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RESUMEN

Aproximadamente el 60% de la produccién global de bioetanol es generada a partir de materia
organica con contenido de almidon, particularmente de papa y maiz. En el Ecuador, la produccién anual
de yuca, papa y camote, tubérculos ricos en almidon, es mayor a las 600 mil toneladas lo cual representa
considerables cantidades de desechos agricolas. La presente investigacion tiene como objetivo
comparar el potencial para la produccion de bioetanol a partir de papa (Solanum tuberosum), yuca
(Manihot esculenta) y camote (Ipomea batatas). Los almidones, previamente extraidos mecénicamente,
se suspendieron en agua al 10% p/v y fueron sometidos a una licuefaccion con a-amilasa (500 TAU/qg,
4h, 80 °C). Para la produccion de bioetanol, se realizaron dos procesos diferentes: 1) sacarificacion y
fermentacion secuencial (SeqSF) y 2) sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF). Para la SeqSF,
el proceso de sacarificacion utilizé glucoamilasa (1425 GAU/g, 3h, 60 °C) seguido de una fermentacion
a 30 °C durante 72 h, con una cepa de vino de S. cerevisiae a una concentracion de 8 g/L previamente
activada. Para la SFF, tanto la levadura como la glucoamilasa fueron afiadidas al mismo tiempo y se
emplearon las mismas condiciones de fermentacién mencionadas. Los azUcares reductores presentes
tras las digestiones fueron medidos mediante el método de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) mientras
que el etanol fue cuantificado mediante GC-FID. Tras las digestiones, los almidones de papa y yuca
poseian 44 g/L de azucares reductores mientras que el de camote 33 g/L. En general, SSF generd una
mayor eficiencia de etanol (40%) comparado con la de SeqSF (30%) sin embargo no se observo ninguna
diferencia entre el tipo de almidon usado. Con esto, el proceso SSF mostrd ser un proceso mas
conveniente que el SeqSF en términos de eficiencia tetrica de etanol.

Palabras clave: bioetanol, digestion enzimética, almidon yuca, almidon papa, almiddén
camote, sacarificacion-fermentacion secuencial/simultanea.



ABSTRACT

Bioethanol from starchy biomass represents 60% of the global generation, particularly potato and
corn. In Ecuador, there is an annual production of potato, cassava and sweet potato, starch rich tubers,
of over 600 thousand tons, which represent large amounts of agri-waste. The present work aims to
compare the potential for bioethanol production from starches of three different tubers produced in
Ecuador: potato (Solanum tuberosum), cassava (Manihot esculenta), and sweet potato (Ipomea
batatas). Mechanically isolated starches were suspended in water at 10% wi/v, and then subjected to
liquefaction with a-amylase (500 TAU/g, 4h, 80 °C). For bioethanol production, two different processes
were assessed: sequential saccharification and fermentation (SeqSF), and simultaneous
saccharification-fermentation (SSF). For SeqSF, saccharification was carried out with glucoamylase
(1425 GAU/qg, 3h, 60 °C). Fermentation was done at 30°C for 72h, with previously activated yeast (S.
cerevisiae, a wine strain) at 8g/L. For SSF, glucoamylase and yeast were added at the same time, and
the process was performed at fermentation conditions. Total reducing sugars, after enzymatic digestion
and during fermentation, were quantified through the 3,5 dinitrosalicylic acid (DNS) method, and
ethanol was quantified through GC-FID. After digestions, potato and cassava starches resulted in
approx. 44 g/L of sugars, while sweet potato starch resulted in 33 g/L. In overall, SSF provided a higher
ethanol efficiency (40%) compared so SeqSF (30%) but no difference between starches was observed.
In terms of ethanol and theoretical efficiency SFF proved to be a more suitable process than SeqSF.

