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RESUIMNEN

T

®l presente estudio es un trabajo de investigacibn, que con-
sidera la factibilidad +técnica de l2 obtencidn de alcohol etilico
por fermentacién a partir de yuca. Z1 almiddn de harina - de yuca
fue transformado en alcchol mediante un proceso de dos etapas;
prizero el almiddn fue hidrolizado a glucosz utilizando el método

de hidrdlisis por fermerntacidn sumergida con Asvwergillus niger,

célnla viva responsable de la transformacidn bioguimica, que asi-
mila diversas sustancias, se reproduce y produce enzimas que de-
grzdan el almiddnj; scgundo la glucos2a en sclucibn obtenida, fus
trarsformado en alcohol etilico por accidn anaerobia de las leva-—

duras, Saccharomyces cerevisias.

Los exnerimentcs para la hidrblisis ror fermentacién sumer—

gica fueron llevados a cabo en fraccos erlenmeyer de 250 ml y 1la

(8

hiér8lisis fue estudiado en funcidn de la fuente de nitrdgeno, tem
peratura, pE inicial y concentracidn de substratojobteniéndose co—
mo resultados los siguientes parimetros &>timos: 4.3 g/l de sulfa-
to de amornio como fuente de nitrbgeno, pH inicial del meéio 3 a 4,
temperatura de incubacibén 30 a 32°C, concentracién de substrato
10 a 12 % (W/v) 7 un tiempo de fermentacién de 110 horas. El avan-—
ce de la reaccidn se control§ siguierdo el curso de formacidn de
glucosa por el método de Killer modificado por Mandels, con el 4-

cido 3,5—dinitrosalicilico.



»

La concentracién értima de substrato 10 2 12 % (w/v) para la
hidrélisis, fue determinado mediante el estudio cinético de la
reaccidn bioguimica (saturacidn de la enzima por el substrato) si-
guiendo el modelo de la ecuacidn cinética de lMichaelis-I‘enten,con—
siderando como tiemno inicial para la velocidad inicial de re-—
accibn, el térmiro de la fase de latencia del microorganismo de-
terminado para esie estudio (46 horas), sin embargo la mejor con-
versidn de almiadn a glucosa 94.1 %, se obtuvo al 2 % (w/v) de con

centracibn de substrato.

Tara 1z obtencidn de alcohol: se realizaron dos experimentos
batch en dos fermentaiores diferentes de cinco litros. ZFrimero se
llevd a cabo la hidrdlisis por fermentacidn sumergida del almidén
de yuca en un erlenmeyer de cinco litros conteniendo tres litros
de medio, bajo condiciones Sptimas deterniradas en frascos de 250
gl agregindose uns centidad adecuada de indculo de Asner~illus ni-—
ger, obtenifndose 242.2 g de glucosa en solucién con T4.1 % de con
versibn. El mosto fermentescible obtenido (glucosa en solucidn)fue
acendicionado para la fermerntacibén alcohflica, con fosfato de amo-—
nio al 0.05 < (w/%), ajustando el DE del medio a2 4.f5 e inoculando

una cantidad suficiente de indculo de Saccharomvces cerevisiae,lle

vdndose enseguida en marcka le fermentacibnj; cdurante las diez nri-—
meras horas la fermentacidr fue en cordiciones aerohias r a 28°C;
la sezunda parte dc lz Ffermentacidn se realizd vajo condiciones a-
raerotias ; a 30°C, nrotezierio el fermentador de la atmdsfera de

tal manera cns el <istvima pornita poccr

golcmente CC, formado, a
4
las 72 horas de fermentaciln e obtuvo 4,08 50 de alcohol 2n  volu—

men, repraosentendo uxa eficiencia fermentativa de 80.6 7.

El proczszzmiecznto zlotal do conversidn de 21middn a glucosa
mediante fermentacidn sumergida, multiplicacidn de farmentos y Iro
duccidi de alconol d2 buenz calidcd presentd resultcdos satisfac—
torice, jusztificendo la utilizacidn de la juce (23.12 % de almiddn
en base hfweda) como metcria prima renovable en 1o obtorncidn de
alcohol etilico, como ura alterrative en la producci5n de energla

e insumo industriale.
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I. I NTRODUCCION

La problemdtica resultante de la crecients escacez de pstréleo

en el mundo y su elevado costo, aumentd la demanda por fusntes reno-
vables para la produccidén de energia en lugar de los compuestos do o
rigen f8sil, que son agotables; considerardo la tecnologia agro-in-
dustrial disponible, la obtencidn de alcohol etflico por fermenta-
cibn a partir de fuentss baratas de materias primas rerovables, cons
tituye una do las alternativas de produccién de energia, ademds de
aquellas que se pueden obtener ds fuentes no convencionales (onorgia

nuclear, solar, edlica, etc.).

