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RESUMEN

El auge mundial de biocombustibles como el etanol, ha llevado a explorar
nuevas fuentes y metodologias de proceso para optimizar su produccion; por
tal razén se aborda en esta investigacion el proceso Sacarificacion -
Fermentacion Simultaneas (SSF) con dos variedades de fiame Aleman (D.
rotundata) y Burrion (D. alata) a tres concentraciones de harina (12%, 25% y
35% p/v) utilizando el complejo enzimatico Stargen ™ 001 y la levadura
Etanol Red, con el fin de evaluar los rendimientos de alcohol producidos
(Litros de alcohol / Kg de harina de fiame) y determinar la mejor variedad y
concentracién de sustrato. Se utilizo un disefio experimental Multifactorial -
categorico con 2 factores y 3 niveles para un total de 18 corridas durante 48
horas, midiéndose la Concentracién de azucares reductores o equivalentes
de dextrosa (E.D), Concentracion de alcohol y numero de microorganismos
(levaduras). Obteniéndose valores maximos de %ED para las variedades
Aleman (D. rotundata) y Burrion (D. alata) a la concentracion de 25% p/v de
4.45 y 6.005 respectivamente durante las primeras cuatro horas de proceso.
La evaluacién del rendimiento mostré que a concentracion de sustrato de
12% p/v se obtuvieron los mayores rendimientos 0.139 y 0.136 litros de
alcohol/ kg de harina, para las dos variedades Aleman (D. rotundata) y

Burrién (D. alata) correspondientemente.

Palabras clave: Alcohol etilico, harina de hame, SSF.
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ABSTRACT

The booming global biofuels such as ethanol, has led to explore new sources
and methodologies to optimize their production process, for this reason this
research is addressed in the process Saccharification - Simultaneous
Fermentation (SSF), using two varieties of yams, variety variety German (D.
rotundata) and Burrion (D. alata), three concentrations of flour (12%, 25%
and 35% w / v) and the enzyme complex Stargen TM 001 and Ethanol Red
yeast, in order to assess produced yields of alcohol (liters of alcohol / kg of
yam flour) and determine the best variety and concentration of substrate. for
this research, an experimental design was used Multifactorial - categorical
with 2 factors and 3 levels for a total of 18 runs during 48 hours, measuring
the concentration of reducing sugars or dextrose equivalent (ED), alcohol
concentration and number microorganisms (yeasts). Obtaining values for
ED% for German varieties (D. rotundata) and Burrion (D. alata) to a
concentration of 25% w / v of 4.45 and 6005 respectively during the first four
hours of processing. The performance evaluation showed that a substrate
concentration of 12% w / v were obtained with higher yields 0.139 and 0.136
liters of alcohol / kg of flour, for the two German varieties (D. rotundata) and

Burrién (D. alata) correspondingly

Keywords: Ethanol, yam flour, SSF, fermentation.
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1. INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El gobierno nacional a través del Ministerio de Agricultura ha planteado el
montaje de plantas de alcohol carburante en la Costa Atlantica, que utilizaran
como materia prima yuca. El éxito de estas plantas productoras de alcohol
depende del suministro continuo de materia prima, datos histéricos de
siembra y cosecha de yuca muestran que puede existir incertidumbre como
fuente sostenible de materia prima, lo que plantea la necesidad de explorar
nuevas materias primas de la region que en cualquier momento puedan

sustituir a la yuca.

Entre las materias primas sustitutas, pueden estar las variedades de D. alata
y D. rotundata comunmente llamado fiame Criollo y Espino respectivamente,
dado que son una excelente fuente de carbohidratos (FAO, 2003), se pueden

considerar una fuente alternativa en la produccion de Biocombustible.

La posibilidad para que el iame sea una materia alterna para la produccion

de alcohol dependera de factores como:

» Que tanto se aumentan los rendimientos Kilogramos / hectareas de las
diferentes variedades de fiame, que influiria en el costo de la materia
prima.

» La capacidad que tengan las diferentes variedades de fiame al ataque
de enzimas amiloliticas, que esta ligado a la cantidad de enzima que se
consumira en el proceso.

» Rendimientos a la produccion de alcohol.

» Consumo de energia en el proceso de producciéon de dextrinas.

La informacion sobre el procesamiento de fiame con estos fines es escasa,

sin embargo se ha estudiado las propiedades tecnofuncionales de los
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almidones de fRame del banco de germoplasma de la Universidad de
Cérdoba (Salcedo, et al., 2006) con resultados optimistas en el potencial
para la industrializacion de dichas variedades, cabe anotar que estos
estudios revelan la gran diferencia que existe en el contenido de amilosa de
las especies de fiame, demostrando que puede existir una gran divergencia
entre ellos al ataque de enzimas amiloliticas, que son muy utilizadas en los
procesos de licuefaccién y sacarificacion en la obtencion de alcohol etilico, lo
que conduce a indagar sobre la posibilidad de usar el fiame para su
transformacion en alcohol carburante, de aqui surgen los siguientes
interrogantes: ¢ Cual sera el rendimiento de la conversién de las variedades
de name D. alata y D. rotundata de la costa Atlantica en alcohol?. ¢Que
ventajas tiene estas variedades con respecto a otro tubérculo como la yuca?
¢ Cual es la respuesta de las diferentes variedades de fiame al ataque de

enzimas amiloliticas?
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los rendimientos (Litros de alcohol producido / Kg. de Harina de
Aame) de las variedades de fiame Criollo Burrion (D. alata) y Espino Aleman
(D. rotundata) utilizando el proceso de Sacarificacion-Fermentacion
Simultanea (SSF) por medio de el complejo enzimatico STARGEN 001 y la

levadura Etanol Red (Dry alcohol yeast)

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Evaluar el comportamiento del complejo enzimatico STARGEN 001
durante la Sacarificaciéon - Fermentacion Simultanea, de la harina de

Aame de las variedades Burrion (D. alata) y aleman (D. rotundata).

» Comparar los rendimientos de alcohol obtenidos en el proceso de
Sacarificacion — Fermentacion Simultanea de las variedades de fname
Burrién (D. alata) y Aleman (D. rotundata) a las concentraciones de
sustrato 12%, 25% y 35% plv.
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1. GENERALIDADES DEL NAME.

El tubérculo hame es una de varias especies de plantas del género
Dioscorea (de la familia Dioscoreaceae) y del orden Dioscoreales, nativo de
regiones calidas de ambos hemisferios cuya parte expuesta es en forma de
enredadera. Algunas raices de iame pueden llegar a tener mas de 2.25 my

mas de 54 Kg.

Dependiendo de la variedad del fiame, la parte carnosa puede ser de
diferentes tonalidades de blanco, amarillo, purpura o rosado, y la piel desde
blancuzca a chocolate oscuro. La textura de este tubérculo puede variar de
suave y humedo a aspero, seca y harinosa. El iame tiene sabor parecido al
de la papa dulce o batata y usos similares en la alimentacion después de
cocidos, en puré, en sopas y en guisos. También se preparan con él hojuelas

crocantes y una chicha o masato de fiame. (Blanco et al,. 2004)

Los tubérculos del fiame son una excelente fuente de carbohidratos;
contienen vitaminas como carotenos, tiamina, riboflavina, niacina y acido
ascorbico, el contenido de proteinas es del 4.8% en base seca (FAO, 2002)
(ver tabla 1)
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Tabla 1. Composiciéon quimica de D. alata y D. rotundata (Base seca)

COMPONENTES D. alata D. rotundata
MATERIA SECA G/100 27.4 32.3
ALMIDON % 84 85
FIBRA CRUDA % 2.2 2.1
EXTRACTO ETEREO % 0.8 0.5
PROTEINA % 4.9 4.8
CENIZA % 3.6 2

Fuente: Procesamiento del fiame D. alata y D. rotundata, Hurtado, Ortiz,
Rodriguez y Dufour, 1997.

3.1.1. Practicas de produccion. El fame es un cultivo de bajo nivel
tecnoldgico, sembrado generalmente en asocio, que genera alta mano de
obra. A continuacion se describen los aspectos productivos del fame,

(Sanchez vesga, 1997):

3.1.1.1. Preparacion del suelo y siembra. En la produccion de name criollo
se realizan las practicas de: arada, rastrillada, hoyada y siembra; si no se
ara, entonces se hace limpieza manual, hoyada y siembra. En fiame espino

se hace: Pica, quema, despalite, hoyada y siembra.

3.1.1.2. Cosecha. La cosecha se realiza manualmente después de haber
cumplido su ciclo vegetativo cuando la parte aérea esta seca. Para la
especie alata se hace a los 10 o 12 meses. En la especie rotundata se hace
una primera cosecha a los 6 u 8 meses y se llama la capada, que consiste en
hacer un corte en la parte superior del tubérculo y extraerlo para
comercializarlo dejando la cabeza en el suelo, la cual vuelve a tuberizar y
produce en tres meses cuando la planta muere, un tubérculo de forma

irregular que se usa como semilla.
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Para la extraccién de los tubérculos se utilizan cavadores, barretones o
palancas con los cuales se cava alrededor del tallo evitando el minimo
contacto con el rizoma. El hame espino es menos resistente por lo delicado

de su corteza.

3.1.1.3. Practicas de postcosecha. El Aiame espino, por sus caracteristicas
de pérdida de peso rapida no se almacena, comercializandose
inmediatamente después de la cosecha. El fiame criollo presenta mejores
caracteristicas de conservacion que permiten realizar las labores de
seleccion, clasificacion, limpieza y almacenamiento del producto y su

comercializacion directamente o a través de intermediarios.

3.2. PRODUCCION DE NAME A NIVEL MUNDIAL.

El tubérculo fiame es muy popular en centro y sur América, el Caribe, Africa 'y
partes del Asia. Diversas variedades de fiame se cultivan a través de los
tropicos y en parte de las regiones sub-tropicales y templadas. En Africa
occidental y en Nueva Guinea el Aame es uno de los principales cultivos
primarios. Existen mas de 150 especies de fiames en el mundo (Blanco,
2004).

En Asia, Africa y América, existen tres fuentes de origen para las seis
especies principales de hame comestibles: D. trifida de la cuenca amazonica
en América del Sur; el complejo D. cayenensis-rotundata (fiame amarillo y
fiame blanco respectivamente) y D. dumetorum en Africa Occidental; D. alata
(fame de agua) y D. esculenta en el Sureste de Asia y D. bulbifera en Africa
Occidental y/o Sureste de Asia. En muchos pueblos de Africa tropical, del

Pacifico y las zonas del Caribe, el Aame se cultiva en gran escala. (Durango
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y padilla, 1998). Ademas existen otras variedades como Dioscorea japonica,

Diamante 22, Baboso de Ocu, Culebra, Mano de Tigre. (Vicomex, 1995)

El promedio de produccion a nivel mundial es 9.13 T/ha. El mas alto
rendimiento lo registra las Islas Salomén, que produce dos veces y media
mas (24.6 T/ha). En América Costa Rica con 18.5 T/ha tiene la mayor
productividad. Colombia ocupa el puesto 14, con 11 T/ha. En Latinoamérica

los principales productores son Brasil y Colombia. (FAO, 2003)

3.2.1 Produccion de iame a nivel nacional. De acuerdo con las cifras del
Ministerio de Agricultura (2002), en el pais se cultivan 23,039 hectareas en
Aame y se producen 254,489 toneladas, con un rendimiento medio de 11,1
T/ha (Tabla 2).

