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EVALUACION DE FACTORES QUE PUEDEN INFLUIR EN
EL PROCESO DE SACARIFICACION-FERMENTACION
SIMULTANEAS PARA LA PRODUCCION DE ETANOL A

PARTIR DE MATERIALES AMILACEOS

Bdrbara Miranda Morales
Manuel E. Molina Cordoba

Resumen

El objetivo general de esta investigacién fue evaluar la posibilidad de realizar las etapas de sacarificacion de almidén
y fermentacion de azicares de manera simultdnea, con el fin de reducir el tiempo del proceso global de produccién de
etanol a partir de materiales amildceos. Para ello se estudiaron factores tales como: tipo y concentracion de almidén,
concentracion de etanol, tiempo y temperatura de sacarificacion, presencia de etanol y nutrientes (K,HPO,, MgSO,®
7H,0, NH,NO; y peptona) durante la etapa de hidrdlisis del almidén, temperatura de fermentacion.

Se encontr6 que el tipo de almidén y su concentracion, no afecta significativamente el rendimiento de aziicares
reductores. Ademds, que la presencia de etanol en concentraciones de 0 % v/v hasta 12 % v/v no afecta la actividad
de la enzima AMG durante la sacarificacién a temperaturas de 60 °C y 32 °C. El tiempo de sacarificacién empleado,
si afecta significativamente el rendimiento de azicares reductores. La presencia de nutrientes en concentraciones
usuales para una fermentacion, no afecta la actividad de la enzima AMG durante la hidrélisis del almidén. Segiin
los resultados de esta investigacion, se concluyd que para aumentar el rendimiento de azicares reductores, la mejor
combinacién de niveles es una temperatura de sacarificacion de 60 °C y un tiempo sacarificacion de 2 h. Ademads, que
las etapas de sacarificacion y fermentacién pueden realizarse de forma simultdnea atin cuando se opere a 32 °C. Los
resultados de concentracion de etanol obtenidos son comparables con valores de concentracion de (6,0 a 7,5) % v/v
usuales en la industria.

Palabras clave: Sacarificacion, inhibicién, enzimas, fermentacion.
Abstract

The purpose of this research was to evaluate the possibility of performing the steps of saccharification and
fermentation simultaneously, in order to reduce the time of production of ethanol from starch. Factors such as type
and concentration of starch, concentration of ethanol, time and temperature of saccharification, presence of ethanol
and nutrients (K,HPO,, MgSO,* 7H,0, NH,NOj; y peptone) were evaluated.

We found that the type of starch and its concentration does not affect significantly the yield of reducing sugars.
Furthermore, the presence of ethanol at concentrations of 0 % v/v to 12 %v/v does not affect the activity of the AMG
during the saccharification at 60 °C and 32 °C. The time of saccharification affect significantly the production of
reducing sugars. The presence of nutrients does not affect the activity of the enzyme AMG during starch hydrolysis.
From these results, it was concluded that in order to increase the yield of reducing sugars, the best combination of
temperature and time of saccharification was: 60 °C and 2 h. Also, it was concluded that the saccharification and
fermentation steps may take place simultaneously even when operating at 32 °C. The results of concentration of
ethanol obtained (6.0 to 7.5) % v/v are comparable to those values in industry.

Keywords: Saccharification, inhibition, enzymes, fermentation.

1. INTRODUCCION ambiental genera, debido a los gases de escape
emanados de los vehiculos como producto de la

El transporte automotor constituye una de las combustién interna. El consumo de hidrocarburos
actividades que mayor grado de contaminacién en el 2005 en Costa Rica alcanz6 los 16,6
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millones de barriles y se considera que en el
afio 2019, de seguir la tendencia actual, llegaria
a 20 millones. La contaminacién ambiental y la
insostenible e inestable condicién del mercado
petrolero mundial, ha obligado a los Gobiernos
a implementar durante los ultimos afios un
plan de contingencia, dirigido especialmente
a reducir el consumo de gasolina y desarrollar
iniciativas para impulsar la produccién nacional
de biocombustibles (Harrison, 2007).

Con la finalidad de sustituir parcialmente
la gasolina se ha orientado la investigacién
al uso de fuentes alternas y renovables
para la produccién de etanol (Assis, Paiva,
Cabello y Dias, 2010). Algunas de las fuentes
que se han utilizado son tubérculos, raices
y granos (Masiero, Peretti, Trierweiler &
Trierweiler, 2014). Se estima que el rechazo
de raices y tubérculos en Costa Rica constituye
aproximadamente un 20 %, convirtiéndose esto
en una buena opcién de aprovechamiento.

El almidén es un componente importante de
productos tales como la papa, el maiz, el sagu,
sorgo 'y yuca (Curvelo-Santana, Ehrhardt &
Tambourgi 2010). Duvernay, Chinn y Yencho
(2013) investigaron la produccion de etanol a partir
de camote. También, Srichuwong et al. (2009)
investigaron la obtencion de etanol a partir de papa.

