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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN LA HIDROLISIS
ENZIMATICA Y EL PROCESO FERMENTATIVO PARA LA
PRODUCCION DE ALCOHOL A PARTIR DE PAPA

(Solanum tuberosum) ’ ’
Jorge Gonzdlez Ferndndez

Manuel Molina Cordoba

Resumen

Se estudid, a nivel de laboratorio, la hidrolisis enzimatica y la fermentacion de la papa (Solanum tuberosum), a fin de
determinar las mejores condiciones para producir alcohol.

En la primera etapa experimental se analizo6 el efecto sobre la conversion a azGcares reductores, de la concentracion de
las enzimas o-amilasa y amiloglucosidasa, la concentracion de sustrato y el tiempo de sacarificacion. Se determind que
el efecto combinado entre las concentraciones de la enzima o-amilasa y el sustrato presento significancia estadistica; la
conversion a azlcares reductores se ve favorecida al utilizar los valores de 0,8 mL/kggy a0 Y 20 % respectivamente.
La concentracion de la enzima amiloglucosidasa y el tiempo de sacarificacion no presentaron significancia estadistica,
por lo que se recomienda utilizar 0,8 mL/Kgg¢irato Y Un tiempo de 14 h.

En la segunda etapa experimental se realiz0 el seguimiento cinético de la hidrolisis y se sugiere disminuir el tiempo de
accion de la enzima o-amilasa a 0,5 h y para la sacarificacion utilizar un periodo de 15 h. Ademds, se encontr6 que el
valor maximo de torque requerido para la agitacion en el proceso de gelatinizacion fue de 11 N-cm y de 1 N-cm para la
dextrinizacion y la sacarificacion, respectivamente.

En la fermentacion alcoholica del sustrato hidrolizado, se estudio el efecto de la concentracion de células y la presencia
de biotina como promotor de la fermentacion. Se encontr6 que la concentracion de células no es significativa y se
recomienda utilizar una concentracion de 50 millones células/mL. La presencia del promotor presentd significancia
estadistica entre los niveles utilizados. Al evaluar el efecto de cuatro concentraciones del promotor, se observo que la
concentracion de 0,2 mg/kg favorece la produccion de alcohol.

En la etapa del seguimiento cinético de la fermentacion, se obtuvo un consumo de azicares reductores de 91 %,
una concentracion maxima de alcohol de 10,33 % v/v, un rendimiento de etanol con respecto al ideal de 0,98 y una
eficiencia de la fermentacion de 0,91. El rendimiento de etanol para el proceso global fue de 0,0746 kgetanol/kgpapa'

Palabras clave: hidrdlisis enzimatica, produccion de alcohol, biotecnologfa, almidon de papa, desarrollo sostenible.

Abstract

It was studied in the laboratory the enzymatic hydrolysis and fermentation of potatoes, in order to determine the best
conditions to produce alcohol. The first experimental stage analyzed the effect on conversion of reducing sugars of the
a-amilase and amiloglucosidase concentration, substrate concentration and saccarification time. It was found that the
combined effect between o-amilase and substrate concentration had statistical significance, it means that conversion
to reducing sugars was increased to values of 0,8 mL/kgg,pqrate and 20 %, respectively. The amiloglucosidase
concentration and the saccharification time did not have statistical significance, therefore it is suggested to use 0,8
mL/Kgqpsirate fOr amiloglucosidase and a fermentation time of 14 h.

In the second experimental stage, the kinetic of hydrolysis was studied. It suggests that the action time for the o.-
amilase disminished to half hour and that for saccarification to use a time of 15 h. Furthermore, it was found that the
maximum required torque for the mixing in the gelatinization process was 11 N-cm and 1 N-cm for the dextrinization
and saccarification.

For the alcoholic fermentation of the hydrolyzed substrate, it was studied the effect of the cell concentration and the
presence of biotine as a fermentation promoter. It was determined that cell concentration was not significant and
it is recommended to use a cell concentration of 50 million cells/mL. The presence of the promoter had statistical
significance in used levels. An evaluation of four different promoter concentrations was carried out. It was observed
that the concentration of 0,2 mg/kg speeds up the alcohol production.