El cultivo del fiame se considera restringido en la Costa Atlantica, las areas
de mayor produccion son: la zona costera del departamento de Cérdoba, la
subregién natural de los montes de Maria en los departamentos de Sucre y
Bolivar (Tabla 3), y algunos municipios de los departamentos del Cesar y la
Guajira. Aun cuando actualmente se le conoce en todo el mundo, en
Colombia el hame se ha caracterizado como producto de cultivo y consumo
tradicional en la Costa Atlantica (CORPORACION PBA, 2005).

En Colombia el Aame es cultivado por pequenos y medianos agricultores,
con bajo nivel tecnolégico, generalmente asociado con cultivos de yuca vy
maiz, constituye en muchas regiones la principal fuente de ingresos, de
empleo rural y de oferta de alimento a sus pobladores, también es un
producto de exportaciéon (CORPOICA, 2003).
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La comercializacion de fiame es regional para consumo en fresco, aunque

una parte se exporta a Estados Unidos, Espafa y Alemania para alimento de

la poblacién latina y uso farmacolégico. Ademas su exportacion a los

mercados de Estados Unidos y Europa le genera al pais mas de US$2.5

millones anuales. (Sanchez, 1997).

Tabla 2. Superficie cultivada, produccién y rendimiento de iame en
Colombia, segun departamentos. 2001.

Departamento Superficie Produccion de Rendimientos de

cosechada raices raices
(hectareas) (toneladas) (toneladas/hectareas)

Antioquia 295 4.652 15.769

Atlantico 238 2.142 9.000

Bolivar 8.192 100.012 12.208

Cesar 570 10.960 19.228

Choco 173 1.408 8.139

Cérdoba 10.059 102.510 10.191

La Guajira 190 1.093 5.753

Magdalena 90 560 6.222

San Andrés y Prov 4 7 1.750

Sucre 3.228 31.505 9.760

Total Nacional 23.039 254.849 11.062

Fuente: Ministerio de Agricultura, evaluacién agricola 2002.
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Tabla 3. Principales municipios productores de hame en la Costa
Atlantica

DEPARTAMENTO MUNICIPIO

San Jacinto
BOLIVAR San Juan — Nepomuceno
El Carmen

Chinu
Sahagun
CORDOBA Pueblo Nuevo
Cienaga de Oro
Monitos

Toluviejo
Sampués
SUCRE Morroa
Los Palmitos
Ovejas
San Onofre

Fuente: PBA, 2004

3.3 VARIEDADES DE NAME.

En Colombia se pueden encontrar varias especies de iame como el fiame
criollo (D. alata), iame espino (D. rotundata), iame papa (D. bulbifera), iame
azucar (D. esculenta) y Aampin (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. trifida. Las otras
especies tienen importancia desde el punto de vista de la diversidad

genética (Buitrago y Perea, 1998).
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3.3.1 Variedad Burriéon (D. alata). El iame Criollo Burrién presenta una
apariencia irregular, cualidades culinarias como: dulzor, buena harina,
excelente sabor, buena textura, color blanco, es un hiame muy rendidor 25.7
T/ha. (CORPORACION PBA, 2005). Figura 1.

Figura 1. Name Criollo Burrién (D. alata)

Segun investigaciones realizadas por la Corporacion PBA en 2005, se cuenta
con analisis estadisticos del Rendimiento Comercial de genotipos con mas
de 10 T/ha cosechados para la Feria de Fitomejoramiento Participativo en
San Jacinto (Bolivar) (Tabla 4).
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Tabla 4. Rendimiento comercial y total de los genotipos con mas de 10
T/ha cosechados para la Feria de Fitomejoramiento Participativo en San
Jacinto (Bolivar)

Caédigo Nombre Comun Rendimiento Rendimiento

comercial T/ha total
24 Criollo Burrién 25.75 25.75
14 Criollo con Espina 24.25 24.25
21 Familia Carne Blanca 12.75 16.75
31 Criollo Lomo Caiman 14.50 14.50
12 Lomo Caiman 1.25 11.25
33 Criollo peludo concha 10.50 11.00

prieta

32 Osito Higuerdn 10.50 10.50
20 Corpoica 03 10.25 10.25

Fuente: Corporacion PBA. 2005.

3.3.2 Variedad Aleman (D. rotundata). El name Espino Aleman es
originario de Brasil, la planta presenta poco follaje, su ciclo vegetativo es de 9
meses, es muy resistente a problemas fitosanitarios, el tubérculo posee una
buena apariencia, forma cilindrica, tipo exportacion, de diversos tamafios,
buena textura, agradable sabor, pulpa de color blanco y produce una
excelente harina. Adicionalmente es un fiame muy rendidor, 22 T/ha.
(Martinez Naar Fredy, 2009). Ver Figura 2.
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Figura 2. Name Espino Aleman (D. rotundata).

3.4. PRODUCTIVIDAD DE HARINA Y ALMIDON DE NAME

Segun el estudio realizado por la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria CORPOICA, se pudo calcular los rendimientos potenciales de
campo de las diferentes especies para la produccion de harinas y de
almidones. En la Tabla 5 se presenta el modelo analitico de la produccién de

harina de hame en la Costa Atlantica.
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Tabla 5. Modelo Analitico de productividad de harina de hame en la
Costa Atlantica

Especie Periodo Productividad Materia Productividad Productividad
Vegetativo en raices o seca potencial Kg potencial Kg
(meses) tubérculos % de harina/lha harina/ha/mes
kg/ha
Name
Criollo 11 9.181 28.1 2.580 235
(C.A)

Name espino
(C.A) 11 22.930 37.3 8.553 778

Fuente: CORPOICA 2003.

El cultivo del iame Espino en la Costa Atlantica presenta una productividad
potencial relativamente alta (778 kg/ha/mes) para la fabricacién de harinas.
Su ventaja esta determinada basicamente por el alto contenido de materia
seca en los tubérculos. La produccion de harina de hame se justifica ademas
por el contenido y calidad de la proteina (Flores y otros, 1985) y por el

contenido de tiamina (Rodriguez, 1997).

Al analizar la productividad potencial de las especies en términos de almidén
(Tabla 6), se observa la misma tendencia que en harinas, dado que en casi
todos los casos el contenido de almiddn representa entre el 76 y el 77% de la
materia seca total. (CORPOICA, 2003)
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Tabla 6. Modelo Analitico de produccion de almidones de name en la
Costa Atlantica

Especie Periodo Productividad Tasade Productivida Productividad
Vegetativo enraiceso convers d potencial potencial Kg

(meses) tubérculos % Kg de almidon/ha/m

kg/ha almidén/ha es

Name

Criollo 11 9.181 28.1 2.051 186

(C.A)

Name

Espino 11 22.930 37.3 6.586 599

(C.A)

Fuente. CORPOICA 2003.

3.4.1. Caracteristicas fisico-quimicas y morfolégicas de algunos
almidones. La gran diversidad de caracteristicas y propiedades funcionales
de los diferentes tipos de almidon permite su utilizacion en una amplia gama
de industrias como la alimenticia (panificaciéon, coladas, espesante de sopas
instantaneas, productos enlatados, fabricacion de salsas, productos
dietéticos, dulces y gomas, entre otros); en farmacéutica, cosmetoldgica,

textil, de adhesivos, papeleria y produccién de alcoholes. (Ostertag, 1997).

Algunas de las caracteristicas de los almidones de diferentes especies

amilaceas se presentan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Caracteristicas fisico-quimicas y morfolégicas de algunos
almidones.

Raices- Contenido Temperatura Viscosidad Forma Diametro

Tubérculos de gelatinizacion maxima del mayor-
amilasa% (°C) (u.B) granulo menor
(um)
Achira 23.3 61 570 Elipsoidal 45-25
Arracacha 18.5 58.7 717 Elipsoidal 10-8
Name 31.1 83.5 560 Elipsoidal 18-13
Papa 25.9 61 2.080 Elipsoidal 31-23
Yuca 21.5 63.3 482 Esférica 12-11

Fuente: Dufour y Hurtado, 1996. CIRAD-CIAT-CORPOICA

El almidon de fiame presenta el mas alto contenido de amilosa y una alta
temperatura de gelatinizacion, En las pruebas realizadas por el CIRAD-CIAT
se encontro que el almidén de fiame, al igual que el de achira, presenta una

alta resistencia a condiciones de esterilizacion.

3.5. ENZIMAS DEGRADADORES DE ALMIDON (AMILASAS).

Las enzimas son proteinas complejas altamente especializadas que tienen
como funcion la catdlisis o regulacion de la velocidad de las reacciones
quimicas que se llevan a cabo en los seres vivos (Universidad Nacional del
Nordeste, 2004). Una de las principales caracteristicas de las enzimas es su
especificidad sobre el substrato, es decir, que producen un cambio quimico
especifico en otras sustancias, sin que exista un cambio en ellas mismas
(Dugdale, 2009).

Las amilasas, son las enzimas responsables de |la degradacién del almidén,
hidrolizan los enlaces glucosidicos a 1-4 (Satyanarayana et al., 2005). Las

amilasas dan como productos dextrinas y polimeros compuestos
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progresivamente por unidades de glucosa (Asgher m, y otros 2006). Esta
familia de enzimas hidroliticas esta compuesta por las proteinas cataliticas:
alfa-amilasa, beta-amilasa; glucoamilasa; isoamilasa (Tripathi pallavi et al.,
2007).

Las amilasas se pueden dividir en tres grupos: a amilasas, las cuales rompen
al azar enlaces a 1-4 glicosidicos presentes en la parte interior del sustrato o
de la cadena de amilasa y amilopectina (endoamilasas); B amilasas o
examilasas, que rompen enlaces a 1-4 y enlaces a 1-6 glicosidicos
ordenadamente a partir de los extremos no reductores del sustrato (Artime,
2005). Actuan sobre los residuos de glucosa externos de la amilasa y
amilopectina produciendo solamente glucosa (glucoamilasa y glucosidasa) o
maltosa y dextrinas y glucoamilasas que liberan unidades de glucosa a partir

de los extremos no reductores del sustrato (Pandey et al., 2000).

3.5.1. Enzimas a — amilasas. Las a—amilasas (1,4-D-glucanohidrolasa) son
endohidrolasas las cuales degradan los enlaces a-1,4-D-glucosidicos vy
pueden pasar por alto, no hidrolizando los puntos de ramificacion a-1,6
(Chaplin, 2004). 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 accion de la a- amilasas sobre la fraccién de amilasa del almidén, se da
en dos etapas. Inicialmente, tiene lugar una rapida degradacion de la amilasa
para dar maltosa y maltotriosa. En la segunda fase, mas lenta ocurre
hidrdlisis de los oligosacaridos, formando glucosa y maltosa como productos
finales. La accion sobre la amilopectina produce glucosa, maltosa y una serie
de dextrinas y oligosacaridos de cuatro o mas residuos de glucosa todos con

enlaces glucosidicos a 1-6 (Lépez, 2002).

33



3.56.2. Las Glucoamilasas. Las amiloglucosidasas (a-D-1,4, glucan-
glucohidrolasa), también conocida como glucoamilasa, es una enzima que
cataliza una reaccién de hidrdlisis de enlaces a-1,4 y a-1,6 de los extremos
no reductores del almidén y de otros polisacaridos transformandolos en
glucosa. Su ventaja reside en alcanzar altos rendimientos préximos a los

estequiométricos (Anto, et, al., 2006).

La amiloglucosidasa es en su mayor parte producida por los géneros de
hongos Aspergillus y Rhizopus, dentro de las cuales la amiloglucosidasa de
Aspergillus es mas termoestable. La amiloglucosidasa cataliza
eficientemente la reaccion de sacarificacion del almidén dentro de un rango
estrecho de temperatura (Fuchs, et, al., 2003). A pesar de que otros
microorganismos producen amiloglucosidasas, la producida por hongos del
género Aspergillus es preferida por su mayor termoestabilidad. El peso
molecular de la glucoamilasa, varia de acuerdo con la fuente fungica de
48000 a 90000 Daltons (Akbarzadeh, et. al., 2006).

