTRACION DE N DE ALCOHOL
NAME VIV
D. bulbifera 10% 10,87
D. bulbifera 13% 9,68
D. bulbifera 16% 11,18
D. trifida 10% 11,1
D. trifida 13% 14,4
D. trifida 16% 12,5

f. Concentracion final de alcohol v/v de las dos variedades de hame después

del proceso de fermentacion.

VARIEDAD Y CONCENTRACION VOLUMEN
CONCENTRACION DE DE ALCOHOL VIV FINAL

NAME ALCOHOL(mI)
D. bulbifera 10% 12,35 286,75
D. bulbifera 13% 12,5 296,75
D. bulbifera 16% 12,4 334,50
D. trifida 10% 11,4 346,00
D. trifida 13% 13,5 381,75
D. trifida 16% 12,2 364,80
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Anexo E Datos estadisticos para la evaluacion del rendimiento en la

produccién de alcohol.

Resumen Estadistico para Rendimiento

Name

Frecuencia Media Varianza Desviacion tipica Minimo
Bulbifera 10% 4 706,54 2839,66 53,2885 646,0
Bulbifera 13% 4 569,34 1389,97 37,2823 532,71
Bulbifera 16% 4 520,655 3669,19 60,5738 460,03
Trifida 10% 4 775,02 5501,85 74,1745 730,16
Trifida 13% 4 792,725 832,302 28,8497 750,0
Trifida 16% 4 554,342 1392,38 37,3146 504,56
Total 24 653,104 14477,4 120,322 460,03
Name Maximo Rango Asimetria tipica. Curtosis tipificada
Bulbifera 10% 765,7 119,7 -0,0432698 -1,02209
Bulbifera 13% 617,35 84,64 0,560059 -0,362937
Bulbifera 16% 604,67 144,64 0,898817 0,893918
Trifida 10% 885,94 155,78 1,60265 1,58501
Trifida 13% 813,0 63,0 -1,50854 1,44143
Trifida 16% 592,18 87,62 -0,683818 0,283204
Total 885,94 425,91 0,354789 - 1,18284
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Contraste Multiple de Rango para Rendimiento segin Name
Método: 95,0 porcentaje LSD

Name Frec. Media Grupos
homogéneos
Bulbifera 16% 4 520,655 X
Trifida 16% 4 554,342 X
Bulbifera 13% 4 569,34 X
Bulbifera 10% 4 706,54 X
Trifida 10% 4 775,02 XX
Trifida 13% 4 792,725 X
Contraste Diferencias +/- Limites
Bulbifera 10% - Bulbifera 13% *137,2 75,8115
Bulbifera 10% - Bulbifera 16% *185,885 75,8115
Bulbifera 10% - Trifida 10% -68,48 75,8115
Bulbifera 10% - Trifida 13% *-86,185 75,8115
Bulbifera 10% - Trifida 16% *152,197 75,8115
Bulbifera 13% - Bulbifera 16% 48,685 75,8115
Bulbifera 13% - Trifida 10% *-205,68 75,8115
Bulbifera 13% - Trifida 13% *-223,385 75,8115
Bulbifera 13% - Trifida 16% 14,9975 75,8115
Bulbifera 16% - Trifida 10% *-254,365 75,8115
Bulbifera 16% - Trifida 13% *-272,07 75,8115
Bulbifera 16% - Trifida 16% -33,6875 75,8115
Trifida 10% - Trifida 13% -17,705 75,8115
Trifida 10% -  Trifida 16% *220,678 75,8115
Trifida 13% -  Trifida 16% *238,383 75,8115

* indica una diferencia significativa.

106



Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar las
medias que son significativamente diferentes unas de otras. La mitad inferior de la
salida muestra la diferTabla ANOVA para el Rendimiento segun Name

Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F  P-Valor
Entre grupos 286104,0 5 57220,7 21,97 0,0000
Intra grupos 46876,1 18  2604,23

Total (Corr.) 332980,0 23

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Rendimiento en dos componentes:
un componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. EIl F-ratio,
que en este caso es igual a 21,9723, es el cociente de la estimacién entre grupos
y la estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a
0,05, hay diferencia estadisticamente significativa entre las Rendimiento medias
de un nivel de Name a otro para un nivel de confianza del 95,0%. Para determinar
las medias que son significativamente diferentes unas de otras, se selecciono los
Tests de Rangos Multiples.

Con una diferencia estimada entre cada para de medias. El asterisco que se
encuentra al lado de los 10 pares, indica que éstos muestran diferencias
estadisticamente significativas a un nivel de confianza 95,0%. En la parte superior
de la pagina, se identifican 3 grupos homogéneos segun la alineacion del signo X
en la columna. Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo X forman un
grupo de medias entre las cuales no hay diferencias estadisticamente
significativas. El método actualmente utilizado para discernir entre las medias es
el procedimiento de las menores diferencias significativas de Fisher (LSD). Con
este método, hay un 5,0% de riesgo de considerar cada par de medias como
significativamente diferentes cuando la diferencia real es igual a 0.

Contraste de Varianza
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Especie Name

Contraste C de Cochran: 0,35211 P-valor = 0,489588

Contraste de Bartlett: 1,22494 P-valor = 0,664126
Contraste de Hartley: 6,6104
Test de Levene: 0,257844 P-valor = 0,930212

El StatAdvisor

El cuarto estadistico mostrado en esta tabla, comprueba la hipétesis nula de que
la desviacion tipica de Rendimiento1 dentro de cada uno de los 6 niveles de
Name, es la misma. De particular interés estan los tres p-valores. Dado que el
menor de los p-valores es superior o igual a 0,05, no hay diferencia
estadisticamente significativa entre las desviaciones tipicas para un nivel de
confianza del 95,0%.

Grafico de Cajas y Bigotes

Bulbifera 10%
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