At last, in the kinetic study of fermentation, it was obtained a reducing sugars consumption of 91 %, a maximum
alcohol concentration of 10,33 % v/v, an alcohol yield compared to ideal of 0,98 and a fermentation efficiency of 0,91.
The ethanol yield for the global process was 0,0746 kgelhanol/kgpmam.

Key word: enzymatic hydrolysis, ethanol production, biotechnology, potato starch, sustainable development.
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1. INTRODUCCION

La actividad agricola en Costa Rica constituye una
de las actividades econdmicas més importantes,
especialmente para las areas rurales. Actualmente,
la papa presenta una sobreproduccion debido a la
falta de planificacion de los agricultores, lo que
provoca altos excedentes de produccion.

Durante la recolecta, y en su traslado a los
centros de acopio o a los mercados, es usual que
el tubérculo sufra alglin daho fisico, ademas de
danos por plagas; esto constituye las pérdidas
poscosecha que se estiman en cerca de un 15 %
Mlnisterio de Agricultura y Ganaderia (MAG,
2002). Los excedentes por lo general se destinan
a la alimentacion de animales e inclusive, un
porcentaje de ellos se desecha. Una alternativa es
aprovecharlos para generar un producto con mayor
valor agregado; una posibilidad es la produccion
de alcohol (Lopez, 1998; Meléndez, 2002).

El almiddn es un componente importante de la papa
encontrandose en una concentracion aproximada
de 15,5 % (Treadway, 1984), por lo que se puede
considerar una buena fuente de dicho polisacarido.
La hidrolisis del almidon es el paso inicial para
obtener los azlicares que se pueden utilizar en la
fermentacion. Este proceso puede realizarse por
via acida o enzimatica, esta Gltima consiste de
varias etapas: gelatinizacion, dextrinizacion y
sacarificacion (Crueger & Crueger, 1989).

Una vez obtenidos los azGcares a partir del
almidon, estos se convierten a alcohol por medio
de una fermentacion anaerobia, utilizando la
Saccharomyces cerevisiae.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materia prima

Se utiliz6 papa, Solanum tuberosum, proveniente
de un centro de acopio de Llano Grande de
Cartago, donde se recolecta la cosecha de las

plantaciones de la zona.

A esta papa se le eliminaron las partes que
presentaban algin dafo, sin quitarles la cascara,

luego se realizd un corte manual en segmentos
de menor tamafo para que se pudiera llevar
a cabo la eliminacion de la humedad en una
forma mas rapida. El secado se realizd a una
temperatura de 95 °C, durante 24 h en un horno
Blue M. Al finalizar el secado se moli6 la
materia seca en un molino de martillos Allen
Brodley hasta obtener una contextura de harina
(malla 70), ésta se colocO en bolsas plasticas
y selladas herméticamente para ser utilizada
durante la experimentacion como sustrato.

2.2 Caracterizacion de la papa

Ala papa fresca se le determind el contenido de
humedad, incluyendo la cascara. Las muestras
se secaron a una temperatura de 95 °C durante
24 h, siguiendo el método descrito por Cunniff
(Cunniff, 1995). Para determinar el contenido
de cenizas, las muestras se colocaron en
crisoles dentro de una mufla a una temperatura
de 600 °C durante 3 h (Cunniff, 1995).

La determinacion del contenido de almidon
se realizd mediante el método descrito por
Tomkinson (1986), que consiste en hidrolizar el
almidon hasta moléculas de glucosa, utilizando
la enzima amiloglucosidasa por un tiempo de
24 h. La concentracion de glucosa se determind
en muestras hidrolizadas y sin hidrolizar como
referencia, mediante el método enzimatico
Trinder (Tico Lab S.A. 2002) a una longitud de
onda de 505 nm en un espectrofotometro Jen
Way. El porcentaje de almidon en la muestra se
determind multiplicando la concentracion de
glucosa por un factor de 0,9 (Cunniff, 1995).