Keywords: bioethanol, enzymatic digestion, cassava starch, potato starch, sweet potato
starch, sequential/simultaneous saccharification-fermentation.
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1. INTRODUCCION

El uso y la aplicacion de energias alternativas producidas a partir de fuentes bioldgicas
ofrecen una solucién para lidiar con la dependencia y el consumo mundial de fuentes no
renovables, como el petréleo. A partir de estas reacciones, los liquidos metabdlicos mas
producidos son etanol y butanol, ambos obtenidos a partir de desechos organicos (Tran,
Cheirsilp, Hodgson, & Umsakul, 2010). A pesar de la importancia y las aplicaciones de ambos
compuestos en muchas industrias, la produccién de etanol se ha centrado en hacer una
sustitucion completa de los combustibles fosiles. Por ejemplo, en la regién de Guangxi en
China, 166.107 millones de litros de gas han sido sustituidos por etanol; sin embargo, se espera
un reemplazo de mas de 618.163 millones de litros de gas, lo que hace que este combustible
alternativo sea una energia mas eficiente que el gas o el diésel (Pu, Dai, Li, Hu, & Wang, 2005).
Las materias primas mas utilizadas para la produccién mundial de etanol son las cafias de
azucar y la remolacha, con un 40% de la produccion mundial, y las materias primas con alto
contenido de almidon, como la papa, la camote y la yuca (Busi¢ et al., 2018). Aunque hay
muchas materias primas organicas adecuadas para obtener etanol, el almidén es uno de los
polimeros mas abundantes y baratos para su produccion.

Particularmente, en Ecuador se cultivan entre 27,000 y 30,000 hectareas de yuca. Esta
cantidad representa una produccion anual de 114,000 toneladas de este tubérculo, segun lo
informado por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia del Ecuador para el afio 2017. Sin
embargo, esta produccidn no se utiliza por completo ni estéa destinada al consumo humano. Por
ejemplo, solo en el Distrito Metropolitano de Quito, se estima que 36.500 toneladas de
alimentos se desperdician cada afio. De estos, el 65% estan representados por tubérculos y

vegetales (Dubbeling, Marielle, Bucatariu, Camelia, Santini, Guido, Vogt, Carmen, 2016), lo
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que hace que estos desechos sean adecuados para producir combustibles alternativos, como el
bioetanol, debido al almidén que contienen.

Para obtener etanol a partir de almidon, se necesita un proceso de hidrolisis, que puede
ser quimico, enziméatico o ambos. Esta investigacion utiliza una hidrélisis enzimatica para
convertir los polisacéridos del almidén, la amilosa y la amilopectina, en cadenas glucosidicas
maés pequefias (Nielsen et al., 2012). La primera enzima del procedimiento es la a-amilasa que
rompe las cadenas lineales de amilosa y las cadenas ramificadas de amilopectina en maltosa,
un disacarido, en un proceso de licuefaccion. Después de esto, se agregan glucoamilasa o
amiloglucosidasa para convertir los disacaridos en monémeros de glucosa en un proceso
Ilamado sacarificacion (Nielsen et al., 2012). EI ultimo paso para obtener bioetanol es la etapa
de fermentacion, que se realiza mediante el uso de diferentes microorganismos, como el género
Saccharomyces. En estudios anteriores, se opto por hidrolizar y fermentar el almidén de yuca
(Manihot esculenta) en un proceso simultaneo de sacarificacion / fermentacion (Kim et al.,
2010; Shanavas, Padmaja, Moorthy, Sajeev, & Sheriff, 2011). Ado, Olukotun, Ameh y Yabaya
(2009), demostraron que el uso de Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus niger para la
fermentacion, previene la acumulacion de concentraciones inhibitorias de azUcares reductores,
por lo tanto, se logra una mayor actividad enzimatica y una mayor cantidad de almidén
metabolizable. Debido a esto, se obtiene un mejor rendimiento de etanol.

Con respecto al uso de la papa (Solanum tuberosum), las investigaciones han
demostrado con éxito que el uso de desechos industriales de este tubérculo permite mejorar el
proceso de produccion de bioetanol mediante el uso de diversos medios de fermentacion o
ayudando a la hidrélisis enzimatica con ultrasonido Por ultimo, los estudios han demostrado
que el uso del camote (Ipomoea batatas) en el proceso de fermentacion también asegura
resultados favorables en términos de rendimiento de etanol (Lima et al., 2017) generados por

la cascara o el almidon del tubérculo, lo que hace que este crudo material un candidato
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interesante para reemplazar el uso del maiz en la produccién de biocombustibles (Ziska et al.,
2009). Vale la pena mencionar que los estudios citados han utilizado Saccharomyces cerevisiae
en un proceso simultdneo de sacarificacion y fermentacion. Recientemente, se han llevado a
cabo investigaciones relacionadas con las propiedades fisicoquimicas del almidon de camote
mediante fermentacion espontanea (Ye, Xiao, Liang, Zhou, & Zhao, 2019).