3.5.3. Descripcion del complejo enzimatico STARGEN™ 001 empleado
en el proceso. Es una mezcla de enzimas que descomponen los granulos
de almidon eficientemente a la temperatura de fermentacidén en presencia de
una levadura activa. La mezcla incluye a — amilasa y una glucoamilasa
que "taladra" agujeros en los granulos de almidén. Ejemplos de organismos
productores de glucoamilasa en la naturaleza; Aspergillus niger, Humicola
grisea, y Rhizopus oryzae. Ejemplos de organismos productores en la
naturaleza de a — amilasa en la A. niger, A. Kawachi, R. niveus, Bacillus

circulans, y B.polymyxa.

La enzima STARGEN ™ es capaz de hidrolizar granulos insolubles (crudos)

de almidon en azucares fermentables, permitiendo la despolimerizacion
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del almidén en glucosa en la produccion de alcohol a través de un proceso
de una sacarificacion y fermentacion simultaneas (SSF). (Genencor

International, 2005). Ver Ficha técnica en Anexo A.

3.6. HIDROLISIS ENZIMATICA DEL ALMIDON.

La hidrolisis del almidén o ruptura de los granulos de éste en medio acuoso
tienen como finalidad la transformacion de los polimeros de glucosa en
azucares sencillos (Mera y Carrera, 2005). Los primeros procesos de
hidrdlisis del almidon se realizaban quimicamente, mediante la utilizacién de
acidos y temperaturas elevadas (150 - 200°C). Estos procedimientos, sin
embargo, han sido sustituidos a partir de los afios 60 del siglo pasado por
otros basados en la utilizacion de enzimas, principalmente a causa de su
mayor rendimiento en glucosa. El proceso se realiza en dos fases,
denominadas licuefaccién y sacarificacion. La harina de cereal obtenida tras
la molienda se introduce en primer lugar en un tanque de licuefaccion, donde
se mezcla con agua a alta temperatura (88°C) y con la enzima a-amilasa.
Esta enzima ataca al almidén al azar, produciendo maltosa (dimero de
glucosa) y oligbmeros superiores. Después de la licuefaccion, la masa
resultante se calienta brevemente a 110°C y a continuacion se enfria a 60°C,
realizandose seguidamente la sacarificacion mediante la adicion de la
enzima glucoamilasa. La glucoamilasa actua sobre el extremo no reductor de
las moléculas de maltosa y oligobmeros superiores, liberando glucosa. En el
almidon, ademas de los enlaces a (1-4), existen puntos de ramificaciéon
unidos mediante enlaces a (1-6), que no pueden ser atacados por ninguna
de las dos enzimas anteriores. Sin embargo, estos enlaces pueden
hidrolizarse mediante una tercera enzima, la pululanasa, que probablemente

se encuentra presente como componente minoritario en las preparaciones
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enzimaticas comerciales. El resultado es la conversion casi completa del

almiddn en glucosa. (Centro de desarrollo Tecnologico LEIA, 2007).

(CGHmOS)n ——» Dextrinas ——>nC6H1206

a —amilasa Glucoamilasa

Almidon Glucosa

3.7. FERMENTACION ALCOHOLICA.

La fermentacidon alcohdlica es el proceso de conversion de la glucosa en
etanol, por la accion de microorganismos. Esta transformacion se produce a
través de una compleja secuencia de reacciones que puede expresarse,

desde el punto de vista tecnoldgico, por la siguiente ecuacion:

CsH120s + S. Cerevisihe ——» 2C,HsOH + 2C0O,
Etanol

Segun esta reaccion, de 100 kilogramos de glucosa se obtienen 51,1
kilogramos de etanol y 48,9 kilogramos de dioxido de carbono. En la practica,
el rendimiento real en etanol es menor que el valor teorico, ya que
aproximadamente un 5% de glucosa es utilizado por el microorganismo para
producir nuevas células y otros productos de su metabolismo (Ribeiro y
Seravalle, 2004).

3.7.1. Levadura (Saccharomyces cerevisiae). Los microorganismos
generalmente empleados en la fermentacion son las levaduras, hongos
unicelulares ampliamente distribuidos en la naturaleza. Los mas utilizados en
la fermentacion alcohdlica son los de la familia Saccharomyces (S.

cerevisiae) (Pacheco y Sgarbieri, 2002).
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Las levaduras son microorganismos eucariotes que cuando se encuentran en
un medio rico en azucares, proliferan y producen grandes cantidades de
alcohol y CO». La ruta bioquimica mas comun para la fermentacion de la
glucosa es la glucdlisis o también conocida como la ruta de Embden
Meyerhof. La glucdlisis puede dividirse en tres etapas principales y varias

reacciones enzimaticas.

En la primera etapa de la glucdlisis se forma el gliceraldehido 3-fosfato. En la
segunda etapa ocurre una reaccion de oxido-reduccion, donde se producen
enlaces de alta energia en forma de ATP y se forman dos moléculas de
piruvato. En la ultima etapa (fermentacion), se presenta otra reaccién de
oxido-reduccién y se forman los productos de la fermentacion: etanol y CO;
(Madigan, et. al., 1997).

3.7.1.1. ETANOL RED (Saccharomyces cerevisiae y emulgentes E491).
Etanol Red Fermentis es una cepa, que se ha desarrollado para la industria
de etanol. Con alta tolerancia al etanol, esta cepa actua rapido manteniendo
una alta viabilidad celular, especialmente durante la "muy alta gravedad" de
fermentacion. Utilizando etanol Red se puede esperar niveles mas altos de

etanol y aumento de la productividad (Fermentis). Ver ficha técnica Anexo B.

3.8. SACARIFICACION Y FERMENTACION SIMULTANEAS (SSF)

Las fases de sacarificacion y fermentacion tradicionalmente se han realizado
de un modo separado y consecutivo, configurando un proceso denominado
hidrélisis 'y fermentacion separadas (SHF, separate hydrolysis and
fermentation). Un paso adelante en la configuracion del sistema vino de la

posibilidad de realizar ambas fases simultaneamente. Es lo que se denomina
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sacarificacion 'y  fermentaciéon  simultaneas (SSF, simultaneous
saccharification and fermentation) y se consigue mediante la adicion al caldo
de fermentacién de las enzimas hidroliticas requeridas seguida de la
inoculacién en el mismo del microorganismo, de modo que éste pueda
fermentar los azucares segun van siendo liberados de la biomasa por la
accion enzimatica. La SSF presenta la ventaja de simplificar el proceso, ya
que se reduce el numero de reactores necesarios. Ademas, y de mayor
importancia, evita el problema de la inhibicidn por producto asociada a la
actividad enzimatica, al evitar la acumulacién de los azucares fermentables,
que son transformados por los microorganismos inmediatamente tras su
liberacion, impide que ocurra esa inhibicion por producto y consigue
incrementar el rendimiento y eficiencia total del proceso. (Centro de
desarrollo Tecnoldgico LEIA, 2007), la SSF ademas permite la reduccion de
los tiempos de proceso al desarrollar la sacarificacion enzimatica y la
fermentacion en forma simultanea. La menor temperatura del proceso de
sacarificacion enzimatica se compensa con una mayor adiciéon de enzimas,
de forma tal que no afecte la velocidad global del proceso. La reduccion en el
tiempo de proceso permite aumentar la capacidad instalada de las plantas,
mejorando la productividad y reduciendo los costos de produccién. (Castafio
y Mejia 2008).

Desde que se realizaron las primeras experiencias con la SSF de biomasa,
los tiempos del proceso por lotes han disminuido de 14 dias requeridos para
la conversién del 70% de la celulosa en etanol con una concentracion final de
20g-L™" de alcohol, hasta 3-7 dias para alcanzar conversiones de 90-95% con
una concentracion de 40-50 g-L"' de etanol (Wyman, 1994). La tecnologia
SSF fue asimilada para la produccion industrial de etanol a partir de almidén,
obteniéndose rendimientos altos y sostenibles del orden de 2,75 gal/saco de
maiz (Madson y Monceaux, 1995).
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Figura 3. Integracién del proceso de produccién de alcohol carburante a
partir de almidon. SSF: fermentacion y sacarificacion simultanea, DMC:
conversion microbiana directa, Am: amilasas, G: glucosa, EtOH: etanol, Vin:
vinazas, DDGS: granos secos de destileria con solubles (co-producto para
alimentacion animal).

Castafio y Mejia (2008), evaluaron la influencia de la concentracion de
azucares reductores y la dosificacion de la enzima Spirizyme fuel® sobre la
productividad y concentracion final de etanol, bajo el proceso SSF
(sacarificacion - fermentacion simultaneas) a temperatura 30 °C, pH 4.5,
partiendo del licuado de almidén de yuca como sustrato. El proceso SSF se
compara con un control con caracteristicas de sacarificacion-fermentacion
independientes (SHF), proceso convencional. Sélo el factor concentracion
inicial de sustrato presenta efecto sobre la productividad de etanol. Las
cinéticas de proceso, frente a las del control, presentan reducciones de
tiempo de 47 y 33% para los niveles de sustrato evaluados. Los niveles de
productividad son mayores en un 33% para el nivel de 150 g/l de AR
(azucares reductores) y se mantiene constante para 200 g/I. La glucosa en la
estrategia SSF, conforme se produce se transforma en etanol, no

permitiendo alcanzar concentraciones superiores a 100 g/l, lo que traduce
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en que no se presentan inhibiciones por sustrato. La concentraciéon de etanol

no afecta la reaccion de la enzima en el proceso de sacarificacion.

Linde y Galbe (2006), estudiaron la Sacarificacion y Fermentacion
Simultdnea SSF de paja de cebada pretratada por vapor a bajas cargas de
enzima y baja concentracién de levadura, esta investigacion fue realizada
sobre la paja de cebada rociada con H,SO, y vapor pre-tratado en
condiciones que produce un material sumamente digestible, llevando a
aumentar la concentracion de agua-solidos insolubles (Water-Insoluble
Solids WIS), disminuyendo la carga de enzima y la concentracion de
levadura, para reducir el coste de produccion. Fueron investigadas en
términos de produccion de etanol tres concentraciones de WIS (5, 7.5y el 10
% p/p) y tres cargas de enzima (5, 10 y 20 celulosa FPU/G) de Celluclast 1.5
L complementada con Novozym 188. Los experimentos fueron realizados a
temperaturas de 35°C y pH 5, previa esterilizacion. La produccién de etanol
mas alta, el 82 % base tedrica del contenido de glucosa en la paja de
cebada, fue obtenida después SSF con el 5 % WIS en una carga de enzima

de 20 celulosa FPU/G junto con 5 g/L la levadura.

Mojovic (2006), realiz6 ensayos de sacarificacion-fermentacion simultaneos a
partir de hidrolizados de harina de maiz a una temperatura de 32° C. Durante
el proceso SSF, la concentracion de glucosa fue mantenida por debajo de
concentraciones inhibitorias (100 g/l). Mojovic alcanzé concentraciones de
8% en volumen de etanol al cabo de 35 horas de proceso, partiendo de un
hidrolizado de harina de maiz 1:3 (harina/agua), 85°C, pH 6.0 y 1 hora de
proceso como condiciones de la licuefacciéon. Las condiciones de
sacarificacion fermentacion simultaneas fueron pH 5.0, T 32° C, 1.35% p/p

in6culo y 36 AGU de Supersan®.