Posteriormente, para una muestra de harina de
papa, se determind la concentracion de glucosa,
para lo que se prepard una solucidon de 5 g de
materia prima en 25 mL de agua y se utilizod
el método enzimatico Trinder (Tico Lab S.A.,
2002). Para la determinacion del contenido de
azlcares reductores, se prepard una solucion
de 1 g de materia prima en 100 mL de agua y
a partir de esta solucidn se realizd la prueba
utilizando el método de Nelson Somogyi
(Southgate, 1976). Todos los analisis se
realizaron por triplicado.
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2.3 Evaluacion de las condiciones para la
hidrolisis enzimatica de la papa

El objetivo de esta evaluacidon fue encontrar
aquella combinacion de concentraciones de
las enzimas a-amilasa (0,6 mL/kg,p0 seca ¥ 0,8
mL/Kg,.p0 seca) ¥ amiloglucosidasa (0,8 mL/
Kgpapa seca ¥ 1,0 mL/Kg,,00 ceca)s cOncentracion
de sustrato (razon de sustrato seco y agua, 15
% y 20 %) y tiempo de reaccidn con la enzima
amiloglucosidasa (14 h y 18 h). Se utilizd un
diseno factorial completo de 24 a dos niveles,
la variable de respuesta fue el rendimiento de
azlicares reductores, expresado como masa de
azlicares reductores producidos por unidad de
masa de sustrato. Se compararon los valores de
la variable de respuesta con el fin de encontrar
las condiciones que maximizan la conversion
del almidon en azicares reductores, mediante
un analisis de efectos (Box et al., 1978).

Para lograr esto, se colocd una masa conocida
del sustrato en el recipiente destinado para la
hidrolisis, seglin la corrida aleatorizada del
diseho experimental, se le adiciond cloruro de
calcio (40 ppm) y se llevd a un pH de 6,5. Con
un bano térmico se elevo la temperatura de la
mezcla hasta 95 °C y se llevd a cabo el proceso
de dextrinizacion por un periodo de 2,5 h con
una agitacion constante de 225 r/min. Al final de
esta etapa se debi0 enfriar la mezcla hasta 60 °C
y agregar HC] hasta alcanzar un pH de 4,5 para
desactivar la enzima. Se agreg6 la cantidad de
amiloglucosidasa (AMG) que correspondiera
seglin el disefio para continuar con la etapa de
la sacarificacion por el tiempo determinado,
con una agitacion de 150 r/min. Terminada esta
etapa, se inactivo la enzima y se analizaron las
muestras para determinar la cantidad de azlicares
reductores.

2.4 Cinética de las enzimas O-amilasa y
amiloglucosidasa (AMG) en la hidrolisis
enzimatica de la papa

El objetivo de esta etapa fue realizar un
seguimiento de la cinética de las dos enzimas
utilizadas durante la hidrolisis de la materia
prima. Se tomaron muestras cada 30 min para

la primera enzima y cada hora durante la
sacarificacion paradeterminarel comportamiento
de la cantidad producida de azicares.

Para este estudio se realizd la hidrolisis
enzimatica de la papa, en un volumen de 3 L. Se
utilizaron las mejores condiciones obtenidas de
la fase experimental de la hidrolisis enzimatica.
Para el seguimiento de la cinética de las enzimas
a-amilasa y AMG, se utilizd una concentracion
de sustrato de 20 %, una concentracidn de la
enzima de o-amilasa de 0,8 mL/Kgqat0 secor UNA
concentracion de la enzima de AMG de 0,8 mL/
Kgqustrato seco» UN tiempo de sacarificacionde 20 hy
las mismas condiciones de pH, concentracion de
cloruro de calcio, temperatura, agitacion y tiempo
utilizadas previamente en la dextrinizacion y
sacarificacion. Ademas se utilizaron los mismos
métodos para la desactivacion de cada una de
las enzimas.

2.5 Estudio del requerimiento de torque en
la hidrolisis enzimatica de la papa

El estudio consistid en hacer un seguimiento del
requerimiento de torque durante la hidrolisis de
la papa, para determinar el valor maximo y poder
posteriormente utilizar esta informacidon para
el célculo de potencia para efectos de cambio
de escala. Para poder realizar esto, se fija la
velocidad de agitacion a 225 r/min, utilizando
un agitador de hélice y se fija una relacion de
diametro de agitador a diametro de recipiente
de 0,39, una relacion de altura de agitador a
diametro de agitador de 0,16 y una relacion
de altura de liquido a diametro de recipiente
de 1. EI analisis consiste en varias etapas, una
primer etapa que inicia en el momento en que
el recipiente se coloca en el bafo de agua a una
temperatura de 95 °C hasta 10 min después de
la adicion de la enzima o-amilasa; la segunda
es inmediata y transcurre hasta finalizar la
dextrinizacion y la Gltima etapa, en la que ocurre
el proceso de sacarificacion.