La hidrélisis del almidén es el paso inicial
para obtener los azicares que se utilizan en la
fermentacion. Este proceso puede realizarse
por via dcida o enzimadtica, ésta tltima consiste
de dos etapas: licuefaccién y sacarificacion
(Monsalve, Medina y Ruiz, 2006). El proceso
de hidrdlisis enzimdtica consiste en romper las
moléculas de almidén hasta obtener glucosa
utilizando dos enzimas, la a-amilasa y luego una
amiloglucosidasa (AMG). La glucosa obtenida es
el sustrato en la etapa posterior de fermentacion
(Castano, Cardona, Mejia y Acosta, 2011).

La licuefaccién consiste en la hidrdlisis par-
cial del almidén a dextrinas y es usualmente lleva-
do a cabo en un tiempo de 2 h, se utiliza la enzima
o-amilasa que se caracteriza por su termo-estabili-
dad (Wiseman, 1985), mientras que la sacarificacion
tarda de 12 h a 48 h dependiendo del grado de hidré-
lisis deseado. Para la sacarificacion se usan las AMG,
estas enzimas inician la hidrélisis de las dextrinas en
los extremos no reductores de la molécula por las
uniones 0-14, asf como las uniones a-1,6 originan-

do dextrinas, maltosa y progresivamente avanza has-
ta liberar glucosa; la temperatura 6ptima debe oscilar
entre los 60 °C y 75 °C (Meléndez, 2002).

Una vez obtenidos los aziicares a partir
del almidon, estos se convierten a etanol
por medio de una fermentacién anaerobia,
utilizando la Saccharomyces cereviseae. Para
que el proceso de fermentacién alcohdlica
sea lo mds eficiente posible, es necesario
controlar una serie de aspectos tales como:
efecto del oxigeno, nutrientes, temperatura,
pH, concentracién de la glucosa y efecto del
etanol hacia las enzimas (Meléndez, 2002).

Investigadores como Vong Tsoi (1996),
Meléndez (2002), Cunningham y Lépez (1994) y
Cubero (2005), orientaron sus trabajos a establecer
condiciones de operacién al utilizar diferentes
fuentes de carbohidratos para la produccién de
etanol. Gonzdlez y Molina (2006) estudiaron
los factores que afectan la hidrdlisis enzimatica
y el proceso fermentativo del almidén de la
papa (Solanum tuberosum) para la produccion
de etanol, obteniendo un rendimiento global de
0,0746 Kg.ano'KEeustraros €1 €l proceso de hidrodlisis
utilizaron una o-amilasa y posteriormente
una AMG. Kili¢ (2004) trabajando con una
o-amilasa encontré que la presencia de etanol
en concentraciones desde 0 % v/v a 20 % v/v no
afectan significativamente la accién de la enzima
en la hidrdlisis de almidén de arroz. Lépez, Molina
& Huguet (2004) estudiaron la produccién de
etanol utilizando diferentes sustratos preparados
a partir de banano, logrando un rendimiento de
0,0742 L, n0/KE4ruie cOmpleta.

El realizar el proceso de sacarificacion-
fermentacion de forma simultdnea tiene ventajas
tales como menor gasto en equipo, menor riesgo de
contaminacion, altas tasas de produccién, y menor
tiempo de produccion del etanol. Ademads, presenta
desventajas tales como que la hidrdlisis y la
fermentacion deben llevarse a cabo bajo las mismas
condiciones, cada proceso es llevado a cabo en un
ambiente subéptimo (Sasaki, Kushiki, Asada &
Nakamura, 2014). Zhang et al. (2010) investigaron
la sacarificacién y fermentacion simultidnea de
batata, considerando el proceso interesante desde
el punto de vista econdmico y ambiental.

Esta investigacion tiene por objetivo
evaluar, a nivel de laboratorio, la posibilidad
de realizar las etapas de sacarificacion del
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almidon y fermentacion de aziicares de manera
simultanea, con el fin de reducir el tiempo del
proceso global de produccién de etanol a partir
de materiales amildceos.

2. EQUIPO, MATERIALES Y METODO-
LOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Materias primas

Se utilizaron cuatro materiales amildceos:
almidén de maiz (SIGMA), almidén de yuca,
fécula de maiz y sagi (Maranta arundinacea);
estos tultimos fueron adquiridos en un mercado
local. A cada uno de los almidones se le determind
el contenido inicial de azicares reductores.

2.2 Enzimas

Para realizar la hidrdlisis del almidon se
utilizaron enzimas de la casa fabricante Novo.

e o-amilasa (Termamyl 120 L): Se empled para
realizar la licuefaccidn; se recomienda un pH
éptimo de 6,0-6,5 y la temperatura 6ptima de
(93-107) °C.

*  Glucoamilasa (AMG 300L): Se usé en la
etapa de sacarificacion, el pH para esta enzima
es de 4,5y una de temperatura de 60 °C.