The farming of cassava, potato and sweet potato in Ecuador is substantial. As
mentioned earlier, the annual production of cassava is 114 tons, while potato and sweet potato
are 410.000 and 10.000 tons respectively, being sweet potato the crop that has acquired greater
agricultural growth in the last three years as the National Institute of Agriculture and Farming
Investigations (INIAP) reports.

Due to the high quantity and availability of these tubers, their use for the generation of
bioethanol is feasible. Particularly in the case of Ecuador, there is a project aimed to the partial
addition of biofuels in oil cuts. Currently, it is called Ecopais which is a light duty gasoline
with a 5% of bioethanol in its composition. In the year 2016, fossil fuel consumption in Ecuador
was 274.000 barrels per day being, a third of this figure intended for transport in the form of
gasoline and diesel (US Energy Information Administration, 2017), while closing in 2017, the
sale of Ecopais was 310 millions of gallons (Agencia de Regulacion y Control
Hidrocarburifero, 2017).

El cultivo de yuca, papa y camote en Ecuador es sustancial. Como se mencioné
anteriormente, la produccion anual de yuca es de 114 toneladas, mientras que la papa y el
camote son 410,000 y 10,000 toneladas respectivamente, siendo el camote el cultivo que ha
adquirido un mayor crecimiento agricola en los ultimos tres afios como reporta el Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

Debido a la gran cantidad y disponibilidad de estos tubérculos, su uso para la generacion

de bioetanol es factible. Particularmente en el caso de Ecuador, existe un proyecto destinado a
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la adicion parcial de biocombustibles en los recortes de petroleo. Actualmente, se Ilama
Ecopais, que es una gasolina ligera con un 5% de bioetanol en su composicion. En el afio 2016,
el consumo de combustibles fésiles en Ecuador fue de 274,000 barriles por dia, un tercio de
esta cifra destinado al transporte en forma de gasolina y diésel (US Energy Information
Administration, 2017), mientras que en 2017 la venta de Ecopais fue de 310 millones de
galones (Agencia de Regulacion y Control Hidrocarburifero, 2017).

Es muy importante tener en cuenta que, dado que el almidédn es un tipo de biomasa
primaria, su uso y aplicacién para la produccion de biocombustibles debe usarse solo a partir
de residuos o tubérculos sobrantes para evitar la competencia con el sector alimenticio,
proporcionando asi una generacion de energia alternativa limpia, tanto ética como
ambientalmente.

Los estudios relacionados con la sintesis de bioetanol a partir de almidones es un area
ampliamente explorada, sin embargo, no se han llevado a cabo estudios extensivos vy
comparativos de bioetanol obtenidos de yuca, papa y camote. Asimismo, la literatura no
informa el uso de variedades existentes de estos tubérculos (yuca, papa, camote) en Ecuador,
por eso es obligatoria una caracterizacion proximal de los almidones. De manera similar, la
concentracion Optima de a-amilasa en el proceso de licuefaccion y la concentracion de
glucoamilasa en el proceso de sacarificacién no se han estudiado ni comparado entre diferentes
almidones en trabajos previos. Por esta razon, es necesario determinar los rendimientos de
produccién de bioetanol utilizando la digestion enzimatica de diferentes fuentes de almidén,

como la yuca, la papa y el camote.
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1. Materiales

Para esta investigacion se utilizaron 2 kg de cada materia prima. Para el proceso de
digestion y fermentacion se requirieron 5 g de Saccharomyces cerevisiae Lalvin Bourgorouge
RC212, a-amilasa (Gamalpha Spezial AB Enzymes), glucoamilasa (Gammadex Cal AB
Enzymes). Para la caracterizacion proximal de los almidones se utilizaron &cido 3,5-dinitro
salicilico al 1%, hexano, &cido borico al 4%, acido sulfurico al 98%, hidréxido de sodio al 35%

y &cido clorhidrico al 0,2 N.

2.2. Extraccion de almidones

Para este proceso se utilizd el método patentado Kirkpatrick y Speakman para la
extraccion de almidon (Kirkpatrick & Speakman, 2018). Se realiz6 una extraccion mecanica
de los tres almidones diferentes mezclando los tubérculos con agua, precipitando el almidén y
lavandolo con etanol al 70%. El almiddn obtenido se secé a 40 ° C hasta peso constante, en un

horno de conveccion.