40



Montesinos y Navarro (2000), en la “Produccién de alcohol de harina de trigo
cruda a partir de amyloglucosidase y Saccharomyces cerevisiae”,
desarrollando los procesos de sacarificacidon fermentacién simultaneos,
encontraron rendimientos de 87- 89% de valor teorico, ademas de reducir en

5 horas el tiempo de proceso, o que aumentd la productividad.

3.9. BIOETANOL.

Denominado también, alcohol etilico o alcohol carburante, es un alcohol
liquido de formula quimica C,HsOH, que se produce de la fermentacion de
cultivos agricolas que contienen azucares (cafia de azucar, remolacha), o
aquellos que pueden convertirse en azucares como los almidones (maiz,

papas, etc) 6 de celulosa (madera).

3.9.1. Materias Primas. Para obtener etanol existen tres procesos: a)
directamente del jugo de un vegetal como la cafia de azucar, que produce
alrededor del 15% de azucares diluidos, b) por disoluciéon de una solucion
concentrada de azucar, como las melazas o mieles resultantes de la
produccién de azucar, y c) por la sacarificacion de sustancias celuldsicas,
como el bagazo o amilaceas como el almidon de maiz o de yuca. La
obtencion de etanol a partir de almidon es mas complejo debido a que éste

debe ser hidrolizado previamente para convertirlo en azucar (OLADE).

3.9.1.1. Alcohol a partir de Almidén. De cada 100g de almidén se pueden
obtener tedricamente 111g de glucosa, lo que implica una relaciéon

estequiométrica de 9:10. (Sanchez y cardona, 2005)

(Gulati et al., 1996). Evalué las opciones para la produccién de etanol a

partir de productos de maiz, donde el almidén es obtenido por medio de la
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molienda humeda y seca, los rendimientos de etanol pueden llegar a
403,1L/tony 419,4 - 460,6 L/ton respectivamente.

En Francia, aunque se obtiene alcohol a partir de melazas de remolacha
azucarera, también se produce a partir de trigo alcanzando rendimientos de
0,357 L etanol/kg de trigo mediante el proceso Biostill (Ehnstroem, 1984). Se
ha reportado la produccién de etanol a partir de otros vegetales que ofrecen
una alta concentracion de almidon como sorgo (du Preez et al., 1985), papa,
papa dulce, yuca (Nigam y Singh, 1995; Hosein y Mellowes, 1989), harina de

yuca y fiame (Hosein y Mellowes, 1989). (Sanchez y cardona op cit, 2005)

(Wang, et, al., 2005), el proceso enzimatico de grano seco-molido usando
Stargen 001, fue comparado con el proceso convencional del grano seco-
molido. El proceso SSF fue llevado a cabo a una temperatura de 30 °C A 50
rom durante 72 horas. La concentracién final de etanol en el proceso
enzimatico de grano seco-molido fue de 15,5 £0.2 % (v/v), 9.2 % mas alto
que el proceso convencional, la rata de fermentacion fue también mas alta
para el proceso enzimatico grano seco-molido. Las producciones de etanol
de los procesos enzimatico y convencional de grano seco- molido fueron de
0.395 + 0.006 y 0.417 + 0.002 L/kilogramo (2.65 + 0.04 y 2.80 £ 0.01 gal/bu),
respectivamente. Tres coproductos adicionales fueron producidos, germen
8.0 £0.4% (db), fibra de pericarpio 7.7 + 0.4% (db), y fibra endosperma 5.2 +
0.6% (db) ademas de granos secos destilados con solubles (Distitillers Dried
Grains wiht Solubles DDGS) con el proceso enzimatico de grano seco —
molido. DDGS generado del proceso enzimatico de grano seco-molido fue el

66 % menos que el proceso convencional.

(Wang, et, al., 2007). Estudio, el proceso de grano seco - molido que usa la
enzima que hidroliza el almidén crudo RSH (Raw Starch Hidrolizing RSH)
Stargen 001, comparandola con dos combinaciones (DG1 y DG2) de

licuacion comercial y enzimas de sacarificacion. En el tratamiento RSH se
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uso la enzima Stargen 001, que contiene a - amilasa de Aspergillus kawachi
y glucoamilasa de A. Niger. El tratamiento de enzima DG1 incluyé la a -
amilasa y amyloglucosidase, La a - amilasa es del Bacilo licheniformis y
Amyloglucosidase de A. Niger. El tratamiento de enzima DG2 incluyé a
Spezyme Fred, (la endo-amilasa) es de B. licheniformis y la L Fermenzyme
400, la exo-glucoamylase) es de A. Niger. Para los tratamientos RSH, DG1 y
DG2, las concentraciones de etanol en 72 hr de fermentacion fueron el 14.1-
14.2 % (v/v). Durante SSF, la concentracion de glucosa mas alta para el
tratamiento RSH fue el 7 % (p/v), mientras que para DG1 y tratamientos
DG2, las concentraciones de glucosa tenian el maximo del 19 % (p/v). Las
concentraciones glicerol fueron 0.5 % (p/v) para el tratamiento RSH y el 0.8

% (p/v) para DG1 y tratamientos DG2.

Asturizaga y Bocanegra (2008), realizaron trabajo de grado sobre la
evaluacién de los rendimientos en el proceso de obtencion de alcohol a partir
de harina de fiame (Dioscorea Bulbifera, Trifida) por via enzimatica (Pectinex
Ultra SP-L, Termamyl 120 L AMG 300 L) a concentraciones de 10%, 13% y
16% p/v, mediante un proceso de licuefaccion a temperatura 90 °C con un
tiempo de residencia de 2 horas y sacarificacion a 60 °C. En la etapa de
hidrolisis enzimatica se obtuvo para D. Bulbifera 93.3%, 69.36 % y 81.52%
p/v y para D. trifida 98.20%, 88.02% y 65.13% p/v de equivalentes de
dextrosa, respectivamente, los resultados en la produccion de alcohol
demostraron que la variedad D. trifida en las concentraciones 10% y 13% p/v
presentd 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 demostr6 que la variedad D. bulbuifera en las
concentraciones 16% p/v arrojo los menores rendimientos con un valor de
520.66 L/Tonelada.
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Bohorquez y Madero (2008), realizaron la hidrélisis enzimatica y
fermentacion de los almidones de yuca de las variedades de uso industrial
MCOL 2215 y MTAI 8 en tres concentraciones (10%, 13% y 16% p/v) con el
fin de evaluar los rendimientos de alcohol producido (Litros de alcohol / Kg de
materia prima), utilizando las enzimas Termamyl® 120L con un tiempo de
reaccion de 2 horas y una temperatura de 90° C y la enzima AMG 300L
durante 4 horas a una temperatura de 65° C, determinandose los azucares
reductores o equivalentes de dextrosa (E.D); obteniéndose para la variedad
MCOL 2215 valores de E.D de 65 en las concentraciones del 13% y 16% p/v
y grados Brix de 14.5 a una concentracion de 16% p/v, mientras que en la
variedad MTAI 8 se obtuvieron 100 E.D y 13,8 grados Brix en la
concentracion del 10% p/v. La evaluacion del rendimiento mostré que la
variedad MTAI 8 a una concentracion de 10% p/v presentd el mayor
rendimiento, 618,425 litros de alcohol / tonelada de almidon, a diferencia de
la variedad MCOL 2215 la cual presenté menor rendimiento, 478,35 litros de

alcohol / tonelada de almiddn a una concentracion del 16% p/v.

Ledn y colaboradores (2005), en el estudio de la produccion de etanol a partir
de yuca mediante biorreactor de tanque agitado con control de variables,
obtuvieron una concentracién de etanol de 6.4% v/v a una temperatura de
37°C, pH de 6.0 y a una concentracion de almidén del 18 % p/v, mediante
hidrélisis quimica con HCI 0.1 N vy fermentacion alcohdlica con

Saccharomyces cerevisiae.

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

empleando como microorganismo Saccharomyces cerevisiae.
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3.9.2. Ventajas del Etanol: El etanol es un biocombustible que ofrece

grandes ventajas en virtud de sus caracteristicas fisicoquimicas, materias

primas de origen, costo de produccion relacionados y efectos ambientales,

entre otros. Sefalando por la OLADE (Organizacion Latinoamericana De

Energia) como las mas relevantes las siguientes:

Es una fuente renovable y por consiguiente inagotable, en la medida que
se renueven los cultivos agricolas.

Es menos inflamable que la gasolina por lo tanto es mas seguro de
utilizar.

Disminuye la dependencia de los paises agro-productores, del
abastecimiento de combustibles fésiles por parte de los paises
productores de petroleo.

Tiene un alto indice de octano: 105

Durante su combustion se produce un aumento del calor de vaporizacion,
lo cual genera una mayor potencia respecto a la gasolina.

Tiene bajas emisiones toxicas.

Genera menores emisiones de monoxido de carbono cuando se usa
como aditivo de la gasolina.

Produce menos didxido de carbono al quemarse que la gasolina, pero el
impacto total depende del proceso de destilacion y de la eficiencia de los

cultivos

3.9.3. Desventajas del Etanol. Se identifican y atribuyen algunas

deficiencias del etanol al ser empleado como combustible (OLADE).

>
>

Genera emisiones altamente evaporativas.

Presenta una menor densidad de energia que la gasolina, el conductor
debe llenar el tanque del automotor con mas frecuencia.

Contiene dos terceras partes de la energia contenida por el mismo

volumen de la Gasolina.
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3.9.4. Bioetanol en Colombia. La norma colombiana NTC 5308 define
alcohol carburante, como etanol anhidro obtenido a partir de la biomasa, con

un contenido de agua inferior a 0.7% en volumen.

Para cumplir con los requerimientos establecidos en la Ley 693, y extender el
uso al resto del territorio nacional se deberan instalar complejos
agroindustriales alcoholeros distribuidos en diferentes regiones del pais.
(Ministerio de Minas y Energia, 2005). Los estudios realizados por
CORPODIB (Corporacion para el desarrollo industrial de la biotecnologia y la
produccién limpia), sefalan, con caracter indicativo, las localizaciones y

tamanos de instalaciones industriales como se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Proyectos indicativos productores de alcohol carburante

Localizacion Capacidad Litros/ Materia Prima
Dia
Hoya Ri6 Suarez 300.000 Cana de Azucar
Vegachi (Antioquia) 300.000 Cana de Azucar
Valle del Cauca 300.000 Cana de Azucar
Costa Norte 300.000 Cana de Azucar - Yuca
Cundinamarca 150.000 Cana de azucar
Llanos Orientales 100.000 Cana de Azucar - Yuca
Eje Cafetero 250.000 Cana de Azucar
Huila 200.000 Cana de Azucar
Narifio 150.000 Cafna de azucar

Fuente: Corpodib, 2003.

46



La supremacia de la cafia de azucar con respecto a otras materias primas en
la produccidon de alcohol, esta ligada a la cantidad de azucar y
consecuentemente de etanol, que es posible producir a partir de una unidad
de area (hectarea) cultivada por unidad de tiempo (afio), la cafia a lo
contrario de la yuca y el hame posee azucares fermentables que son
directamente metabolizables por las levaduras, no necesitando hidrdlisis

previa para la produccion del mosto. Ver tabla 8.

Tabla 9. Datos comparativos de yuca y caia de aztcar

Yuca Caina de Azucar

Produccién Agricola ton /ha afio 20 80
% de Carbohidratos 33.5 15
Producciéon de Carbohidratos ton /afio ha 6.7 12
Rendimiento Tedrico 0.718 0.6810
Produccién de etanol I/h ano 4810 8170

Fuente: Culturas de tuberosas en América Latina, Vol. 3, Fundacién Cargill

Una de las desventajas de los productos amilaceos con respecto a la cafa
de azucar es la baja produccién agricola ton/ha afio, pero con las nuevas
variedades de yuca industrial (25 — 50 ton/ha) que se estan introduciendo
en el departamento de Sucre, puede empezar a cambiar las relaciones

comparativas de la tabla 9.
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1. TIPO DE INVESTIGACION

El tipo de estudio en que se basd esta investigacion fue exploratorio -

descriptivo.