2.3 Meétodos de analisis

e Arzicares reductores: se utilizé el método
de Nelson Somoghi (Southgate, 1976), la
lectura de la absorbencia se realiza a una
longitud de onda de 500 nm utilizando un
espectrofotémetro Spectronic 20.

e Concentracion de etanol: se utilizé el
método de indice de refraccion. Se realiza
una curva de calibracion para disoluciones
de etanol en agua hasta un maximo de 10
% v/v. El procedimiento consiste en filtrar
el mosto fermentado, luego se toma una
alicuota de 50 mL y traslada a un balén
de 100 mL, el cual se afora con agua
destilada. La destilacién se realiza hasta

obtener un volumen de 50 mL de destilado
y se determina el indice de refraccion a
una temperatura de 20 °C utilizando un
refractémetro Abbé.

2.4 Microorganismo

Para la fermentacién alcohdlica se utiliz6
una cepa de Saccharomyces cereviseae propor-
cionada por el Laboratorio de Micologia Médica
de la Facultad de Microbiologia de la Universi-
dad de Costa Rica.

2.5 Hidrolisis enzimatica de los cuatro tipos
de almidon

Los objetivos de esta primer etapa
fueron determinar si el tipo y concentracion
de almidén tienen un efecto significativo
en el rendimiento de azicares reductores
durante la etapa de licuefaccion y, determinar
si la presencia de etanol durante la etapa de
sacarificacion del almidon afecta la accién
de la enzima AMG para la produccién de
azucares reductores, independientemente de la
concentracién y tipo de almiddn.

Licuefaccion

Para esta etapa se prepard, a nivel de
erlenmeyer (250 mL), suspensiones de cada tipo
de almidén a concentraciones de (10, 15, 20 y
25) % m/m, se reguld el pH a 6,5, se adiciond
CaCl, a una concentracion de 40 ppm y la enzima
o-amilasa a una concentracion de 0,6 mL/Kgjmidon-
Sellevé acabolalicuefaccién a 90 °C utilizando un
bafio de temperatura controlada por un tiempo de
45 min. Para evaluar los resultados de esta etapa,
los ensayos se distribuyeron en un experimento
de dos factores sin repeticién, donde los bloques
fueron los tipos de almidén y los tratamientos
fueron las concentraciones de almidén. Una vez
transcurridos los 45 min, se enfriaron las muestras
y se bajé el pH a 4,5 utilizando HCl para desactivar
la enzima o-amilasa; se tomaron muestras para
analizar azucares reductores y se calcularon los
rendimientos expresados COMO MExr/ME A} midsn-
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Sacarificacion

Los erlenmeyers se colocaron en una
incubadora ajustada a una temperatura de 60 °C
y una velocidad de agitacién de 150 rev/min.
Una vez se alcanzé la temperatura, se adiciond
la enzima amiloglucosidasa (AMG) a una
concentracion de 0,8 mL/Kgx e, ¥ S€ adiciond
etanol a diferentes concentraciones (0, 2,5 y 8)
% v/v. Cada erlenmeyer fue cubierto con papel
de aluminio para prevenir la pérdida de etanol
durante el proceso. El tiempo de reaccidon se
establecid en 6 h, se tomaron muestras cada
2 h, se centrifugaron para obtener un liquido
claro sin sélidos y se analizaron para determinar
azucares reductores por el método de Nelson
Somogyi; luego se calcularon los rendimientos.
Para esta etapa de sacarificacién los ensayos se
distribuyeron en un disefio estadistico cuadrado
latino de 4 x 4; las letras latinas corresponden
a las concentraciones de etanol adicionado (A=
0 % v/v etanol, B= 2 % v/v etanol, C=5 % v/v
etanol y D=8 % v/v etanol). El disefio se muestra
en el Tabla 1.

2.6 Sacarificacion del almidon de sagi a una
temperatura de 32 °C

El objetivo de esta etapa fue determinar la
capacidad de produccién de aziicares fermentables
por parte de la enzima AMG a una temperatura
que no corresponde a la optima (60 °C), y a su
vez en presencia de diferentes concentraciones
de etanol. El procedimiento seguido en esta
etapa fue el mismo descrito en la seccién 2.5,
con las siguientes salvedades: sélo se empled
almidén de sagu y las suspensiones se prepararon
a una concentraciéon de 15 % m/m, ademas la
sacarificacion se llevd a cabo a una temperatura
de 32 °C por 30 h. Se tomaron muestras a las (4,
18 y 30) h para su posterior andlisis quimico.

Se utiliz6 como variables experimentales:
concentracion de etanol: (0, 2, 4, 6, 8, 10 y
12) % v/v, y tiempo de sacarificacién: (4, 18 y
30) h. Como variable de respuesta se utilizan
las mismas de las etapas previas. Para evaluar
el objetivo de esta etapa experimental, se
propuso un experimento de dos factores sin
repeticion, donde los bloques fueron los tiempos

de sacarificacion y los tratamientos fueron las
concentraciones de etanol.

2.7 Presencia de nutrientes durante la
hidrdlisis del almidén de sagu

El objetivo de esta etapa fue determinar si
la presencia de nutrientes, usualmente utilizados
durante la fermentacién alcohdlica, tiene algin
efecto sobre la actividad de las enzimas o-amilasa
y AMG durante la etapa de hidrdlisis.