El requerimiento de torque en la etapa de
dextrinizacion se tom6 cada 10 s, en la etapa de
sacarificacion cada minuto; ademas se realizaron
mediciones de temperatura y pH.
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2.6 Evaluacion de las condiciones para la
fermentacion del sustrato hidrolizado

El objetivo fue encontrar aquella combinacion de
concentracion del microorganismo S. cerevisiae
(50 millones de células/mL g0 hidrolizado Y
100 millones de células/mLg g a0 nidrolizado) Y
la ausencia o presencia de un promotor (0,2
mg/ kgsustrato hidrolizado) de la fermentad()nv Segﬁn
un disefio factorial completo 22, duplicado,
que permita obtener el maximo rendimiento
de etanol, expresado como la concentracion de
etanol (% v/v). El conteo de células se realizd
con la ayuda de un microscopio y una camara
de Neubauer.

El sustrato se prepard hidrolizando la harina de
papa de la misma manera como se prepard en
el estudio de la cinética de las enzimas, pero
utilizando recipientes de 3,5 L para hidrolizar
una masa de disolucion de 3000 g. Al final de la
sacarificacion, se filtrd el hidrolizado obtenido,
se regul6 el pH a un valor de 4,5 y se agregaron
nutrientes a las concentraciones que se muestran
en el Cuadro 1, utilizando cantidades semejantes
a las reportadas por Araya (1998). Este jarabe
se distribuyd en erlenmeyers de 250 mL, con
una cantidad de jarabe de 200 g, cerrados, pero
con una prevista que funciona como una valvula
reguladora de presion.

Cuadro 1. Concentraciones de los nutrientes a utilizar
en la fermentacion.

Nutriente Concentracion (g/L)
Nitrato de amonio (NH4NO3) 2,00
Sulfato de magnesio (MgSQy) 1,00
Fosfato monoacido de potasio (K,HPO,4) 1,00
Extracto de levadura 2,00

Fuente: (Los autores)

La fermentacion se realiz6 a una temperatura de 31
°Cenunbafoconagitaciona 150 r/min. Alfinalizar
la fermentacion se inactiva el microorganismo, se
centrifugd y se realizo6 la determinacion del indice
de refraccion del destilado, previa realizacion de
una curva de calibracion, con la que se interpold

de ella la concentracion de etanol en porcentaje
en volumen.

2.7 Evaluacion de la concentracion del
promotor en la fermentacion de la papa
hidrolizada

Para evaluar el efecto Unicamente de la
concentracion del promotor sobre la conversion
de etanol, se realizaron experimentos adicionales,
a cuatro concentraciones de promotor (0, 0,1,
0,2 y 0,3) mg/Kgqustrato hidrolizado- S€ Utilizaron las
mismas variables fijas mencionadas en la seccion
anterior y se utilizaron 50 millones células/
mL,

sustrato hidrolizado.

2.8 Seguimiento cinético de la fermentacion
en un reactor de cinco litros

El objetivo del seguimiento a mayor escala, es
determinar los diferentes parametros cinéticos
del periodo de fermentacion. Para esta etapa,
se prepard una suspension de harina de 6 L de
sustrato, la cual se hidrolizd, obteniéndose
un volumen de filtrado aproximado de 4,5 L'y
se dividid en dos porciones para realizar por
duplicado la fermentacion. Se utilizaron las
mismas condiciones utilizadas en la primera
evaluacion de la fermentacion. Al hidrolizado se
le agregaron los nutrientes, se inoculd con una
cantidad de microorganismos de 50 millones
células/mLg a0 hidrolizado Y UNA concentracion de
promotor de 0,2 mg/kgsustrato hidrolizado.