4.2. LOCALIZACION DEL PROYECTO.

En el presente trabajo se utilizd6 harina de fiame de las variedades Criollo
Burrién (D. alata) y Espino Aleman (D. rotundata), suministradas por APROS
(Asociacion de Productores Organicos de San Rafael) del municipio de San
Rafael, Departamento de Bolivar. La evaluacion para la obtencion de alcohol
se realizo en las instalaciones del laboratorio de bioprocesos, ubicada en la
Planta Piloto de Operaciones Unitarias (Procesos agroindustriales)
Universidad de Sucre, la cual esta localizada en la sede los pericos, en el

Km. 8 de la via que de Sincelejo conduce al municipio de Sampues.

4.3. VARIABLES

4.3.1. Variables Independientes

» Concentracion de sustrato (12, 25, 35% p/v base seca)

» Variedades de fAame Criollo Burrion (D. alata) y Espino Aleman (D.

rotundata).
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4.3.2. Variables dependientes

» Rendimiento (Litros de etanol producido/ Kg. de harina de fiame)

4.4. DISENO EXPERIMENTAL.

Se utilizo un disefo Multifactorial - categdrico con 2 factores (Variedades) y
3 niveles (concentraciones) para un total de 18 corridas. El analisis de los
resultados se realizé mediante la utilizacion del software Statgraphics®Plus
Version 5.1, a través de un analisis ANOVA, una prueba de multiples rangos
y una grafica de medias para el rendimiento, todo con nivel de confiabilidad
del 95%.
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4.5. PROCEDIMIENTO.

Los procedimientos utilizados en la evaluacion de los rendimientos de alcohol
a partir de harina de fiame de las variedades (D. alata) y Espino Aleman (D.

rotundata) utilizando el proceso SSF se detallan a continuacion:

4.5.1. Obtencion de harina de hame de las variedades Criollo Burrion
(D. alata) y Espino Aleman (D. rotundata). La figura 4 muestra los
respectivos pasos que se ejecutaron para la adecuacion de los fiames para

obtencioén de la harina, los cuales se describen como:

NAME FRESCO |:> LAVADO
TROZADO <:| PELADO 9
SECADO |:'> MOLIENDA
HARINA <:| TAMIZADO 9

Figura 4. Pasos para la obtencion de harina de fiame de las variedades

Criollo Burrién (D. alata) y Espino Aleman (D. rotundata).

» Lavado: Las raices se lavaron con agua para eliminar las impurezas

(tierra y piedras) propias de la extraccion al ser cosechas.

» Pelado: Se descascararon los tubérculos con el fin de dejar expuesta la
pulpa para el proceso de trozado.
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> Trozado: Este proceso se realizo de manera manual con cuchillos,
haciendo cortes delgados en los tubérculos con un espesor aproximado

de 3 mm.

» Secado: El secado de las raices de hame se realizo mediante métodos
naturales, aprovechando la energia solar, el hame trozado se extendid

sobre plasticos negros.

> Molienda: Luego de tener el filame seco se realizo pulverizacion,

desintegrado el material sélido por medio de un Molino de cizalla.

» Tamizado: Con el objetivo de obtener un material uniforme se hizo pasar
la harina por un tamiz de diametro de 0.6 pym.

» Empacado: El almidon fue almacenado en bolsas de polietileno sellables

para preservar sus caracteristicas y evitar que se contaminara.

4.6. EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE LAS ENZIMAS
STARGEN 001 DURANTE LA SACARIFICACION - FERMENTACION
SIMULTANEA (SSF), DE LA HARINA DE NAME DE LAS VARIEDADES
BURRION (D. alata) Y ALEMAN (D. rotundata).

Para el desarrollo de las corridas experimentales se utilizaron erlenmeyeres
de 1 litro con desprendimiento lateral adaptados como biorreactores con un
volumen de reaccién de 800 ml, donde se procesaron soluciones de harina

de fiame con concentraciones de 12%; 25% y 35% p/v. Ver figura 5.
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Figura 5. Montaje de un biorreactor experimental a nivel de laboratorio, para
la obtencién de alcohol etilico de las variedades de fiame Burrion (D. alata) y

Aleman (D. rotundata).

4.6.1 Proceso de Sacarificacion - fermentacion simultanea (SSF). En los
biorreactores manteniendo una agitacion de 250 rpm, a temperatura
ambiente se agrego la enzima STARGEN ™ 001 suministrada por Genencor
International, Ver Tabla 10 y la levadura Etanol Red de Fermentis, en las

condiciones y cantidades estipuladas en las fichas técnicas. Ver anexo A y B.

El proceso sacarificacion - fermentacién simultanea se realizo durante 48
horas, tomando muestras en los tiempos 0, 1, 2, 3, 4, 8, 20, 32 y 48 horas, se
efectuaron mediciones de azucares reductores a través de la técnica del
acido 3,5 Dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), determinandose los
Equivalentes de Dextrosa (E.D), mediante la siguiente ecuacién (Benavides,
et, al., 1983):
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ED = (AR/PM) x 100

Donde AR es la cantidad de azucares reductores presentes en la muestra
expresados en g/ml, y PM es el peso de la muestra seca en gramos. La
técnica del DNS, permitid elaborar una curva de calibracion empleando un
patron de glucosa de (1g/l); cuya reaccion fue leida en un espectrofotometro
Merck SQ 118 V1.70 a 565 nm. Asi mismo se midieron las concentraciones
(%v/v) de etanol por el método Winnick, 1984 y el crecimiento celular de

Etanol Red por conteo directo en camara de Neubauer.

Tabla 10. Dosis enzimatica de STARGEN 001 empleadas en los
procesos de licuefaccion — sacarificacion simultanea.

Parametros Burrién (D. alata) p/v Aleman (D. rotundata) p/v

12% 25% 35% 12% 25% 35%

Dosis enzima
(ml) 0.174 0.3636 0.509 0.174 0.3636 0.509

4.6.1.1 Preparacion del inoculo. Inicialmente se prepar6 un medio de
cultivo con 0.25 g de levadura correspondiente a la cantidad estipulada en la
ficha técnica (25-80 por hectolitro) en 1.5 ml de agua destilada, agitando
durante 5 minutos antes de adicionarse al birreactor, para cada una de las
concentraciones de harina de fhiame de las variedades Burrion (D. alata) y

Aleman (D. rotundata).

4.6.2 Filtracion. Al finalizar el proceso de fermentacion se llevé a cabo la

filtracion del mosto, utilizando para ello una tela de algodon, midiéndose el
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volumen filtrado, el peso de la harina humeda, esta ultima se sometid a

secado durante 24 horas a 70 °C y finalmente se peso la harina seca.

4.7. EVALUACION DE LOS RENDIMIENTOS DE ALCOHOL
PRODUCIDOS.

Para evaluar el rendimiento se empled un diseio Multifactorial - categoérico
con 2 factores y 3 niveles para un total de 18 corridas. Se realizé un analisis
de varianza, una prueba de multiples rangos y una grafica de dispersion por

nivel con una confiabilidad del 95%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 OBTENCION DE LA HARINA

Se obtuvieron 12.1 kg de harina a partir de 46 Kg de name fresco de la
variedad Criollo (Burridn), para un rendimiento del 26.3% p/p, mientras que
para la variedad espino (Aleman), se obtuvieron 14.7 kg de harina, a partir

de 46 kg de fiame fresco, para un rendimiento del 31.95% p/p. (Ver tabla 11)

Tabla 11. Rendimientos de harina de hame de las variedades Criollo
Burrion (D. alata) y Espino Aleman (D. rotundata).

NAME PESO HUMEDAD PESO HUMEDAD Kg HARINA
INICIAL EN HARINA DE LA | HECTARIA
(FRESCO, FRESCO Kg HARINA
Kg) % %
ALEMAN 46 68 14.7 8.7 7029
BURRION 46 73 12.1 8.7 6772

Se puede observar que el rendimiento obtenido de la variedad Espino
Aleman (D. rotundata) es mayor que la variedad Criolla Burrién (D. alata),
proporcionales a los valores obtenidos por CORPOICA (2003), donde se
determino que en la elaboracion de harina de fAame los mayores
rendimientos industriales se pueden obtener al utilizar el fiame espino,

Dioscorea rotundata, como materia prima, debido a que su contenido medio
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de materia seca es de 37.3%, significativamente superior al del hiame criollo,

Dioscorea alata, cuyo promedio es de 28.1%.

5.2. COMPORTAMIENTO DEL COMPLEJO ENZIMATICO STARGEN 001
DURANTE EL PROCESO SSF.

Para realizar este analisis se evaluaron mediciones correspondiente a; la
produccion de equivalentes de dextrosa (E.D), crecimiento celular (Etanol
Red) y variacion de la concentracion de alcohol durante el tiempo, en el
proceso SSF para las variedades del fiame Burrion (D. alata) y Aleman (D.

rotundata).

5.2.1. Analisis de la produccion de equivalente de dextrosa (E.D) de las
variedades de name Burrion (D. alata) y la variedad Aleman (D.
rotundata). Durante el proceso de SSF se midieron los azucares reductores,
los cuales fueron convertidos a E.D. Estos se ilustran en los graficos 1y 2.
Donde se comparan las medias para cada una de las concentraciones y
cada una de las variedades de fiame. El resumen estadistico se muestra en
los anexos C y F, los cuales representan intervalos con 95% de confianza
para las medias.
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Grafica 1. Equivalente Dextrosa en funcion del tiempo de SSF para la
variedad Burrion (D. alata) a concentraciones de harina de 12%, 25% y 35%
p/v.

En la grafica 1 se puede observar que durante la etapa de SSF la accién de
la enzima Stargen 001 y la levadura Etanol Red arrojaron valores maximos
de E.D corresponden a 6,005%, 2.45% y 2.73% para las concentraciones de
sustrato de 25%, 35% y 12% p/v respectivamente (los resumenes
estadisticos de los valores graficados se detallan en el anexo C); el valor
maximo 6.005% es similar al obtenido por Wang, et, al., (2007), donde la
concentracion de glucosa mas alta para el tratamiento RSH fue el 7 % (p/v)

utilizando la enzima Stargen durante SSF de grano seco-molido.
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Al inicio del proceso se presentaron los mayores ascensos de concentracion
al cabo de las primeras 4 horas, descendiendo a medida que transcurria el
tiempo, debido a que los azucares fermentables se transforman en etanol por
efecto del metabolismo de la levadura. Estos resultados son analogos con
los analizados por Castafio y Mejia (2008) quienes trabajaron con la
produccion de etanol a partir de almidon de yuca con SSF los cuales
obtuvieron un leve incremento de concentracion de azucares reductores al

inicio del proceso; al cabo de las 5 horas, para luego descender.

(&) ]
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— ED25%phv
— ED35%ph

()
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[3a]
(=3
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Grafica 2. Equivalente Dextrosa en funcion del tiempo de SSF para la
variedad Aleman (D. rotundata) a concentraciones de harina de 12%, 25% y
35% plv.
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La grafica 2, muestra que la variedad Aleman (D. rotundata) en las primeras
4 horas, presenta los mayores valores de E.D al igual que en la variedad
Burrién (D. alata), alcanzando valores de 4.45%, 3.6 % y 2.6% para las
concentraciones de sustrato de 25%, 35% y 12% p/v respectivamente (Los
resumenes estadisticos se muestran en el anexo F), esto se explica por que
se presento menor velocidad de consumo de sustrato de la levadura frente a
la velocidad de hidrdlisis de las maltodextrinas por efecto de la levadura
(Castano y Mejia, 2008). A medida que transcurre el proceso se evidencia
que los azucares reductores disminuyen, prima entonces el consumo de los
azucares producto de la sacarificacion por parte de los microorganismos,
para transformarlos en alcohol. Optando los E.D un comportamiento

constante al final del proceso (20 - 48 horas), en un rango de 1.3y 1.6 %.