Se establecieron como variables fijas:
temperatura de sacarificacion (60 °C), concen-
tracion de las suspensiones de almidén de sagu
(15 % m/m), microorganismo usado para fer-
mentacién (Saccharomyces cerevisiae), tem-
peratura de fermentacién (32 °C); tiempo de
sacarificacion (24 h) y tiempo de fermentacion
(42 h). La variable experimental considerada
fue la presencia de los nutrientes. Las varia-
bles de respuesta fueron: a) concentracién de
azucares reductores y rendimientos b) concen-
tracion de etanol.

Se prepararon seis suspensiones de almidon,
a los cuales se les agregd CaCl2 (40 ppm). A tres
de las muestras se les adicionaron los nutrientes
(ver Tabla 2), se homogenizaron y se regul6 el pH
a6,5; seguidamente se agregd la enzima o-amilasa
(0,6 mL/Kg;mq6n)- Las muestras se mantuvieron
en un bafio a 90 °C durante 45 min, luego las
muestras fueron removidas del bafio y enfriadas
a temperatura ambiente, se tomd una parte de
cada muestra para su posterior andlisis. Luego
se procedié a regular el pH a 4,5 y se adicion6
la enzima AMG (0,8 mL/kgymiqsn)- Las muestras
se introdujeron en una incubadora a 60 °C por
24 h. Finalizado el tiempo de sacarificacion, las
muestras se enfriaron hasta temperatura ambiente
y se analizé azucares reductores.

Concluida la sacarificacion, se agregaron los
nutrientes (ver Tabla 2) a las tres suspensiones
a las que no se les habia agregado durante la
etapa de hidrélisis. Se afiadié la levadura en
un 10 % del volumen del sustrato y se llevd a
cabo la fermentacion durante 42 h. Transcurrido
este tiempo se tomaron muestras de 60 mL
y se centrifugaron; luego se determind la
concentracién de etanol y concentracién de
azucares reductores.
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Los resultados se analizaron mediante una
prueba t de Student, para la comparacién de dos
tratamientos que corresponden a la presencia
y ausencia de nutrientes. Para cada uno de los
tratamientos se realizaron 2 repeticiones.

2.8 Hidrolisis de almidon a temperaturas de
32°Cy60°C

El objetivo de esta etapa fue comparar la pro-
duccién de aziicares reductores a partir de sustratos

Tabla 1. Disefio de cuadrado latino para la etapa de sacarificacion del almidon

Concentracion de

Tipo de almidon

almidén

(% m/m) Yuca Sagu Maiz Fécula de maiz
10 A B C D
20 C D A B
25 D C B A

Tabla 2. Nutrientes adicionados en la etapa de hidrolisis

Nutriente Concentracion (g/L)
KyHPOy 1,0

MgSOy 0,25
NH4NO; 1,5

Peptona 1,0

Tabla 3. Resultados de rendimiento de azicares reductores (mgar/Mgmidsn) al final de la etapa de licuefaccion

Concentracion de

Tipo de almidon

almidén
(% m/m) Yuca Sagu Maiz Fécula de maiz
10 0,86 1,17 1,58 1,45
15 0,67 1,65 1,52 0,47
20 0,80 0,80 1,11 0,87
25 1,08 1,07 0,61 1,24
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preparados bajo dos temperaturas y tres tiempos
de sacarificacion distintos, y evaluar la produccién
de etanol a partir de cada uno de los sustratos.

La etapa de licuefaccion se llevd a cabo de
la manera descrita en la seccién 2.5, utilizando
una concentracién de almidén de sagd de 15 %
m/m. Para la etapa de sacarificacién, una vez
agregada la enzima AMG, seis de los erlenmeyers
se introdujeron en una incubadora a 60 °C y seis
se colocaron en un bafio a 32 °C. Al cabo de 1
h de sacarificacion, se sacé un erlenmeyer y su
duplicado, de cada uno de los bafios y se enfriaron
para detener la accién de la enzima AMG. Se
procedi6 de igual forma a las 2 h y 4 h; se tomaron
muestras para analizar azicares reductores.

Finalizada la etapa de sacarificacién, se
agregaron los nutrientes (ver Tabla 2) y la levadura,
ésta tltima se agregd en un 10 % del volumen del
sustrato. La fermentacion se llevé a cabo durante
42 h a una temperatura de 32 °C. Transcurrido
este tiempo se tomaron muestras de 60 mL y se
centrifugaron, luego se determiné la concentracién
de etanol y la concentracidn de azicares reductores.
Los resultados se analizaron mediante un andlisis de
varianza de dos factores con repeticion.