La fermentacion se llevd a cabo en un reactor
de 5 L, el cual tiene un sistema de agitacion,
calentamiento y/o enfriamiento y un puerto
para toma de muestras. Para el seguimiento
cinético se midi6 la concentracion de etanol.
de azlcares reductores y la concentracion de
microorganismos; el tiempo de fermentacion es
de 30 h y se tomaron periddicamente muestras
para los analisis. Al finalizar la fermentacion se
tomo una muestra y se analizo en el Laboratorio
de Control de Calidad de la Fabrica Nacional
de Licores para determinar los congenéricos
mediante  HPLC, segiin el método IT-008
(FANAL, 2003).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la determinacion de la composicion de la
papa, se cuantifico el contenido de humedad,
almidon, glucosa, azcares reductores y cenizas.
Estos se detallan en el Cuadro 2.

3.1 Analisis de la evaluacion de las condiciones
para la hidrolisis enzimatica de la papa

Al evaluar las concentraciones de materia
prima y de las enzimas o-amilasa y AMG, as{
como el tiempo de sacarificacion, se busca la
combinacion de estas variables que originen la
mayor conversion de azicares reductores, dado
que el jarabe a obtener sera el sustrato para la
etapa de fermentacion.

Del anilisis estadistico se obtienen los valores
de los efectos e interacciones en la conversion a
azlicares reductores que se producen al realizar
los cambios en los niveles de las variables
estudiadas. La Figura 1, es un grafico de
calificacion normal para un 95 % de confianza,
que muestra el analisis de los efectos respecto a la
conversion de aziicares reductores. Al analizar la
normalidad de los efectos, se encuentra que hay
un punto alejado de la curva de normalidad, el
cual corresponde al efecto I;,, que es un efecto
combinado de la concentracion de sustrato y de la

Cuadro 2. Caracterizacion experimental de la papa.

Parametro Cantidad

(% m/m)
Humedad 79,5
Almidon! 54,9
Azlcares reductores! 0,17
Cenizas! 4,45

Valor en base seca

Fuente: (Los autores)

concentracion de la enzima o-amilasa, el cual es
estadisticamente significativo.

Al considerar el resto de los valores de los
efectos como razones porcentuales con respecto
al promedio, se obtiene efectos porcentuales
en el intervalo de 0,19 % al 4,85 % y estos se
distribuyen normalmente alrededor de la curva de
normalidad, por lo que estos efectos se atribuyen
al error experimental.

Puesto que el efecto ;, resultd significativo,
al analizarlo se encuentra que los mayores
cambios en la conversion se presentan cuando la
concentraciondesustratocambiade suvalormenor
a su valor mayor, es decir de una concentracion
de 15 % a 20 % de papa seca molida y cuando la
concentracion de la enzima o-amilasa cambia de

Efectos e Interacciones

-0,0600 -

Calificacion Normal

Figura 1. Grafica de normalidad para analisis de los efectos e interacciones sobre
la variable de conversion de azicares reductores.

Fuente: (Los autores)
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su valor menor a su valor mayor, es decir, cuando
pasa de una concentracion de 0,6 mL/kg,,,,a 0,8
mL/kg,,n,; O sea, la concentracion de 20 % de
papa seca molida y la concentracion de la enzima
o-amilasa de 0,8 mL/kg,,, son las mejores en
el intervalo estudiado de las variables. Estos
resultados son coincidentes con lo reportado por
Vong Tsoi (1996) y Lopez (1998), ya que dichas
variables son significativas en un proceso de
conversion.

Con respecto a la variable de la concentracion de
la enzima AMG no se puede concluir diferencia
alguna entre los valores utilizados, por lo que
se recomienda el valor de 0,8 mL/kg,,,, y en
el caso del tiempo de la etapa de sacarificacion,
igualmente no hay diferencia estadistica para los
tiempos utilizados.

3.2 Analisis de la cinética de las enzimas
o-amilasa y B-glucosidasa y del pH

Se realizd el seguimiento de la hidrdlisis del
almidon a aziOcares reductores a través del
tiempo para las dos enzimas utilizadas; ademas,
se realizO un seguimiento del pH en la etapa de
dextrinizacion. Paraencontrar el comportamiento
cinético de la enzima o-amilasa, se realizaron
dos corridas. En la Figura 2, se observa como
la enzima o-amilasa alcanza practicamente el
valor final de conversion a azlcares reductores
en los primeros treinta minutos. En los primeros
quince minutos de la primera corrida se alcanza
la mitad de la conversion final que se obtiene en

s 0,100 & A 6,50
s

g 0,080 A

=1

g 6,40
g & 0,060 4

sy

3 |

E E" 0,040 Y Primera Corrida L 6,30
= u Segunda Corrida

2% 0,020 4 Promedio A ~

@ — 4 —pH

£ 0,000 5 . ' T T T 6,20
Q

0 0,5 1 1,5
Tiempo, t (h)

Figura 2. Seguimiento cinético durante la
dextrinizacion y del pH.