2.3. Caracterizaciéon de almidones

Se realizaron anélisis de humedad, cenizas, lipidos, proteinas, azlcares reductores por
triplicado para cada uno de los tres almidones diferentes.

Para la humedad y las cenizas, se aplicaron los métodos AOAC 934.01y 932.01 (Thiex,
2009) respectivamente.

La cuantificacion de los lipidos se realizd mediante una extraccion sélido-liquido
utilizando la metodologia AOAC 2003.05 y 2003.06 (Thiex, Anderson, & Gildemeister, 2003)
con 2 g de muestra en un equipo de extraccion de solvente Soxhlet Velp Scientifica SER 148

durante tres horas usando hexano.
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El contenido de proteina se obtuvo por el método Kjeldahl con &cido bérico al 4%,
como se muestra en AOAC 960.52. Se realiz6 una digestion en un digestor DK6 Velp,
utilizando 0,5 g de muestras de almiddn. La destilacion de la solucion digerida se realiz6 en un
destilador semiautomatico UDK 139 y finalmente se tituld6 con &cido clorhidrico 0,2 N e
indicador Tashiro. El contenido de proteina se calculd utilizando la ecuacién (1).

Vict * Nuci * Wa,

% Proteina = ] X 6.25 * 100% @

Mmuestra

Vyci: Volumen de titulacién de &cido clorhidrico [ml]

Ny Concentracion exacta de acido clorhidrico [N]
Wy, : Peso molecular del nitrogeno [ﬁ]

M yestra: P€SO inicial de la muestra [mg]

2.4. Procesos de digestion enzimatica

Para encontrar las condiciones de digestion mas apropiadas, se evalu6 la actividad de
cada enzima por la cantidad de azucares reductores obtenidos después de los procesos de

licuefaccion y sacarificacion. Este método se muestra en la Figura 2.1.

Almiden Licuefaccion Maltosa Sacarificacion Glucosa Determinacion
=> (a-amilasa) => (glucoamilasa) => Azucares Reductores
(DNS)

Figura 2.1. Diagrama de bloque de procesos de digestion enzimatica.

Las condiciones de operacion para los procesos en la Figura 2.1 se han determinado a
partir de la informacidn proporcionada por el fabricante. La Tabla 2.1 muestra las condiciones

utilizadas en esta etapa.
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Tabla 2.1. Condiciones de operacion utilizadas en procesos de licuefaccion y sacarificacion.

Proceso Tiempo digestion [horas] | Temperatura [°C] | Concentracion almidon [%]
Licuefaccion 3 80 20
Sacarificacion 2 60 3,6,10, 15,20

Para la licuefaccion, se usaron 30 g de almidon en un volumen de digestion de 150 ml
(20% p/v). La digestion se realizd con 500 TAU/g de a-amilasa (Gamalpha Spezial AB
Enzymes) durante 3 horas a 80 ° C en presencia de condensador de reflujo en un manto
calefactor con agitacion.

Después de la licuefaccion, la solucién digerida se diluyd para obtener concentraciones
de almidon del 20%, 15%, 10%, 6% y 3% p/v. En tubos Falcon, se afiadieron 15 ml de cada
concentracion de almidon con 1425 GAU/g de glucoamilasa (Gammadex Cal AB Enzymes).
La sacarificacion se llevd a cabo en una incubadora HYSC SI-64 150 con agitacion durante 2
horas a 60 ° C con agitacion a 50 rpm.

Los azUcares reductores, después de la licuefaccion y la sacarificacion, se estimaron
mediante el método DNS (Bernfeld, 1955) utilizando 1 ml de la muestra ademas de 5 ml de
agua destilada y 1 ml de acido 3,5-dinitro salicilico al 1% en un tubo de ensayo. La solucién
preparada se coloco durante 5 minutos en un bafio de agua a 100 °C y se enfrié a temperatura
ambiente. Finalmente, la solucién se midi6 en un colorimetro Hach DR 800 a 550 nm. La
concentracion de almidon al 10% se selecciond como la mejor opcién para la

sacarificacién/fermentacion secuencial y simultanea, como se explicara mas adelante.

2.5 Fermentacion

Las fermentaciones se realizaron durante 72 horas a 30 °C en una incubadora con

agitacion a 50 rpm. Se usaron tubos Falcon como recipiente de fermentacion con tapones de
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algoddn /gasa y mangueras de PVC dirigidas a una trampa de hidroxido de sodio 2M para
atrapar CO,. Todos los materiales mencionados se esterilizaron en una autoclave de vapor a
150 °C durante 15 minutos a una presion de 0,17 MPa.