La industria alcoholera en el Ferd, utiliza como materia prima
melaza que es un suo—producto de la industria azucarera, actualmente
ésta atraviesa urna situacidn productiva critica, habiendo sido res-
tringido el uso de la melaza para ciertos fines. la produccién de e-—
tanol utilizando productos amildceos en el Poerd es posible, porgque
existe grandas cantidades ds recursos energdticos que por la caren-
cia de tecnologia no nan sido todavia aprovecnados convenienteomente.
La yuca (Lanihot sp.), se destaca entre las materias primas anil4-
ceas por ser un vegotal con alto contenido de almiddn y de f&cil cul

tivo,.

La regién de la selva de nuestro pais, presenta condiciones e-

colbégicas favorahles para el cultivo de la yuca, sin embargo la fal-



ta de vias de comunicacién y la distancia con respecto a los princi-
pales centros de consumo, condiciona y limita el cultivo de la yuca
a determinadas &reas geogréficas. lLa produccidn ds yuca en ol  Pord
estf exclusivanmenta destinada a la alimentacidn humarna y animalj; por
tanto, la produccidn tara la obtecncidrn de alcohol debs origirarse a
partir de nuevos cultivos de juca a fin de evitar el desabastecimicn
to. Los nuevos cultivos abastecerian a las destilerias de alcohol

qus sc instalarian en zonas descentralizadas, incentivando de  esta
manera al agricultor con amplias persrzectivas, creando nucve fuentae
de trabajo en el campo, asi como en la irdustria, con el consziguisn
te beneficio para @l desarrollo agro-industrial de las zones rurales

del pais.

Ia firalidad principal del estudio, es contribuir a la inves—
tigecidn, para la obtencidn de alcohol etilico por fermentacidn a
partir de yuca, ol motivo fundamental que ha incentivado la utiliza-
cibén de la materia prima es su renovabilidad y alto conternido ds al-
middns la produccibn dec alcohol es importante porque constituye uno
de los insumos fundamentales en la industria quimica, ademiZs de nue-—
va fusnte de energfa. Para fabricar alcohol de yuca, primeramente se
debe hidrolizar el almiddn, a fin de obtener azicares fermentesci-
bles; la fase de hidrdlisis requisre una especial atencidn, teniendo
en cuenta que la referida etapa constituye un factor que eleva el
costo de produccién dae alcohol, en comparacidn con el obtenido de ca
fia de azucar. la segunda etapa del proceso de fabricacidn es la fer-
mantacibén alcohdlica, que ha sido objeto de muchos estudios en las
Ultimas d8cadas, donde se ha dado especial atencidn al comportamien—

to fisioldgico de las levaduras (Saccharomyces cerevisize), y la ci-

nética del proceso fermentativo.

El proceso de hidrdlisis puede realizarse mediarte la via &ci-

da o enzimdtica. La hidrdlisis &cida es un proceso obsolcto, de sle-



vado costo y no recomsndable; cuando se utiliza el método enzim&ti-
co con anzimas vegetales o animales el proceso es relativamente cos
toso, pero al utilizar snzimas microbiales (puras o farelos) el cos
to disminuye considerablemsnte. lLa importancia del presente estudio
reside en la utilizacidn de un torcer método de hidrélisis "HIDRO-
LISIS FCR FERITZITACION SUMERGIDA", donde el agente responsable de

la transformacibn bioquimica es una célula viva (Asnersillus niger)

que asimila diversas sustancias, se reproduce y produce enzimas que

degradan el almiddn.