Fuente: (Los autores)

la dextrinizacion; la conversion final promedio es
07079 gAR/ gpapa.

Al utilizar tiempos de 0,5 h o de 2,5 h se obtiene
practicamente la misma conversion, por lo que
se recomienda utilizar el menor tiempo ya que
se logra un ahorro energético importante, puesto
que se diminuye el tiempo de calentamiento
a 95 °C. Ademas, en la Figura 2 se muestra el
comportamiento del pH a través de las dos horas
y media de dextrinizacion. Los valores que
exhibe varfan en 0,3 unidades, y la variable se
encuentra siempre dentro del 4mbito Optimo de
pH de la enzima.

Para la sacarificacion, se realizaron dos corridas,
donde se observo el comportamiento de la enzima
B-glucosidasa. En la Figura 3 se observa como
la enzima alcanza un 62 % del valor final de
conversidonaazicaresreductoresenlas primeras
dos horas y que ademaés, la conversion entre
las horas 17 a 20 es practicamente constante,
hasta alcanzar un valor final de conversion
de 0,604 gaR/gpapa- El tiempo de accion de la
enzima B-glucosidasa puede disminuirse a un
periodo de 15 h.

3.3 Analisis del requerimiento de torque para
la agitacion en la hidrolisis enzimatica

Se midio el requerimiento de torque a través
del proceso de hidrolisis, ya que este puede
relacionarse con el consumo de potencia
por medio de la velocidad angular y esto es

1,000 -
0,800

0,600

papa

(gAR/g

0,400 -

0,200

Conversion a azicares reductores,

[ 2
0,000 T T T 1

0 5 10 15 20
Tiempo, t (h)

Figura 3. Seguimiento cinético de la enzima
amiloglucosidasa en la sacarificacion.

Fuente: (Los autores)
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esencial para escalar el proceso. La primera
etapa que se estudid fue la gelatinizacion y de
la cual se informan los resultados, puesto que
es la etapa critica. Se tomaron mediciones del
torque, desde el momento en que se introdujo
la muestra de papa al bafo a una temperatura
de 95 °C, hasta 10 min después de la adicion de
la enzima o-amilasa.

En la Figura 4, se observa un periodo en el cual el
requerimiento del torque se mantiene constante,
lapso de tiempo en el cual la suspension alcanza
75 °C, temperatura en la cual empieza a ocurrir
la gelatinizacion; a partir de este momento se
tomd un tiempo de 10 min para que ocurriera la
gelatinizacion y al cabo de dicho tiempo, se agregod
la enzima. Conforme fueron transcurriendo los 10
min, el requerimiento de torque fue aumentando,
consecuencia de un aumento en la viscosidad
aparente, hasta alcanzar un requerimiento
maximo de torque de 11 N-cm.

Posterior a la adicidén de la enzima, una vez
homogeneizada, se presentd una disminucion
drastica de la viscosidad aparente, y por ende,
el torque requerido por el agitador. La reduccion
del requerimiento de torque fue originado por la
degradacion o rompimiento de las moléculas de
almidon.

El torque entregado se mantuvo constante en un
valor de 1 N-cm durante el resto del tiempo en
que se realizd la dextrinizacidon e igualmente,
durante las veinte horas de la sacarificacion.
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Figura 4. Seguimiento del consumo de potencia
en la gelatinizacion

Fuente: (Los autores)

3.4 Analisis de la fermentacion de la papa
hidrolizada

Para el estudio de la fermentacidén alcoholica,
se utilizd la papa previamente hidrolizada y se
establecio un disefio experimental duplicado a
dos niveles con las concentraciones de células
y de promotor, como variables de diseho. En el
Cuadro 3, se muestran los resultados obtenidos.
Al realizar el analisis estadistico, se obtiene
que para un 95 % de confianza, el efecto de
la presencia del promotor es significativo.
Al tomar el valor del efecto como una razon
porcentual con respecto al promedio, se obtiene
que la produccion de etanol se beneficia
aproximadamente en un 48 %, al utilizarse la
presencia del promotor utilizado.