Para el proceso de fermentacion, se afiadieron 30 ml de la solucion digerida del proceso
enziméatico en los recipientes con 0,24 g (Shanavas et al., 2011) de levadura de vino
Saccharomyces cerevisiae Lalvin Bourgorouge, que se activo previamente durante 30 minutos
a 30 °C en el mismo medio de fermentacion. Para la sacarificacion/fermentacion simultanea
(SSF), se agregaron 1425 GAU/g de glucoamilasa junto con la levadura después de la
licuefaccion. Para la sacarificacion/fermentacion secuencial (SeqSF) solo se afiadid levadura
después del proceso de sacarificacion.

Cada 24 horas se tomaron muestras de la fermentacién para analizar azlcares

reductores y cuantificar etanol.

2.5.1 Caracterizacion del producto fermentado

Los sélidos totales suspendidos se calcularon siguiendo el método APHA (Greenberg,
Clesceri, & Eaton, 2017) usando 5 ml de muestra y secandola en un horno durante 24 horas a
105 °C.

El contenido de etanol de las fermentaciones se midid en un cromatografo de gases
Thermo Scientific con detector FID utilizando un estandar interno.

El método requirié una extraccién liquido-liquido utilizando 1 ml de la muestra con 2
ml de diclorometano. Se recuperd 1 ml de la fase organica, se filtrd y se mezcld con 12,5 ul de

alcohol isopropilico como estandar interno.
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2.6 Andlisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado (n = 3). Los resultados se
informan como el promedio + desviacion estandar. El analisis de los datos y las diferencias
significativas se determinaron mediante ANOVA con comparaciones por pares Tukey-HSD.

Se us6 un intervalo de confianza del 95%.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciond anteriormente, este estudio tiene como objetivo comparar la
produccion de etanol utilizando almidones enzimaticos hidrolizados de yuca, papa y camote
para determinar el almidén de tubérculo méas apropiado para la fermentacion secuencial y

simultanea.

3.1 Caracterizacion de almidones

La composicién quimica de los almidones de yuca, papa y camote se muestra en la
Tabla 3.1. Los tres almidones muestran un alto contenido de humedad, que podria deberse a la
absorcion de agua de los alrededores durante el almacenamiento. El contenido de proteinas,
cenizas y lipidos fue bajo como se informo en investigaciones anteriores (Horstmann, Lynch,
& Arendt, 2017; Moorthy, 2002; Zheng et al., 2016). Se obtuvo una pequefia cantidad de

azUcares reductores, siendo la yuca el almidédn con el mayor contenido de azucares libres.
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Tabla 3.1. Composicion proximal de almidones de yuca, papa y camote.

Fuente Almidon
Yuca Papa Camote
(M. esculenta) (S. tuberosum) (1. batatas)
Rendimiento Extraccién
[g Almiddn/g Tubérculo] 0.122 0.126 0.123

Proteina [%6] 0.840 + 0.002 1.095 +£0.008 0.2098 +0.002
Grasas [%] 0.020 +£0.0003 0.0321 £0.001 0.0263 +0.001
Humedad [%6] 14.690 +0.004 14.254 +0.001 9.241 +0.001
Cenizas [%0] 0.371 £0.001 0.644 +£0.001 0.094 +0.001
Azucares reductores [g/L] 8.027 £ 0.122 3.640 £ 0.106 3.493 £ 0.061

3.2 Digestiones enzimaticas
3.2.1 Azucares reductores después de sacarificacion

Para el proceso de sacarificacion, se han estudiado diferentes concentraciones de
almidén a una concentracion enzimatica constante, como se muestra en la Figura 3.1, la
cantidad de azucares reductores aumentd linealmente a concentraciones de almidon mas altas
hasta 20% de almiddn. Se observa un aumento menor en la concentracion de azlcares
reductores entre el 15% y el 20% del almidon, alcanzando gradualmente una meseta de
produccidn de azlcar reductora al aumentar la concentracion de almidon. El andlisis estadistico
no mostro diferencias significativas entre estas dos concentraciones (p> 0.05). Mientras tanto,
las concentraciones de almidén al 3% y 6% proporcionaron una conversion de azucar reductora
baja, por lo que se selecciond la concentracion de almidén al 10% para los procesos de
fermentacion. Ademas, la digestion del 10% mostrd una viscosidad mas baja que las obtenidas
de las digestiones de almidon con 15% y 20%, especialmente para el almiddn de camote, que

eran dificiles de manejar y analizar debido a su alto contenido de solidos.
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Segun los analisis estadisticos realizados para esta seccion, la concentracion de azucar
reductora solo depende de la concentracion de almidon utilizada, pero no se encontraron
diferencias entre los almidones de diferentes tubérculos (p> 0.05).