Existe trabajos de investigacidn sobrs la obtencidén de alco-
hol por fermentacidén a vartir de yuca efectuados en Brasil por A-
RAUSO (1), U=Di (44), VERA (47); en Paraguay por ROMERO (40); en
Australia por McCAAN-SADDI™R (31), quisnes utilizan la via enzini-
tica microbial con farslo enzimitico para la hidrdlisis del almidén
reduciendo el costo de esta etapa limitante del proceso alcohdlico
a partir de sustancias amildceas. I'cCAAN-SADDIER (31) reportan ade-
mZs rasultados de un estudio comparativo sobre costos de produccidn
de alcohol a partir de yuca y petréleo, informando que sl obtenido

a partir de yuca, resulta més econdmico.

Er base a los antecedentes descritos, los objetivos fundamen-

tales del praesentec trabajo comprende los siguientes:
-Daterminacidn de la composicidbn quimica de la yuca.

-Determiracibén do los pardmetros éntimos (fuente de nitrdgeno,
DF inicial, tempsratura, concentracidn de substrato) gque a-
fectan el desarrollo de la hidr3lisis por fermcrnizcibén  su-

mergida con Asrerzillus nigcer, para la obtencidn 28 glucosa.




-Estuiio de la cinética bioguimica del proceso de hidrélisis
por fermentacidén sumargida mediante la ecuacidn cindtica de

Michaelis-lienten,

—Cbtencidn de glucosa a partir de yuca er un fermentador de

cinco litros,

-Obtencidn de alcohol etilico en un fermentzdor de cinco li-

tros a partir de la glucosa obtenigda.



II.REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 MATERTA PRITA: YUCTA

La yuca es un arbusto originario de Sud-América (Brasil), de
tamafio varizblea de 1 2 5 m de altura, el tamalio promsdio de las
raices es de 50 cnm, con un didmetro de 10 cm, constituida externa-
mente de una pelicula fina llamada cértex, ror devajo de &sta exis
te otra pelicula blanca o amarillenta denominada entrecdscara, por
debajo de la cual se encuentra el cuerpo de la raiz rica en almi-
dén y pequeiias particulas de celulosa, en cuya parte central estd
localizada la nervadura central, estructura fibrosa lignificadajel
tallo es de consistencia lefiosa, uras veces derecho, otras ramifi-
cada, segin la edad cambia parcialmente de color verde a grisiceo,
de pardo a rojizo; las hojas son alternas simples, tienen vida cor
ta, de forma palmipartidas con cinco a siete 1ldbtulos; las  flores
son de color amarillo, unisexvales, ubicadas en raniculos termina-—
les; el fruto es una cipsula ovoidea, de color verde, generalmento
con cinco bordes longitudinalses ondulados de color rojizo; las se-—
millas son de forma aplanada de 10 mm de largo por 5 mm de ancho ¥y
prasentan una cubierta brillante con manchas oscuras EBERANBILA (7),
MOTAIDC (33) y ZGiamTa (48).

™ el Ferli se le conoce con el nombre de yuca, en 8l Drasil
con el nombre de mandioca, nombre que fue reconocido nor el Primer

Encuentro de Investigadores de Yuca, realizado en Szo Paulo=Rrasil,



en general en los paises como Venezuela, Colombia, Cuba, Costa Rica
y el Per se utiliza la palabra yuca, en México con el nombre de
huacamote, en paises de habla inglssa se utiliza el de cassava LOF—
TAITO (33).

Iz yuca es uno de los cultivos alimenticios mfs importante de
los trdpicos, es ura planta muy adaptable gque puede crecer cdentro
de amplios limites amtientales, desde el nivel del mar hasta 1500
MeS.N.Me 0 QUizgis basta 2100 m de altitud. Siendo extremadsmente re
sistente a las sequias, puede crecer bajo condiciones mmy aridas,
rero también prospera en regiores de precipitacidén excesiva. Sin enm
bargo =e necosita de un clima cAlido houiogénoo, el dptimo es de u-
na temperatura mecia arual al rocdedor de 24°C y prosiera mejor hajo

— \
4

. - . " s \ ey -
cordiciones de bhumedad relativamente alta MCITATIDO (33; e PRET(35 )

%l cultivo en el Ferd parz el afic 1979 ka sido de 35,044 hec—
tireas sembradas de yuca, con un rendimisnto promsdio de 11,487 ¥g
Por Za, con una nroduccidn total de 402,545 T que alcanza un valor
calculzde de 7'881,5€2 en miles de soles oro; tamhidn cabe
mencidn que la yuca ocupa =1 segundo lugor entres los tubdrculos que

vroduce el Ferd, después de la papa .