El efecto de la concentracion de células de la
levadura se confunde con el error experimental
incurrido durante la realizacion de los
experimentos y se puede decir que no existe una
diferencia significativa en las concentraciones
utilizadas del microorganismo, por lo que es
conveniente utilizar una concentracion 50
millones CéIUIaS/mLsustrato hidrolizado.

3.5 Evaluacion de la concentracion del
promotor en la fermentacion del sustrato
hidrolizado

Puestoqueelusodel promotordelafermentacion
resultd significativo, se analizd el efecto a

Cuadro 3. Concentracion promedio de alcohol
obtenida para las diferentes corridas al final de la
fermentacion alcohdlica.

Corrida Concentracion promedio de alcohol
(% viv)
1 4,00
2 6,17
3 7,83
4 8,67

Fuente: (Los autores)
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diferentes concentraciones; en la Figura 5 se
muestra el comportamiento promedio de dos
pruebas sobre la produccion de etanol, segiin
la concentracion de promotor.

Se observa que al utilizar una concentracion
de promotor de 0,2 mg/kg, se beneficia la
produccidon de etanol, la concentracion de
etanol casi duplica el valor obtenido con
la ausencia del promotor. Crueger (1989),
recomienda la utilizacién de promotores de la
fermentacion para mejorar la productividad.

9,00 -
‘L‘{ 8,00
= 7,00 <
=
g 6,00
)
22 500
£ 4,00 ¢
<9
£ 3,00 4
=
S 2,00 4
5
S 1,00
0,00 ; : : r 1 |

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Concentracién de promotor, C> (mg/L)

Figura 5. Efecto sobre la produccion de etanol de diferentes
concentraciones de promotor.

Fuente: (Los autores)
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Figura 7. Variacion de la concentracion de azicares
reductores con el tiempo

Fuente: (Los autores)

3.6 Analisis de la cinética de la fermentacion
alcoholica de la papa hidrolizada

Luego de encontrar los valores que producen
las mejores concentraciones en los niveles
estudiados, se realizd la @ltima etapa
experimental, que consistid en fermentar dos
lotes de la materia prima hidrolizada y realizar
el monitoreo de la concentracidén de alcohol,
azlcares reductores y microorganismos por un
periodo de tiempo de 30 h. Los valores que se
grafican son promedios.
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Figura 6. Variacion de la concentracion de alcohol con el
tiempo

Fuente: (Los autores)
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Figura 8. Variacion de la concentracion de microorganismos
con el tiempo

Fuente: (Los autores)



GONZALEZ - MOLINA: Estudio de los factores que afectan la hidrolisis ... 37

En las Figuras 6, 7 y 8, se muestran los
comportamientos cinéticos. En la Figura 6,
se observa que la produccion de etanol crece
exponencialmente a partir de las 20 h, hasta
alcanzar un maximo a las 30 h. Al comparar
con la Figura 7, se muestra que la rapida
disminucidn en el consumo de los azlcares
reductores coincide con el intervalo de tiempo
en el cual se presenta una gran produccidn de
alcohol.

Se contrastaron las Figuras 6, 7 y 8, se
encuentra que al inicio hay un lento consumo
de azicares reductores, que coincide con la
parte en donde se da un pequeho crecimiento
de microorganismos y donde la produccion
de alcohol es muy pequeha. Ademas, se
muestra una rapida reproduccion de los
microorganismos hasta las 22 h, seguida de
una gran disminucion de la tasa de crecimiento
en las horas finales.

El comportamiento anterior describe una
fase inicial donde se presenta un crecimiento

pequeio y lento hasta la sexta hora, donde el
microorganismo se adapta al medio del cual
tiene que obtener los nutrientes, una segunda
fase en donde se presenta un crecimiento
exponencial y una fase estacionaria en la
que se alcanza una maxima concentracion de
microorganismos, esto es tipico de los sistemas
biologicos (Crueger & Crueger, 1989).