29 Hidrolisis enzimatica y fermentacion del
almidon de sagi en un Reactor de 5 L

El objetivo de esta etapa fue medir la
variacién en la produccion de etanol y aztcares
reductores respecto al tiempo. Para esta parte
se utilizé una concentraciéon de almidén de
sagu de 20 % m/m. Para tal propdsito se colocéd
una masa de 800 g de almidén de sagt en un
beaker de 4 L y se llevé con agua destilada a
una masa total de 4 kg. Con dicha suspension se
realizé la licuefaccion y la sacarificacién segtin
el procedimiento descrito en la seccién 2.5. La
sacarificacion se llevé a cabo durante 3 h, al
final de este tiempo se tomaron muestras para
su posterior anélisis.

Para realizar la fermentacién a mayor escala, se
utiliz6 un reactor Electrolab de un volumen efectivo
de 5 L, que cuenta con puertos para toma de muestras,
introduccion de indculo, sustrato,ademas cuenta con
sistemas de control de temperatura, pH y medicién
de oxigeno disuelto. Dispone de una interfase a
una computadora para programar las condiciones

de operacion y registro. Del sustrato hidrolizado
se tomaron 150 mL para la preparacion del in6culo
de S. cereviseae y el resto se pasé al fermentador
y se le adicionaron los nutrientes (ver Tabla 2). Se
adiciond el indculo a una concentracién aproximada
de 10 % en volumen, este momento se registrd
como el tiempo cero y se dejo la fermentacion por
un tiempo de 28 h, con una agitacién de 75 rev/min
y una temperatura de 32 °C. A intervalos de tiempo
de 2 h a 3 h se tomaron muestras para determinar
azucares reductores y concentracion de etanol. Este
procedimiento se realiz6 por duplicado.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Hidrolisis enzimatica de los cuatro tipos
de almidon.

La hidrolisis enzimatica se realizo en dos
etapas:

Licuefaccion

Los resultados de rendimiento obtenidos en
esta etapa se presentan en la Tabla 3 y el andlisis
estadistico se presenta en la Tabla 4. Se observa
que la magnitud del valor F,,, para las distintas
fuentes de variacion es inferior al valor tedrico
de F39, = 3,86 para un 95 % de confianza en
una prueba de dos colas; se encuentra que ni la
concentracion ni el tipo de almidén proporcionan
resultados significativamente diferentes en sus
distintos niveles.

Sacarificacion

Para esta etapa de sacarificacion se tomaron
muestras a las (2,4 y 6) h. A las 2 h el material de
cada ensayo es muy viscoso puesto que la enzima
a-amilasa no ha desdoblado suficientemente el
almidén y por consiguiente es dificil la toma de
muestras homogéneas; para efecto de analisis
estadistico solo se consideraron los resultados
para los otros tiempos. Los datos de rendimientos
para las muestras tomadas a las 4 h 'y 6 h de
sacarificacion se muestran en las Tablas 5 y 6.
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Tabla 4. Prueba estadistica F aplicada a los datos de rendimiento para la etapa de licuefaccion

Fuente de variacién Suma de Cua- Grados de Promedio de los F F
drados Libertad cuadros exp teo
Concentraci6n de 0,292 3 0,097 0,66 3,86
Almidon
Tipo de almidon 0,316 3 0,105 0,71 3,86
Error 1,335 9 0,148
Total 1,943 15

Tabla 5. Rendimientos a las 4 h de hidrélisis enzimatica de los cuatro tipos de almidon empleados

Concentracion Tipo de almidén
de almidén Fécula de
Yuca Sagu Maiz
(% m/m) Maiz
A B C D
10
4,36 5,23 11,92 3,90
B A D C
15
4,61 4,26 3,39 5,55
C D A B
20
2,61 1,67 6,40 4,02
D C B A
25
2,48 3,75 4,33 2,00

Tabla 6. Rendimientos a las 6 h de hidrolisis enzimatica de los cuatro tipos de almidon empleados

Concentracion Tipo de almidén
de almidon Fécula de
Yuca Sagu Maiz
(% m/m) Maiz
A B C D
10
5,56 11,19 12,84 3,71
B A D C
15
3,74 4,21 3,68 5,22
C D A B
20
391 2,32 7,50 3,15
D C B A
25

6,07 5,56 4,63 5,65
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Tabla 7. Resultados de la prueba estadistica F aplicada a los datos de rendimiento obtenidos
alas 4 hy 6 h de sacarificacion

Grados de

Fuente de variacién Libertad (46’1‘:’) (6"1’:; Fieo
Concentr‘acrién de 3 2,68 223 476
Almidon
Tipo de almidon 3 2,70 0,88 4,76
Concentracion de etanol 3 2,19 0,87 4,76
Error 6

En la Tabla 7 se presentan los resultados del
analisis estadistico para los datos de rendimiento
obtenidos a las 4 h y 6 h de sacarificacién. La
magnitud del valor de Fexp mostrado en la Tabla
7 para las distintas fuentes de variacion tanto a las
4 h como a las 6 h, resulté menor al valor tedrico
de F(3/6) = 4,76 para un 95 % de confianza en
una prueba de dos colas, por lo que se encuentra
que ninguna fuente de variacién proporciona
resultados significativamente diferentes en sus
distintos niveles.