El contenido de azucares reductores después del proceso de licuefaccion no se presenta
en esta seccion debido a las dificultades e interferencias encontradas al medir las muestras con
el método DNS debido a su alta densidad y la presencia de solidos.

16 ~ R?*=0.993

14

12

[EnN
(e}

g Azucares reductores/ 150 ml
Solucién
o

6% 10% 15% 20%
Concentraciéon Almidoén [% p/v]

Yuca mMPapa M Camote

Figura 3.1. Azlcares reductores presentes en 150 ml de digestion después de sacarificacion
de almidones.

3.3 Fermentacion

La cuantificacion del consumo de azucar sirvio para dos propoésitos en esta seccion. El
primero fue evaluar como la levadura estaba utilizando el sustrato, para poder comparar los
resultados de produccion de etanol, y el segundo fue usarlo como un método indirecto de

crecimiento de la levadura.
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El consumo de azlcar durante las 72 horas de sacarificacion/fermentacion secuencial
(SSF) y simultanea (SeqSF) se muestra en las Figuras 3.2 y 3.3, respectivamente. Para los dos
métodos, se usd una cantidad considerable de azlcar dentro de las primeras 24 h, con hasta 62-
70 g de azucares reductores/L para almidones de yuca y papa.

El almidén de camote muestra un comportamiento interesante ya que, a diferencia de
los almidones de yuca y papa los cuales la levadura consume rapidamente en ambos procesos
de fermentacion, este tiene un consumo lento de azucar durante SeqSF, con 20 g de azUcares
reductores/L después del primer dia. Esto podria suceder porque la solucién mostré un alto
contenido de solidos disueltos y una gran cantidad de las azGcares mencionadas, por lo tanto,
una alta viscosidad. Estas caracteristicas estdn presentes en fermentaciones de muy alta
gravedad (VHG), aunque las fermentaciones realizadas en estas investigaciones no se
realizaron en las condiciones mencionadas (Zhang et al., 2010)

Cuando se trabaja en condiciones de VHG, el alto contenido de solidos y azlcares
disueltos puede aumentar la presién osmotica de la solucion, proporcionando estrés a la
levadura y creando una inhibicion por retroalimentacion para la glucoamilasa (Lareo et al.,
2013; Zhang et al., 2010). Como se usa una concentracion mas baja de azucares iniciales en la
SSF, los factores de inhibicion explicados anteriormente desaparecen debido a una tasa de
produccion / consumo mas equilibrada de azlcares reductores que favorecen el crecimiento
celular de la levadura en lugar de la actividad enzimatica en las condiciones operativas dadas
(Shanavas et al., 2011).

Ademas, el analisis estadistico mostré que el consumo de azUcar en SSF es
significativamente mas lento que en SeqSF, y que las mediciones de azucar a las 48 y 72 horas
no muestran diferencias, lo que indica que la mayor parte del aztcar se ha consumido y la
fermentacion ha terminado después de las primeras 24 horas. Esto significa que la fase de

crecimiento exponencial de la levadura ocurre dentro del primer dia de fermentacion, por lo
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que la mayor parte del etanol se producird en esta etapa, ya que es un metabolito primario
(Henderson, Lozada-Contreras, Jiranek, Longo, & Block, 2013). Para extender la fase de
crecimiento celular exponencial a 48 y 72 horas, se podria usar una mayor cantidad de azUcar

al comienzo de las fermentaciones.
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Figura 3.2. Consumo de azUcares reductores durante sacarificacion/fermentacién secuencial
(SeqSF) por 72 horas para cada tipo de almidén digerido.
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Figura 3.3. Consumo de azlcares reductores durante sacarificacion/fermentacion simultanea
(SSF) por 72 horas para cada tipo de almidon digerido.
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Los resultados de los soélidos totales suspendidos después de cada fermentacion se
muestran en la Tabla 3.2. El total de sélidos en suspension se puede usar como un indicador
del crecimiento de la levadura (Galinha, Sanches, & Crespo, 2018) y la digestion del almidon.
Sin embargo, no existe un patrén claro en la cantidad de s6lidos en cada una de las
fermentaciones analizadas, por lo que para encontrar una tendencia, este ensayo debe hacerse
antes de la fermentacion. Parece que el mayor crecimiento de levadura podria tener lugar con
el almidén de papa en SeqSF.