Los resultados de E.D obtenidos por medio de SSF de las variedades de
Aame criollo Burrion (D. alata) y Espino Aleman (D. rotundata), difieren de las
obtenidas por Asturizaga y Bocanegra (2008) en el estudio realizado por
medio del proceso convencional (fermentacion — sacarificacion
independientes), obteniéndose valores de 93.3%, 69.36 % y 81.52 % para D.
bulbifera y 98.20%, 88.02% y 65.13% para D. trifida de equivalentes de
dextrosa, a concentraciones de 10, 13 y 16% p/v respectivamente, dado a
que la accion del complejo enzimatico Stargen 001 es diferente a las
enzimas utilizadas en este estudio (Pectinex Ultra SP-L, Termamyl 120 L
AMG 300 L), debido a que integra la accion enzimatica de estas en un solo
proceso (sacarificacion), facilitando la transformacion de los azucares
resultantes de manera consecutiva en alcohol, impidiendo que se alcancen

altos valores de azucares reductores.
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5.2.2. Evaluacion del crecimiento celular (Etanol Red) para las
variedades de fame Burrion (D. alata) y la variedad Aleman (D.
rotundata). En este proceso se obtiene un aumento de biomasa en funcion
del tiempo de SSF esta se incrementa a medida que se produce el consumo
de equivalentes de Dextrosa (E.D). Los resultados de esta etapa se ilustran

en las graficas 3 y 4.
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Grafica 3. Crecimiento microbiano en funcion del tiempo de SSF para la
variedad Burrién (D. alata) a concentraciones de harina de 12%, 25% y 35%
p/v.
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Grafica 4. Crecimiento microbiano en funcién del tiempo de SSF para la
variedad Aleman (D. alata) a concentraciones de harina de 12%, 25% y 35%
p/v.

Se observa que el crecimiento microbiano tuvo un crecimiento exponencial,
las variedades Burrion (D. alata) y Aleman (D. alata) mostrando un
crecimiento de la biomasa lento en las primeras 4 horas del proceso SSF,
pues la levadura se encuentra en la etapa de adaptacion a las condiciones
del proceso. No es necesario hacer la inoculacién del microorganismo un
tiempo después del iniciado el proceso de sacarificacion, ya que la velocidad
de formacion de glucosa al inicio del proceso soporta el crecimiento de la

levadura (Castarno y Mejia, 2008).

A partir de la hora 20 se alcanza el mayor numero de microorganismos, dado
que durante este tiempo las células de levadura presentan necesidades
nutricionales, influenciandose directamente el crecimiento celular y la

multiplicacién, ademas de la transformacién de azucares en alcohol gracias a
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su metabolismo, obteniéndose un numero de microorganismos en la
variedad Burrion (D. alata) de 94.638.889, 69.629.667 y 35.375.000
unidades, y en la variedad Aleman (D. alata) valores de 112361111,
80166667 y 59694444 unidades, para las concentraciones de sustrato de
25%, 12% y35% plv respectivamente. Adicionalmente se evidencia que a las
diferentes concentraciones de sustrato evaluadas, presentaron un
comportamiento en el crecimiento celular parecido. Los resumenes

estadisticos se detallan en el anexo D y G.

5.2.3. Evaluacion de la variaciéon de la concentraciéon de alcohol durante
el tiempo de SSF para las variedades del hame Burriéon (D. alata) y
Aleman (D. rotundata). La grafica 5 muestran los valores obtenidos en la
produccién de alcohol de la variedad de Burridon (D. alata), observandose que
en las primeras horas de fermentacion la produccién de etanol es baja con
valores de 1.48 % v/v, 1.91 % vivy 2.67 % v/v para las concentraciones del
12%, 25% y 35% pl/v respectivamente; al final de la fermentacion se
alcanzaron valores de 2,25% v/v, 3,01% v/v y 8,65 % vl/v, siendo este ultimo
el que presento mayor porcentaje de alcohol, similar al obtenido por Mojovic
(2006), quien realizo ensayos de sacarificacion - fermentacion simultaneos a
partir de hidrolizados de harina de maiz, alcanzando concentraciones de 8%

en volumen de etanol al cabo de 35 horas de proceso.
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Grafica 5. Produccion de alcohol (% v/v) en funcién del tiempo de SSF para
la variedad Burrion (D. alata), a concentraciones de harina de 12; 25 y 35%
p/v.

La producciéon de etanol durante el tiempo de fermentacion para las
concentraciones de harina de fiame del 12%, 25% y 35% p/v de la variedad
Aleman se representan en la grafica 6, observandose una concentracion
final de etanol de 2.3% v/v; 6.2% v/v y 4.6% vlv, respectivamente, donde se
puede apreciar que en las tres concentraciones de harina, al igual que en la
variedad Burridn la mayor produccion de etanol se presentd después de la
octava hora. Esto es debido a que velocidad de produccién de azucares
reductores es menor a la de consumo, (Castano y Mejia, 2008). Los
resumenes estadisticos de los valores graficados se detallan en el anexo E y
H.

Se puede notar que el porcentaje de etanol obtenido en la concentracion de
harina del 25% p/v es menor al alcanzado en la del 35% pl/v, lo cual se debe

a un menor consumo de los productos de la hidrdlisis por parte de la
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levadura Etanol Red, esto se ve reflejado en la poca disminucion de

equivalente de dextrosa durante el proceso.

Los resultados obtenidos en las tres concentraciones estan por debajo de los
datos publicados por Asturizaga y Bocanegra (2008), quienes lograron una
concentracion final de etanol de 10,87% v/v; 9.68% v/vy 11.18 % v/v a partir
de harina de fiame de la variedad D. bulbifera a las concentraciones del 10%,
13% y 16% p/v respectivamente. De igual forma los resultados alcanzados a
la concentracion del 25% p/v estan por debajo de los reportados por Wang,
et, al., (2007), utilizando como materia prima maiz a la misma concentracion
de sustrato y la enzima Stargen, consiguiendo concentraciones finales de
etanol luego de 72 horas de 14.1 £ 0.03 8 (v/v), pero oscila entre los reportes
de Leon, et, al., (2005), los cuales obtuvieron una concentracién de etanol

de 6.4% v/v, con una concentracion de almidon de yuca del 18 % p/v .

4 —— OH12%plv
E [— OH 25 % plv
7 —— OH35%plv

Concentracién de Alcohol v/v

Tiempo (horas)

Grafica 6. Produccion de alcohol (% v/v) en funcion del tiempo de SSF para
la variedad Aleman (D. rotundata), a concentraciones de harina de 12; 25y
35% plv.
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5.3 EVALUACION DEL RENDIMIENTO DE ETANOL.

Los datos de las corridas experimentales para el rendimiento en Litros de

alcohol / Kg de harina se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Rendimiento en litros de alcohol/Kg de harina de las
variedades Burriéon (D. alata) y Aleman (D. rotundata) a concentraciones
de sustrato de 12%, 25% y 35% pl/v.

Variedades de name a Rendimiento (L de

12%, 25% y 35% plv alcohol/Kg de harina)
Burrién 12% p/v 0,136
Burrion 25% plv 0,059
Burrion 35% plv 0,108
Aleman 12% p/v 0,139
Aleman 25% plv 0,135
Aleman 35% p/v 0,066

La evaluacion del rendimiento de alcohol de las variedades Burridn y
Aleman se realiz6é a partir de un analisis de varianza de los datos obtenidos
para cada variedad en las concentraciones de harina evaluadas (Ver anexo
J), el cual mostré diferencia significativa entre concentraciones de sustrato.
(Tabla 13).
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Tabla 13. Rendimientos de alcohol de las variedades de hiame Burriéon y
Aleman a las concentraciones de 12%, 25 % y 35%.

Analisis de Varianza para Rendimiento - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Suma de G Cuadrado Razén Valor-

Cuadrados | Medio -F P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Concentracion 0,00838909 2 0,00419454 26,22 0,0000
B:Variedades 0,000680395 1 0,000680395 4,25 0,0615
INTERACCIONES
AB 0,0102235 2 0,00511173 31,95 0,0000
RESIDUOS 0,0019197 1 0,000159975

2

TOTAL 0,0212126 1
(CORREGIDO) 7

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Teniendo en cuenta que el anadlisis de varianza para el rendimiento de
alcohol mostro un P- Valor inferior a 0.05 para las concentraciones de
sustrato, se demuestra que hay diferencia estadisticamente significativa y
homogeneidad entre las variedades con un P-Valor 0.0615, con un nivel de

confianza del 95%.

El analisis de varianza para el rendimiento de alcohol, observando un P-Valor
de 0,0000, lo cual expresa una diferencia estadisticamente significativa
segun concentraciones de sustrato 12%, 25% y 35% p/v de las dos

variedades de fiame Burrion (D. alata) y Aleman (D. rotundata).
Para identificar las diferencias entre variedades y concentraciones,

adicionalmente se realizé una prueba de multiples rangos. Los resultados se

muestran en la tabla 14 y 15.
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Tabla 14. Pruebas de multiple rangos para rendimiento por variedades
de hame Aleman (D. rortundata) y Burrién (D. alata)

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Variedades Casos MedialLS SigmalsS Grupos
Homogéneos

BURRION (alata) 9 0,101556 0,00421604 X

ALEMAN (rotundata) 9 0,113852 0,00421604 X

La tabla 15 muestra un solo grupo homogéneo entre variedades de hame
verificando que no se presento una diferencia significativa; Siendo el valor de
la media de la variedad Burrion 0.101556 litros de alcohol / kilogramo de
harina similar a la variedad Aleman 0.113852 litros de alcohol / kilogramo de
harina. Estos datos se representan en la grafica 7. Esto implica que el
empleo de la enzima Stargen 001 es indiferente a las variedades estudiadas,
permitiendo que se pueda trabajar con la variedad de fHame de mayores
rendimientos de harina, variedad Aleman (D. rotundata). Con el objetivo de

aumentar los rendimientos globales del proceso.
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Grafica 7. Medias para el Rendimientos de alcohol (L/Kg) Vs Variedades
Aame Aleman (D. rortundata) y Burrion (D. alata).

Tabla 15. Pruebas de multiple rangos para rendimiento por
concentracion de name Aleman (D. rortundata) y Burrién (D. alata)

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Concentraciéon Casos MedialLS SigmalsS Grupos

Homogéneos
35 % plv 6 0,0881111  0,00516358 X
25 % plv 6 0,0972222 0,00516358 X
12 % plv 6 0,137778  0,00516358 X

En la tabla 15 se observan dos grupos homogéneos; de igual manera se
observa que la media de la concentracion 12% p/v, presenta el mayor valor

de rendimiento con 0.13778 litros de alcohol / kilogramo de harina y el menor
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valor de rendimiento lo presenta la concentracion 35% p/v con un valor de
0.0881111 litros de alcohol/Kilogramos de harina. Estos datos se representan
en la grafica 8. La concentracion del 12% presento buen aprovechamiento
del sustrato al arrojar los mejores valores de litros de alcohol obtenido/
kilogramos de harina consumidos, lo que implica que se pueda trabajar con
la menor concentracién evaluada, permitiendo reducir los costos de sustrato

en el proceso.