. & . ~A
la mayor parte de la rroduccidn racioral (70 <), se ancuentra
en la selva, princiralmente »#n los despartamentos de Lorsto y San
Martin. ™n la costa la superficie mds importante de este cultivo as

t4 concentrada en el norte BRAIBILL (7).

+ Anvario Estadistico Agricola: Ilinisterio de Agricultura y Alimen—

tacidn, 1979.



Son numaerocas las variedades de yucz que se cultivan en el

Feri, no se ha establecido ain la clasificacibn y evaluacién Ade

todas ellag y existe corfusionaes respecto a los nombres. Sezin lec

2ride reportado vor BRAMBILA (7), existe cinco especies de

mani -

hot en la selva peruanat 1anihot esculenta, llanihot weberbaueri,

¥anihot ravoniana, Manihot lanesrifolia, 7 lanikot dulcis,

2+¢1¢1 CLASTFICACICN TAXCICITICA

LOIMTAID0 (33), presenta la siguiente clasificacidn:

2,2 NMICROORGAITISIIOS

Reino
Divieidn
Sub—-div.
Clase
Sub-clase
Crden
Sub-orden
Familisa
Sub~fam.
Tribu

Género

Tegotal
Fhanarogamas
Angicspermas
Dicotileddneas
Choripstales
Geraniales
Tricoccas
Burhorbiaceas
Crotonidas
llanihoteas

Narnihot

Los microorsanismos son organismos vivos unicelulares

o malti-

celulares gue se agrupan dentro del reino Frotista, propuesta por

Faeckel en 1866, los miembros de este reino se distinguen de las

nlantas verdaderas

v de los animales por su organizacidn simplse.

Los protistas se sub—dividen como se muestra en la figura 1 BAILEY

(3), JAWEDZ (23).

Los microorganismos de importancia industrial transforman y/b



se alimentan del componente Gtil de la solucidn o suspensidén de
substrato por un mecanismo de difusidén y no por ingestidn de las
particulas sdlidas. Al igual que todos los seres vivientes ellos
cunplen el ciclo vital de crecimiento y reproduccidn, el cual tie

ne como resultado las transformaciones bioquimicas COULSO (13).

RTIZO PRCTISTA
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Fig. 1.,~-R=I!0 PRCTISTA

El objetivo industrial, por lo menos donde se consideran pro
ductos bioquimicos, es usar una parte del metabolismo glowal parz
una tranzformacidn biogquiwica particular. Esto se logra de manera
ventajosa suministrando matoria prima o substrato que contanga el
compuesto orgénico primario, aparte de aquellos metabolitos roque-—
ridos para la supervivencia dcl microorganismo BROCK (10),3ERHARDT
(16), INSTITUTC D= IICROBICLCGIA (22), JawETZ (23). Los  requeri-

. » .
mientos basicos sont
a.— Ilutrisntaes

~Fuente de carboro.~Todos los organismos requiersn una fuente
de carbono para la sintesis ds los numerosos compuesios orgi
nicos qua constituyen el protorlasma celular, Frecuontemerta la

fuente de ererzia y carbono ss al compuasto orzdnico que sa oxida



.- L4
para liverar energia ¥y a la vaz nrovee el carbtono estructural para

la sintesis de ur nuevo material celular.

—Fuents de nitréseno.-la forma an la cual se reauiere el nitrd
£ gl

gono depenéz de las facultades enzimfticas reductoras del mi-

croorzarisno, encontriniosa en el protorlasma celular combinado en

forma orgArica. Siernco las fuentes mis importantes: Sulfato de a-—

. - A 3 L4 - . .
morio, cloiuro da amoric, Urea y nitrato de amonio,

—Sustancias inorzfnicas.-idemfs &2 carbono y nitrdzeno las cé-

=

vlas microbianas recuisrsn otros minerales para su crecinicn
te (2, ¥, 3, I'g,Fa), los fosfatos de potasio y sodio son importan-
tas en la sintesis de d&cidos nucleicos y como amortiguadores  del
pE dsl msdio, cloruro de calcio como un estabilizador de las enzi-
mas extracelulares s intarviens en el proceso de asporulecidn T

germinacibén microbizna.