Estos resultados permiten establecer que se
puede trabajar indistintamente con cualquiera de
los cuatro tipos de almidén. Cualitativamente se
observé que el almiddn de yuca es el que tiende
a formar mayor cantidad de grumos y el jarabe
obtenido adquiere un color café claro como
consecuencia de reacciones de pardeamiento no
enzimadtico, por el contrario, las suspensiones
de almid6n de maiz, de fécula de maiz y de sagu
resultan mds sencillas de trabajar y el color
de las suspensiones es de blanco a un blanco
hueso. Atendiendo a lo anterior se escogid
trabajar con almidén de sagt para las siguientes
etapas experimentales.

En cuanto a la concentracion de almidon,
los resultados muestran que se puede trabajar
con cualquiera de las concentraciones probadas
sin diferencia significativa en los rendimientos
obtenidos, asegurando que al adicionar mayor
cantidad de almiddn se obtendrd mayor cantidad de
azucares reductores. Se establece trabajar con una
concentracion de 15 % m/m en etapas posteriores.
La concentracién de etanol adicionada a cada
ensayo sometido a sacarificacion no presenta
una diferencia significativa en la actividad de la
enzima AMG, esto es consistente con resultados
obtenidos por Kilic (2004), quienes trabajaron

con a-amilasa y encontraron que la presencia de
etanol en concentraciones de 0 % v/v hasta 20 %
v/v no afectan significativamente la accién de la
enzima en la hidrélisis de almidén de arroz.

3.2 Sacarificacion del almidon de sagi a una
temperatura de 32 °C

Las variables estudiadas en este disefio
experimental fueron la concentracién de etanol
y el tiempo de sacarificacién en los niveles
presentados en la Tabla 8, a la vez se muestran los
resultados de rendimiento de esta hidrolisis.

Los resultados del andlisis estadistico se
muestran en la Tabla 9. Puesto que el valor de F,,
observado para los bloques, es menor al F, para
un nivel de significancia del 5 %, se encuentra
que el tiempo de sacarificaciéon si afecta los
resultados de rendimiento de forma significativa.
En contraste, para los tratamientos, los resultados
muestran que la concentracién de etanol no afecta
de forma significativa la accién de la enzima AMG
durante la etapa de hidrélisis del almidén. Estos
resultados dejan establecido que la presencia de
etanol en las concentraciones estudiadas no afecta
la accién de la AMG durante la sacarificacion.

3.3 Presencia de nutrientes durante la
hidrdlisis del almidén de saga

Esta etapa se realizé por triplicado y los
resultados de concentracion de azicares reductores
y rendimiento se muestran en la Tabla 10.

El andlisis estadistico de los rendimientos, se
efectu6 mediante una prueba estadistica relativa
a la diferencia entre dos medias utilizando el
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Tabla 8. Rendimientos (mgar/mga miqsn) Obtenidos durante la sacarificacion del almidon de sagli a una temperatura de 32 °C

Concentracion de etanol

Tiempo de sacarificaciéon (h)

(%o vIv) 0 4 18 30
0 1,66 4,38 7,30 12,25
2 1,52 471 6,98 12,78
4 1,63 3,58 6,80 7,74
6 1,58 3,56 7,01 7,30
8 1,49 3,03 6,32 9,72
10 1,56 3,29 3,88 8,17
12 1,70 3,28 5,03 7,02

Tabla 9. Prueba estadistica F aplicada a los datos de rendimiento obtenidos durante la hidrdlisis del almidon de sagti

Fuente de variacién Suma de Grados de Promedio de los F F
cuadrados Libertad Cuadrados exp teo
Concentr.acrlon de 20,55 6 342 2,44 2,66
Almidon
Tiempo de Sacarificacion 230,63 3 76,86 54,64 3,16
Error 25,32 18 1,40
Total 276,51 27

estadistico ¢ de Student. Las hipdtesis para este
analisis fueron:

H,: p con nutrientes = y sin nutrientes
H,: p con nutrientes # y sin nutrientes

Los resultados de la prueba 7 de Student
para los datos de rendimiento se encuentran en
la Tabla 11. Los datos muestran que el t ,r de
la etapa de licuefaccion es —0,379, valor que se
encuentra dentro del intervalo (-2, 776 a 2,776),
lo que implica que no existe una diferencia
estadistica entre los promedios, es decir la
actividad de la enzima a-amilasa no se ve
afectada por la presencia de nutrientes. De igual
forma ocurre para la etapa de sacarificacion,
dado que -2,776 <1,195< 2,776, por lo que se
acepta la hipétesis nula.