Rendimiento Litros de alcohol/ kg de harina
I T T T I T T T I T T T I T T T I

Lo

12% plv 25% plv 35% plv
Concentracion de sustrato

0,08

Grafica 8. Medias para el Rendimientos de alcohol de las variedades de
Aame (Aleman y Burrion) Vs Concentraciones de harina.

Los rendimientos para las variedades Aleman (D. rotundata) y Burrion (D.
alata) a las diferentes concentraciones de sustrato 12%, 25% y 35% p/v
estan por debajo de los reportados por Wang, et, al., (2005), donde en el
proceso enzimatico de grano seco-molido usando Stargen 001, obtuvieron

producciones de etanol de 0.395 * 0.006 L/kilogramo; los obtenidos por
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Asturizaga y Bocanegra (2008), en que la variedad de name D. trifida a las
concentraciones 10% y 13% p/v presenté rendimientos de alcohol de 786,87
y 792,96 L/ Tonelada de harina respectivamente, al igual que Bohérquez y
Madero (2008), mostraron que la variedad de yuca MTAI 8 a una
concentraciéon de 10% p/v presento un rendimiento de 618,425 L de alcohol /
T de almiddn.

Por otra parte, los rendimientos alcanzados por las variedades de fAame
Aleman a las concentraciones de sustrato 12%y 25% p/v y Burrion al 12%
p/v, estan por encima de Assis, (2007), quien en el estudio para la
cuantificacion de alcohol a partir de harina de batata obtuvo un rendimiento
de 129 litros/ton de raiz, durante un tiempo de fermentacién de 56 horas,

empleando como microorganismo Saccharomyces cerevisiae.
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6. CONCLUSIONES

» Durante proceso SSF los equivalentes de dextrosa (%E.D) aumentan
significativamente en las primeras cuatro horas de proceso, a la
concentracién de sustrato 25% p/v las variedades Burrién (D. alata) y
Aleman (D. rotundata) alcanzaron los maximos valores de 6.005 y 4.45 %

ED, respectivamente.

» La variedad Burrién (D. alata) y Aleman (D. rotundata) a concentraciones
de sustrato de 12% p/v presentaron los mayores rendimientos de alcohol
alcanzando 0.136 litros de alcohol/Kg de harina y 0.139 litros de
alcohol/Kg de harina respectivamente; los menores rendimientos se
obtuvieron a concentraciones de 25% p/v y 35% pl/v, con valores de
0.059 y 0.060 litros de alcohol/Kg de harina, para las variedades Burrion y

aleman correspondientemente.

» El porcentaje de humedad de las harinas de las variedades Aleman (D.
rotundata) y Burridon (D. alata), los cuales fueron del 8.7% estan dentro
del limite establecido por la legislacion de Colombia y Brasil, los cuales
establecen un porcentaje maximo del 14%.

» En el proceso SSF, los equivalentes de dextrosa (E.D) disminuyen a
medida que transcurre el tiempo, la variedad Burrién (D. alata) a una
concentracion de harina de 35% p/v presento al final del proceso 2.63
%E.D y la variedad Aleman (D. rotundata) a concentracion de sustrato de
25% pl/v alcanzo valores finales de 1.396 %E.D, mientras que el
porcentaje de alcohol se comporta de forma inversa, obteniéndose
valores maximos al final del proceso de 8.65% y 6.2% viv

respectivamente, lo que indica que el consumo de azucares reductores

71



por parte de la levadura Etanol Red durante su crecimiento celular, se

refleja en una mayor produccion de alcohol.

Las variedades de fiame Aleman (D. rotundata) y Burrién (D. alata),
presentaron rendimientos de alcohol utilizando el proceso SSF inferiores
a los obtenidos a partir de harina de fiame (Dioscorea Bulbifera, Trifida)
con valores de 786,87 y 792,96 L/ T de harina, a concentraciones de 10%
y 13% plv respectivamente, y almidon de yuca de las variedades MCOL
2215 y MTAI 8 con rendimientos de 588.3 y 618,425 L de alcohol / T de
almidbn a una concentracion de sustrato de 10% plv,
correspondientemente, a través del proceso convencional:

Sacarificacion, Licuefaccion y Fermentacion Independientes.
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7. RECOMENDACIONES

Es conveniente realizar estudios con concentraciones de harina de hame
mas bajas, ya que los mejores rendimientos de alcohol se obtuvieron a
concentraciones de harina del 12% p/v, evitandose un

desaprovechamiento de sustrato, haciendo el proceso mas eficiente.

Desarrollar trabajos de investigacion para evaluar los procesos SSF de

obtencion de alcohol a nivel piloto.

Se recomienda realizar estudios con microorganismos nativos, para la

obtencion de enzimas degradadoras de almidén.

Desarrollar investigaciones donde se pueda determinar el consumo de
energia involucrado en la produccién de alcohol a partir de harina fiame

utilizando el sistema SSF (Sacarificacion — Fermentacion Simultanea).

Implementar trabajos de investigacion que utilicen como materia prima el

almidén extraido del hame.

Evaluaciéon de SSF utilizando nutrientes para la levadura, en la

preparaciéon del inoculo.
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ANEXO A

Ficha técnica: STARGEN™ 001.

La enzima STARGEN™ 001 contiene Aspergillus
kawachi alfa amilasa expresada en Thichoderma

DESCRIPCION reesei y glucoamylase de Aspergillus niger, que
trabaja sinérgicamente para hidrolizar sustrato de
almidon granulado a glucosa.

Actividad: minimo 456 GSHU/g. GSHU: (Unidades

CARACTERISTICAS | de Almidén Granular Hidrolizado).

TiPICAS Apariencia: liquido café claro.

pH:4.0-45
Gravedad especifica: 1.10 - 1.15 g/ml

APLICACIONES

La enzima STARGEN ™ 001 es el producto
disefiado para la produccion de etanol a partir de
granos y otras materias primas almidonadas en el
proceso de sacarificacion y fermentacion simultanea,
sin el paso de coccidn.

CONDICIONES
RECOMENDADAS

SACARIFICACION
Y FERMENTACION
SIMULTANEA

Ph. 3.0-4.5

Sélidos secos: 12-38% p/p finamente molido: 95%,
menos de 0.59 milimetros de diametro.

Pre-tratamiento: tiempo maximo recomendado de
hidratacion es de 2 horas a pH <4,5 y temperatura
fresca.

Fermentacién: 24 - 90 horas a 20- 40 °C, con
suficiente agitacion para mantener los sodlidos en
suspension en un entorno de baja viscosidad; largos
tiempos de fermentacion tipicamente resultan en
niveles mas bajos de almidén residual.
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DIRECTRICES DE
DOSIFICACION

Los niveles Optimos usados para la enzima
STARGEN™ 001 en sacarificacion y fermentacion
simultanea depende de parametros de
procesamiento, tal como el tipo de material, tamafno
de la particula, viscosidad, tiempo de procesamiento,
pH, temperatura y solidos secos. Una minima dosis
de enzima Stargen™ 001 a partir de 1.0-2.5 kg / MT
(tonelada métrica) de grano sdlidos se recomienda
en la mayoria de las condiciones de fermentacion.

Fuente: Genencor International.
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ANEXO B.

Ficha técnica: Ethanol Red™ Dry alcohol yeast

INGREDIENTES

Levadura (Saccharomyces cerevisiae), emulgentes
(E491)

PROPIEDADES

Etanol Red, es una cepa especialmente
seleccionada, que se ha desarrollado para la
industria de etanol. Con alta Tolerancia al Etanol
manteniendo una alta viabilidad celular,
especialmente durante la "mas alta gravedad" de
fermentacion.

Disefiada para la produccion de alcohol a
temperaturas elevadas, Etanol Red es capaz de
maximizar los rendimientos de alcohol en una amplia
gama de temperaturas. Los rendimientos de 48g y
ethanol/100g concentracion de etanol de 18% v /v a
una temperatura de 35 °C (95 °F).

Utilizando Etanol Red se puede esperar bajar los
costos de refrigeracion, niveles mas altos de etanol y
el aumento de la productividad.

DOSIFICACION

Lanzamiento directo (sin propagacion): Un minimo
de 2-4 libras por cada 1000 litros de mosto (25-50g
por hectolitro) para lograr una primera concentracion
de células viables de aproximadamente 18-36
millones de células viables por galon (5-10 millones
de euros por mililitro) en la fermentacion.

Lanzamiento indirecto (corto propagacion):
Ejerciendo un control estricto sobre aspectos de
contaminacion, la levadura seca puede ser
propagada durante un corto periodo de tiempo. En
consecuencia la cantidad necesaria de levadura
debe disminuir.

Antes de utilizarla en la fermentacion, la levadura en
primer lugar debe ser rehidratada en 5 veces su
peso de agua estéril o mosto. Esto se hace a 95 °F
1+ 9°F (35°C % 5°C) de 15-30 minutos para asegurar
"Acondicionamiento” y una perfecta
homogeneizacién

85




TEMPERATURA |86 -104F (30 C-40°C)
DE
FERMENTACION

e % Pesoen Seco: 94,0-96,5

ANALISIS TiPICO e Células vivas en el embalaje:> 20 x 109 /
gramo

e Total de bacterias: <1 x 104 / gramo
e Bacterias de acido acético: <1 x 103 / gramo
e Lactobacillus: <1 x 103 / gramo

e Microorganismos patégenos: de conformidad
con el Reglamento.

Fuente: Fermentis

86




ANEXO C.

Resumen estadistico; Equivalente Dextrosa variedad Burrion (D. alata),

concentraciones 12, 25y 35 % plv.

ANOVA Equivalente Dextrosa (%ED) variedad Burrién (D. alata),
concentracion de sustrato 12% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 2,23867 2 1,11934 2,19 0,1337
grupos
Intra 12,2636 24 0,510985
grupos
Total 14,5023 26

(Corr.)

ANOVA Equivalente Dextrosa (%ED) variedad Burrién (D. alata),
concentracion de sustrato 25% plv.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0,142172 2 0,071086 0,05 0,9556
grupos
Intra 37,4813 2 1,56172
grupos 4
Total 37,6235 2
(Corr.) 6
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ANOVA Comparacién Equivalente Dextrosa (%E.D) a las

concentraciones 12%, 25% y 35% plv.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 18,0412 2 9,02059 12,46 0,0002
grupos
Intra 17,3779 2 0,72408
grupos 4
Total 35,4191 2
(Corr.) 6

Pruebas de Multiple Rangos, Equivalente Dextrosa (%E.D) a las
concentraciones 12%, 25% y 35% p/v

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Casos Media Grupos
Homogéneos
MED12% 9 1,771 X
MED35% 9 1,98467 X
MED25% 9 3,60196 X
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ANEXO D.

Resumen estadistico; Numero de Microorganismos (M.O) variedad

Burrién (D. alata), concentraciones 12, 25y 35 % pl/v

ANOVA Numero de Microorganismos (M.O) variedad Burrién (D. alata),
concentracion de sustrato 12% p/v

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 1,22707E14 2 6,13537E13 0,09 0,9106
grupos
Intra 1,5655E16 2 6,5229E14
grupos 4
Total 1,57777E16 2
(Corr.) 6

ANOVA Numero de Microorganismos (M.O) variedad Burrién (D. alata),
concentracion de sustrato 25% p/v

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 9,23055E13 2 4,61527E13 0,04 0,9646
grupos
Intra 3,06722E16 2 1,27801E15
grupos 4
Total 3,07645E16 2
(Corr.) 6
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ANOVA Numero de Microorganismos (M.O) variedad Burrién (D. alata),
concentracion de sustrato 35% p/v

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 1,0 2 0,5 0,00 1,0000
grupos
Intra 2,6363E15 2 1,09846E14
grupos 4
Total 2,6363E15 2
(Corr.) 6

ANOVA Comparacion Numero de microorganismos (M.O) variedad

Burrién (D. alata), concentraciones 12%, 25% y 35% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 4,25298E15 2 2,12649E15 3,23 0,0573
grupos
Intra 1,58069E16 2 6,5862E14
grupos 4
Total 2,00598E16 2
(Corr.) 6

Pruebas de Multiple Rangos, Medias Numero de microorganismos

(M.O), a las concentraciones 12%, 25% y 35% plv.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
MMO35% 9 1,58713E7 X
MMO12% 9 3,49262E7 XX
MMO25% 9 4,62916E7 X
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ANEXO E.