El consumo de azicares reductores alcanza un
91 % para el sustrato de papa, lo cual tiene
un efecto directo en la produccion de alcohol,
donde se alcanza un 10,33 % v/v, valor que es
superior al obtenido industrialmente que es de
7 % viva8 % viv (Araya, 1998).

En la corrida a escala de 5 L, para un tiempo de
24 h, se obtienen concentraciones de alcohol
ligeramente mayores a las obtenidas en las
corridas de 250 mL, lo cual puede deberse
a un mejor sistema de agitacion que provee
el bioreactor, esto porque la influencia de la
agitacion mecdanica sobre el rendimiento de
etanol se puede deber a una mejor suspension

Cuadro 4. Parametros cinéticos de la fermentacion alcohodlica

Parametro cinético Valor
Tiempo maximo de fermentacion (h) 30
Tiempo para la maxima concentracion de etanol (h) 30
Concentracion de etanol (g/L) 81,5
Productividad de etanol (g/L-h) 2,72
Azicares reductores consumidos (g/L) 163
Rendimiento de etanol (Z¢¢anol/2AR consumidos) 0,50
Rendimiento de etanol con respecto al ideal 0,98
Eficiencia de fermentacion (ZaR consumidos’ AR iniciales) 0,91
Concentracion de biomasa final (microorganismos/L) 3,32 12
Rendimiento de biomasa (microorganismos/gaR consumidos) 2,04 10
Tasa especifica de produccion de etanol (gq,p0)/microorganismos-h) 8,18-13
Tasa especifica de produccion de biomasa (microorganismos/gaR consumidos ™) 6,798
Tasa especifica de consumo de azhcares reductores (ZoR consumidos /Microorganismos-h) 1,64 -12

Fuente: (Los autores)
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del microorganismo, a una mejor remocion del
calor y del dioxido de carbono, de tal manera
que se minimizan los gradientes fisicoquimicos
(Tatterson, 1993).

En el Cuadro 4 se encuentran tabulados los
parametros cinéticos de la fermentacion del
sustrato preparado a partir de la papa. Estos
parametros cinéticos sirven para facilitar el
disefio de un sistema de fermentacion a una
mayor escala siguiendo las mismas condiciones
de operacion. El rendimiento de etanol obtenido
para la papa es de 0,98, valor que muestra una
buena eficiencia de fermentacidn, consecuencia
de un buen aprovechamiento de los carbohidratos
en la producciodn de etanol.

Del anélisis realizado por el Laboratorio de
Control de Calidad de la Fabrica Nacional
de Licores, se obtuvieron los congenéricos
producidos en la fermentacion, los cuales se
muestran en el Cuadro 5.

El rendimiento experimental de etanol para todo
el proceso, es decir la hidrolisis y la fermentacion
de la papa con cascara es de 0,0746 kg0
Kgpapas €l cual es menor al informado (Advisory
Committee on Technology Innovation, 1983)
cuyo valor es de 0,0836 Ko/ KZoapa-

Sin embargo, este rendimiento del proceso para
la papa es mayor al obtenido por (Lopez, 1998)
y (Vong, 1996) a partir de banano maduro y de
banano verde respectivamente; ellos obtuvieron
valores de 070578 kgetanol/ kgbanamo maduro Y de
0,0564  Kg.ianol/KShanano verde  I€SPECtivamente;
Meléndez (2002) trabaj6é con hame y obtuvo un
rendimiento practicamente igual que en el caso
de la papa.

A partir del proceso de produccion de alcohol
se generan desechos. El desecho solido es el
obtenido al final de la etapa de hidrolisis, el cual
esté constituido por fibra y demas constituyentes
de las diferentes materias primas, este puede ser
utilizado como base para elaborar concentrados
alimenticios para animales. El desecho liquido
podria ser reciclado parcialmente hacia los
tanques fermentadores.

Cuadro 5. Parametros cinéticos de la fermentacidon

alcoholica
Congénericos Concentracion
(ppm)

Metanol +0,2 3,8
Acetaldehido +0,5 25
N-propanol +1 30
Acetato de etilo +1 5

2-butanol +1 15
Alcohol Iso-butilico +1 28
Alcohol Iso-amilico +1 5

Fuente: (FANAL)
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