Segun los resultados mostrados en la Tabla
10, la concentraciéon de azicares reductores

obtenida al final de la sacarificacién para cada
una de las muestras, se encuentra dentro del
ambito de concentraciones moderadas (3 a 100)
g/L. que permiten la formacion de etanol, segin
Meléndez (2002). Por lo que finalizada esta etapa,
se adicionaron nutrientes a aquellas muestras
que no los contenian y se procedid a realizar su
fermentacion inoculando S. cerevisiae. Concluida
la fermentacién se tomaron muestras y se analizd
azucares reductores y contenido de etanol, dichos
resultados se muestran en la Tabla 12. Los
resultados de concentracién de etanol obtenidos
estdn dentro de un dmbito aceptable, basados
en que industrialmente, utilizando otras fuentes
de carbono, logran tener en sus mostos una
concentracion de etanol de (6,0 a 7,5) % v/v. La
concentracién de azicares reductores residuales
presentes en cada una de las muestras fue
relativamente alta por lo que es posible aumentar
mads la conversion a etanol.
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Tabla 10. Valores de concentracién de aztcares reductores y rendimiento obtenidos durante la etapa de hidrélisis
del almidén de sagt en presencia de nutrientes

Final de licuefaccion Final de sacarificacion
A No. de Conc. AR Rendimiento Conc. AR Rendimiento
Tratamiento
muestra (mg/L) (Mg, r/MEAmiasn) (mg/L) (Mg, r/MEAmiasn)
) 1 2118,12 1,20 15 136,96 8,58
Con nutrientes 2 221957 126 1515145 8,59
3 221232 1,25 15 622 .46 8,85
4
_— ) 2139.86 121 14 82536 8,40
trientes
1 nutrientes 2226 81 126 15 376,09 8,71
223406 1,27 14 847,10 8,41

Nota: AR: Aziicares Reductores

Tabla 11. Prueba estadistica 7 de Student para la etapa de licuefaccién y sacarificacion

Parametro Final de licuefaccion Final de sacarificacion
teal AR -0,379 1,195
U tab 95% 2,776 2,776
Grados de libertad 4 4

Tabla 12. Concentracién de azicares reductores y etanol obtenidos al final de 42 h de fermentacién
durante la etapa de adicion de nutrientes en la hidrélisis del almidén de sagu

Concentracion de azicares L,
Concentracion de etanol

No. de muestra reductores residuales
(mg/L) (%ovIv)
1 7901,45 6,00
2 18 162,32 7,00
3 13 988,41 6,50
4 12 133,33 5,25
5 11 727,54 5,50
6 11 553,62 6,00
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Tabla 13. Rendimientos (mgar/MgAimidsn)

57

obtenidos durante la etapa de hidrélisis del almidon de sagu a

temperaturas de 60 °C y 32 °C

Temperatura de

Tiempo de sacarificacién

sacarificacion No. de muestra (h)
() 0 1 2 4
1 1,18 1,52 - -
1.1 1,17 1,50 - -
2 1,20 - 5,06 -
60
2.1 1,16 - 5,07 -
3 1,06 - - 5,40
3.1 1,17 - - 5,26
1 1,17 1,21 - -
1.1 1,16 1,19 - -
2 1,21 - 428 -
32
2.1 1,05 - 449 -
3 1,19 - - 4,79
3.1 127 ; - 467

34 Hidrolisis de almidén a temperaturas de
32°Cy60°C

El propésito de esta etapa fue evaluar la
produccién de azicares reductores a partir de
sustratos preparados bajo temperaturas y tiempos
de sacarificacidn distintos, y evaluar la produccién
de etanol a partir de cada uno de los sustratos.
Las pruebas se realizaron por duplicado y los
resultados de rendimiento obtenidos se muestran
en la Tabla 13.

Los resultados presentados en la Tabla
13 se analizaron por medio de un andlisis de
varianza de dos factores con repeticion, este se
presenta en la Tabla 14, en el cual al comparar
el valor de F,, para las distintas fuentes de
variacion con el valor de Fig = 5,32 para la
temperatura de sacarificacion y F5 = 4,07 para
el tiempo de sacarificacion, se halla que ambas
fuentes de variacion proporcionan resultados

significativamente diferentes en sus distintos
niveles. Los resultados muestran que tanto la
temperatura como el tiempo de sacarificacion
son factores muy importantes en el proceso de
hidrélisis enzimadtica. Ademads, se encuentra
que el efecto de interaccion entre las variables
de temperatura y tiempo de sacarificacién es
significativo (su andlisis no se presenta).

En la Figura 1 se aprecia que al aumentar
el tiempo de sacarificacion, también aumenta el
rendimiento de aztucares reductores, tanto a 32 °C
como a 60 °C, presentando un aumento mayor
en el intervalo de 1 h a 2 h de sacarificacion.
Dado que el interés es aumentar el rendimiento
de azicares reductores, la mejor combinacién de
niveles es una temperatura de sacarificacion de
60 °C y un tiempo de 2 h.