Tabla 3.2. Solidos totales suspendidos tras 72 horas de fermentacion

Almidon Fermentacion g Solidos Totales/L
Yuca SeqSF 13.760
SSF 17.700
Papa SeqSF 23.980
SSF 14.980
SeqSF 16.100
Camote SSF 16.520

La eficiencia del etanol se muestra en la Figura 3.4 comparando el rendimiento tedrico
de etanol con el experimental. En SeqSF, los almidones de yuca y papa tienen una eficiencia
similar mas alta que la obtenida por el almidon de camote, mientras que en SSF este almidon
alcanza casi un 50% de eficiencia. A pesar de esto, no existe una diferencia significativa entre
los almidones (p> 0.05), por lo que el unico factor importante es el tipo de fermentacién. Para
esto, la fermentacion simultanea tiene mayores valores que la secuencial, asegurando que es
un proceso mas adecuado para la produccién de etanol independientemente del tipo de almiddn

utilizado para los diferentes métodos de fermentacion.
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Figura 3.4 Eficiencia de etanol para procesos de sacarificacion/fermentacién secuencial y
simultanea de cada tipo de almidén.

Los valores de eficiencia de etanol obtenidos son méas bajos que los reportados en la
literatura, pero debe tenerse en cuenta que en esta investigacion no se aplicaron las condiciones
de VHG (Zhang et al., 2010).

Como se ha mostrado en estudios anteriores, SSF es un proceso gque garantiza una
mayor productividad debido a: una reduccién en los problemas de inhibicion del producto final
con enzimas, un mejor tiempo de reaccion general y menores costos de inversion y operacion
(Olofsson, Bertilsson, & Lidén, 2008; Pinaki, Lhakpa, & Joginder, 2015), por lo que en
términos de produccion de bioetanol a gran escala, SSF es un proceso mas adecuado para
obtener este biocombustible. Dado el hecho de que no hay diferencia en el uso de almidones
de diferentes fuentes para producir més etanol, la produccion a gran escala podria realizarse a
partir de desechos de biomasa con alto contenido de almidon, como los tubérculos utilizados

en esta investigacion y una alta productividad, Se debe lograr rendimiento y eficiencia.
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4. CONCLUSIONES

Este estudio comparativo revel6 que la fuente de almidén no es un factor que afecte
significativamente la cantidad de azlcares reductores después de los procesos de digestion y,
por lo tanto, la produccion de bioetanol durante la fermentacion. Este hecho implica que el uso
de cualquier residuo agricola con alto contenido de almiddn podria ser igualmente efectivo y
adecuado para la produccion del biocombustible.

El proceso de fermentacion de sacarificacion simultanea (SSF) demostrd ser un mejor
proceso general en términos de productividad, rendimiento y eficiencia de etanol en
comparacion con la sacarificacion secuencial y la fermentacion (SeqSF), independientemente
del tipo de almidon utilizado. Ademaés, se observo un mayor consumo de azUcares reductores
en la SSF, lo que demuestra que este proceso proporciona condiciones mas apropiadas para el
crecimiento celular. Como los azUcares se consumieron rapidamente durante las primeras 24
horas, se cree que las fermentaciones podrian llevarse a cabo en periodos més cortos, y se debe
tomar una muestra mas frecuente dentro de este periodo de tiempo para observar un
comportamiento més detallado del crecimiento de la levadura y produccién de etanol en las
fermentaciones. Para una mayor produccion de etanol, se podria usar una mayor concentracion
de almidon con una cepa mas resistente de S. cerevisiae y en presencia de un tampon dentro

del medio de fermentacion.

Las cascaras y los desechos de tubérculos, como los utilizados en esta investigacion,
podrian ser una opcion de biomasa interesante para futuros estudios de produccion de bioetanol
utilizando SSF. Para dar un mejor enfoque a la produccion a gran escala de bioetanol a partir

de estos desechos, se deben realizar estudios de pre factibilidad y factibilidad.
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