Resumen estadistico; Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Burrién (D.

alata), concentraciones 12, 25y 35 % p/v

ANOVA Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Burrién (D. alata),
concentracion de sustrato 12% p/v

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0,0220576 2 0,0110288 0,21 0,8105
grupos
Intra 1,24889 2 0,052037
grupos 4
Total 1,27095 2
(Corr.) 6

ANOVA Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Burrién (D. alata),
concentracion de sustrato 25% p/v

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0,000246914 2 0,000123457 0,00 0,9988
grupos
Intra 2,45086 2 0,102119
grupos 4
Total 2,45111 2
(Corr.) 6
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ANOVA Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Burrién (D. alata),
concentracion de sustrato 35% p/v

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 1,0 2 0,5 0,00 1,0000
grupos
Intra 2,6363E15 2 1,09846E14
grupos 4
Total 2,6363E15 2
(Corr.) 6

ANOVA Comparacioén Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Burrién

(D. alata), concentraciones 12%, 25% y 35% plv.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 30,3228 2 15,1614 11,72 0,0003
grupos
Intra 31,0527 2 1,29386
grupos 4
Total 61,3756 2
(Corr.) 6

Pruebas de Multiple Rangos, Medias Porcentaje de Alcohol (%OH) a
las concentraciones 12%, 25% y 35% pl/v.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Casos Media Grupos Homogéneos

MOH12% 9 1,7642 X
MOH25% 9 2,24444 X
MOH35% 9 4,21358 X
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ANEXO F

Resumen estadistico; Equivalente Dextrosa variedad Aleman
rotundata), concentraciones 12, 25y 35 % pl/v.

ANOVA Equivalente Dextrosa (%ED) variedad Aleman (D.
rotundata), concentracion de sustrato 12% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0,912233 2 0,456116 1,07 0,3598
grupos
Intra 10,2591 2 0,427463
grupos 4
Total 11,1713 2
(Corr.) 6

ANOVA Equivalente Dextrosa (%ED) variedad Aleman (D.
rotundata) concentracion de sustrato 25% p/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0,363595 2 0,181797 0,11 0,8987
grupos
Intra 40,6772 2 1,69488
grupos 4
Total 41,0408 2
(Corr.) 6
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ANOVA Equivalente Dextrosa (%ED) variedad Aleman (D.
rotundata) concentracion de sustrato 35% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 3,32526 2 1,66263 1,08 0,3550
grupos
Intra 36,8883 2 1,53701
grupos 4
Total 40,2135 2
(Corr.) 6

ANOVA Comparaciéon Equivalente Dextrosa (%E.D) variedad Aleman (D.

rotundata), concentraciones 12%, 25% y 35% plv.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 3,25361 2 1,62681 1,81 0,1861
grupos
Intra 21,63 2 0,901248
grupos 4
Total 24,8836 2
(Corr.) 6

Pruebas de Multiple Rangos, Equivalente Dextrosa (%E.D) a las
concentraciones 12%, 25% y 35% p/v

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Casos Media  Grupos Homogéneos

MED12% 9 1,82059 X
MED35% 9 2,45263 X
MED25% 9 2,62922 X
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ANEXO G.

Resumen estadistico; Numero Microorganismos (M.O) variedad Aleman
(D. rotundata), concentraciones 12, 25y 35 % pl/v.

ANOVA Numero Microorganismos (M.O) variedad Aleman (D. rotundata)
concentracion de sustrato 12% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 6,02609E14 2 3,01305E14 0,90 0,4182
grupos
Intra 7,99603E15 2 3,33168E14
grupos 4
Total 8,59864E15 2
(Corr.) 6

ANOVA Numero Microorganismos (M.O) variedad Aleman (D. rotundata)
concentracion de sustrato 25% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 2,72742E14 2 1,36371E14 0,07 0,9308
grupos
Intra 4,5493E16 2 1,89554E15
grupos 4
Total 4,57657E16 2
(Corr.) 6
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ANOVA Numero Microorganismos (M.O) variedad Aleman (D. rotundata)
concentracion de sustrato 35% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 1,00875E14 2 5,04375E13 0,05 0,9547
grupos
Intra 2,6045E16 2 1,08521E15
grupos 4
Total 2,61459E16 2
(Corr.) 6

ANOVA Comparacién Numero Microorganismos (M.O) variedad Aleman

(D. rotundata), concentraciones 12%, 25% y 35% plv.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 1,63573E15 2 8,17865E14 0,78 0,4689
grupos
Intra 2,51079E16 2 1,04616E15
grupos 4
Total 2,67437E16 2
(Corr.) 6

Pruebas de Multiple Rangos, Medias Numero de microorganismos

(M.O), a las concentraciones 12%, 25% y 35% pl/v.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Casos Media Grupos Homogéneos
MMO 12% 9 3,26042E7 X
MMO35% 9 3,43943E7 X
MMO25% 9 4,99375E7 X
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ANEXO H.

Resumen estadistico; Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Aleman (D.

rotundata), concentraciones 12, 25y 35 % pl/v.

ANOVA Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Aleman (D. rotundata)
concentracion de sustrato 12% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0,0487243 2 0,0243621 0,01 0,9859
grupos
Intra 41,1602 2 1,71501
grupos 4
Total 41,209 2
(Corr.) 6

ANOVA Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Aleman (D. rotundata)
concentracion de sustrato 25% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0,0487243 2 0,0243621 0,01 0,9859
grupos
Intra 41,1602 2 1,71501
grupos 4
Total 41,209 2
(Corr.) 6
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ANOVA Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Aleman (D. rotundata)
concentracion de sustrato 35% pl/v.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 3,57687 2 1,78844 1,57 0,2296
grupos
Intra 27,4183 2 1,14243
grupos 4
Total 30,9951 2
(Corr.) 6

ANOVA Comparacién Porcentaje de Alcohol (%OH) variedad Aleman (D.

rotundata), concentraciones 12%, 25% y 35% plv.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 34,2583 2 17,1291 21,42 0,0000
grupos
Intra 19,1954 2 0,79981
grupos 4
Total 53,4537 2
(Corr.) 6

Pruebas de Multiple Rangos, Medias Porcentaje de Alcohol (%OH) a

las concentraciones 12%, 25% y 35% pl/v.

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD
Casos Media Grupos Homogéneos

MOH12% 9 1,47407 X
MOH35% 9 3,45679 X
MOH%25% 9 4,12716 X
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ANEXO I.

Tabla de Medias por Minimos Cuadrados para Rendimiento con

intervalos de confianza del 95,0%

Nivel Casos Media

MEDIA GLOBAL 18 0,107704
Concentracion

12 % plp 6 0,137778
25 % plp 6 0,0972222
35 % p/p 6 0,0881111
Variedades

ALEMAN (Rotundata) 9 0,113852
BURRION (Alata) 9 0,101556

Concentracion por Variedades

12 % p/p, ALEMAN (Rotundata) 3 0,139111
12 % p/p, BURRION (Alata) 3 0,136444
25 % p/p, ALEMAN (Rotundata) 3 0,134667
25 % p/p, BURRION (Alata) 3 0,0597778
35 % p/p, ALEMAN (Rotundata) 3 0,0677778
35 % p/p, BURRION (Alata) 3 0,108444
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ANEXO J.

Resultados de la SSF para las variedades de iame Burrién (D. alata) y la

variedad Aleman (D. rotundata).

Equivalente de Dextrosa (E.D) de las variedades de iame Burrién
(D. alata) y Aleman (D. rotundata), a concentraciones de harina de
12; 25y 35% plv.

Aleman (D. Rotundata) Burrién (D. alata)

t (h) 12% 25% 35% 12% 25% 35%
0 1,98333333 2,62666667 2,63966667 1,378 2,70666667 1,09
1 2,26066667 4,45666667 3,60466667 1,399 4,06 2,69
2 2,60333333 3,06666667 3,121  2,73033333 4,19 1,87
3 2,31 3,76  3,21566667 2,46066667  6,00566667 2,38
4 2,09333333 3,63 3,736 1,602 414333333 245
8 0,85533333 1,74666667 1,11233333 0,997 2,252 0,492
20 1,55866667 1,66333333 1,49466667 2,2 2,85666667 2,24
32 1,35466667 1,31633333 1,57666667 1,599 3,33333333 2,02
48 1,366 1,39666667 1,573 1,573 2,87 2,63

Crecimiento Celular (Etanol Red) para las variedades de name
Burrién (D. alata) y Aleman (D. rotundata) a concentraciones de
harina de 12; 25y 35% plv.

Aleman (D. Rotundata) Burrién (D. alata)

t (h) 12% 25% 35% 12% 25% 35%
0 6537500 10208333,3 9991666,67 9265833,33 14206555,6 16000000
1 13933333,3 15081111,1 6745416,67 9733333,33 20654166,7 17250000
2 21833344,4 14684444,4 7375000 11072222,2 14365798,7 6425000
3 33305555,6 18441777,8 8422222,22 19651111,1 18100000 5650000
4 39400000 20325000 13155555,6 29111111,1 20900000 5800000
8 35416666,7 60252777,8 42466666,7 38231555,6 62527777,8 9250000
20 44930555,6 91750000 61847916,8 65177777,8 91564888,9 19091666,7
32 59694444,4 106333333 80166666,7 62462966,7 94638888,9 28000000
48 38386111,1 112361111 79377444,4 69629666,7 79666666,7 35375000
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Variacion de la concentracion de alcohol para las variedades del

fname Burrién (D. alata) y Aleman (D. rotundata) a

concentraciones de harina de 12; 25y 35% plv.

-
P

h)

O A WN-0

N
o

12%
1,26666667
2,01111111
1,31111111
247777778
1,95555556
2,24444444
2,34444444
2,86666667
2,32222222

Aleman (D. Rotundata)

25%
2,45555556
2,88888889
3,84444444
4,24444444
3,51111111

3,8
4,72222222
547777778

6,2

35%
2,5
2,58888889
2,75555556
2,56666667
3,44444444
4,05555556
4,36666667
4,22222222
4,61111111

12%
1,47777778
1,64444444
1,65555556
1,66666667
1,73333333

1,8

1,8
1,84444444
2,25555556

Burrién (D. alata)

25%
1,91111111
2,53333333
2,61111111
2,52222222
247777778
231111111
2,71111111
2,65555556
3,01111111

35%
2,66666667
29
2,73333333
3,42222222
3,4
3,68888889
4,73333333
5,72222222
8,65555556

Volumen del mosto (filtrado) al final del proceso SSF, para las
variedades del name Burrién (D. alata) y Aleman (D. rotundata) a

concentraciones de harina de 12; 25 y 35% plv.

Variedades

Aleman

(D. Rotundata)

Burrion
(D. alata)

Concentracion p/v

12%
25%
35%

12%
25%
35%

Volumen final alcohol (ml)
572.66
432.5
413.33

576.66

440

352.5
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