Luego de finalizada la etapa de hidrdlisis, la
concentracién de azicares reductores se encuentra
entre (8000 y 9500) mg/L, estos valores estin
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Tabla 14. Prueba estadistica F aplicada a los datos de rendimiento obtenidos durante la etapa de hidrolisis enzimatica del almidon de sagi

Fuente de variacién Suma de Grados de Promedio de los F F
cuadrados Libertad Cuadrados exp teo
Temperatura de sacari- 0,618 | 0,618 118,19 532
ficacion
Tiempo de Sacarificacion 52,56 3 17,52 3349,23 4,07
Interaccion 0,302 3 0,101 19,27 4,07
Dentro del grupo 0,042 8 0,0052
Total 53,52 15

dentro del dmbito de concentraciones moderadas
que inhiben la respiracién del microorganismo
y aseguran la formacién de etanol (Meléndez,
2002). Sin embargo, los valores de concentracién
de etanol obtenidos fueron bajos (valores no
mostrados). Una posible explicacién para
esto podria ser que la levadura empleada no
creci6 lo suficiente y por tanto la cantidad de
levadura agregada a las muestras fue poca. La
concentracién de azicares reductores residuales
presentes en dichas muestras, es relativamente
alta por lo que serfa posible aumentar atin mas la
conversion a etanol.

3.6 Hidrolisis enzimatica y fermentacion del
almidon de sagi en un Reactor de 5 L

Conelfindeaplicarlosresultados encontrados
en las etapas anteriores, se realiz6 una hidrdlisis y
fermentacion a mayor escala, utilizando el reactor
Electrolab con una capacidad maxima de 5 L. La
etapa de sacarificacién tuvo una duracioén de 3 h
y la fermentacién de aproximadamente 28 h. El
procedimiento se realizé por duplicado. Para esta
etapa se determind la variacién en la concentracién
de etanol y de azicares reductores con el tiempo,
en la Figura 2 se muestran los resultados.

En la Figura 2a se muestra la variacion en la
concentracién de etanol con el tiempo, hasta las
28 h de fermentacidén. Se observa para la corrida
1 que la concentracién de etanol crece hasta
las 23 h, después de lo cual se mantiene a una
concentracion constante de 6,75 %v/v, el cual es
un valor que alcanza el 70 % de la capacidad para

producir etanol que tienen este tipo de levaduras,
ademas, dicho valor es similar a los obtenidos al
realizar el proceso en erlenmeyer de 250 mL.

En la Figura 2b se observa la variacion
en la concentraciéon de aziicares reductores
con el tiempo. Para la corrida 1, al comenzar
la fermentacién existe una concentracién
de aziicares de 57 062,80 mg/L, lo cual es
suficiente para que pueda iniciar dicho proceso.
A las 3 h se muestra un aumento hasta 63 000
mg/L, por lo que la enzima AMG ha continuado
trabajando. En el periodo de las 23 h a las 28
h, la concentracion de azicares se mantiene
constante, lo que coincide con la zona plana de
produccién de etanol.

Para dar validez a los resultados obtenidos,
el proceso se realizé por duplicado, y como
se muestra en la Figura 2, la repeticién sigue
un comportamiento muy similar tanto para los
aztcares reductores como para el etanol.

4. CONCLUSIONESY
RECOMENDACIONES

1. No se presenta una diferencia significativa en
el rendimiento de azucares reductores debido
al tipo de almidén usado, por lo se puede
trabajar indistintamente con cualquiera de los
cuatro tipos de almidén probados.

2. Los diferentes niveles de concentracién de
etanol adicionados a los ensayos durante la
etapa de sacarificacion no ejercen un efecto
significativo en la actividad de la enzima AMG
para la produccién de aziicares reductores.
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Figura 2. Variacién en la concentracién de azicares reductores y concentracién de etanol

versus tiempo, para la hidrdlisis y fermentacién realizadas en un reactor de 5 L
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3. Tanto la temperatura como el tiempo de sa-
carificacion, proporcionan resultados signifi-
cativamente diferentes en sus distintos nive-
les, por lo que son factores muy importantes
en el proceso de hidrélisis enzimatica.

4. Para aumentar el rendimiento de aziicares
reductores, la mejor combinacion de niveles
es una temperatura de sacarificacion de 60
°C y un tiempo sacarificacion de 2 h.

5. La capacidad de las enzimas a-amilasa y
AMG para producir azicares reductores no
se ve afectada al adicionar nutrientes durante
la hidrdlisis enzimatica del almidén de sagu.

6. Los resultados de concentracion de etanol
obtenidos son comparables con valores de
concentracion de (6,0 a 7,5) % v/v usuales
en la industria.

7. La sacarificacién puede llevarse a cabo
paralelamente a la fermentacidn, ain cuando
se opere a 32°C.

8. Se recomienda realizar el proceso con las
mejores condiciones encontradas (60 °C, 2
h) a nivel de planta piloto, y evaluar otros
aspectos tales como agitacion y transferencia
de calor.

9. Para mejorar los niveles de concentracion de
etanol se recomienda realizar el crecimiento
del microorganismo en un medio igual al
sustrato hidrolizado a fermentar para evitar
el tiempo de adaptacién al medio por parte de
la levadura y trabajar con una concentracién
de levadura alta (50-70 millones/mL).

10. Se recomienda utilizar un sistema totalmente
hermético al cual se le haya evacuado el
oxigeno mediante el burbujeo de nitrégeno
al medio, con el fin de comprobar si se da
una mayor produccién de etanol por parte
del microorganismo.
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