-FFactores da crecimiento.-Son las vitaminas, tales comoj B1,

32, B3; Gcido pantotdnico, purira, pirimidina, =2minodcidos.

be~ P9 inicial

Cada organismo tiene unz margen de DPH dentro del que es posible
su crecimiento ¥y generalmente tambidn tienen un pH S»ptimo bien de-

finido.
Cc.= Temperatura

Ia ten sratura es uno de los factores ambientales més importan
tes que influyen en el crecimiento y supervivencia de los microor-
ganismos; cuando se aumerta la tamperatura las reacciones quimicas
7 enzimdticas de las células se producen a un ritmo mis rdpido y
el crecimiento se acelera, el auvmento excesivo de temperatura inac
tiva irreversiblemente las proteinas, dcidos nucleicos y otros com
ponentes celulares; la temperatura Optima estd siempre mids  cerca

del miximo que del minimo.



d.- Agua

Permite la disolucidén de los sélidos facilitando el
intercambio idnico a través de la membrana citoplasmitica
de los microorganismos, ejerce funcidén reguladora de 1la

.« 7 [d o .« P L4 . .
presion osmotica y de regulacion teérmica extra e intrace-

lular,

« 7
e,- Aereacion

Muchos microorganismos son aerobios obligatorios ,
requiriendo especificamente un volumen determinado de oxi
geno, otros son facultativos y capaces de vivir aero-
bia o anaerobiamente, por ultimo, otros son anaerobios o=
bligatorios requiriendo una sustancia diferente al oxige-

no,

2,2.2 Aspergillus niger

Son hongos filamentosos (mohos), multicelulares en
que los filamentos, hifas, se ramifi.an y a <veces
se unen para formar una masa enmarafiada, cualquier par-

te grande de la misma se le conoce como micelio,

Suelen distinguirse dos tipos de hifasj; las hifas
vegetativas, que penetran al substrato y estan distri-
buidas en su superficie, obtienen agua Yy nutrientes; las
iifas fecundas suelen sobresalir en el aire y 1llevar
los cuerpos reproductores o esporas, La reproduccidén es

principalmente por esporas y puede ser asexual o se-
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rual CARFANY:R (11), GEREARDT (14).

Asvereillus niger, se utiliza en la produccidn comercial de sus

tancias orgdrnicas, cocmo el 4cido citrico, oz&lico, glucénico y pro-
duce rucras enziamas, enire las cuales se tiene: las ;roteasas, glu-
cosa oridasas, narirginasas y amilasas, 8sta dltima degrada el almi-

dén 27157 (3),

2.2.3 Saccharomvces cerevisiae

7s ura especic de levadura (hongo), ciya forma corriente y do-

ng N
minante d= crecimiento es unicelular, las cflulas de levadurzs  son
esféricas, elfsticas y cilfndricas; el protonlasma ircluyes una pared
celular 7 una membrarz citoslaspdtica, contiene un nifizleo, ur gran
v glébulos de grasa. Su ragroducciln es

v

vacuolo, numerogos zrirulos

sor zemacibn, fisidn binaria ;7 resroduccidn sewual CiIFTTTR (11),

Z1 glnero Saccharomyces nosee muchas esdecies Utiles , tienen
predileccidn especial por alimentos dcidos que conterzan azlicares de

los que producen alconol etilico y gran cantidad de 002 o

Saccharomyces cersvisize, es la levadura utiliczda en la Dpro-

duccidn alcondlica 7 son selecciorados por métodos sspeciales, se
mantieren en geles z2 bvaja temreratura rara inhibir su actividad bio-
légica GZ37:RLT (16), TUSTITUTO DT ITICRO3ICLCAIA (22). Los criterios

de evaluacidn que se tienen para seleccionar las levaiuras son:

—Fendimiernto alcohdlico

=Eficiencia fermentativa

—Velocidad de fermentacidn

~-Paja formacidn de corgernéricos (aldehidos, &steres, aceits
fusel, etc.)
—-Resistencia a la competencia de otros microorzganismcs
-Istabilidadé en conservar sus caracteristicas individuales a

través de miltiples generaciones.
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2.2.2,1 CARACTERISTICAS FuRILMTATIVAS DL LaS IIVADURAS ATCOHIQOLIFERAS

Las levaduras para lz produccidén de alcohol industrial de-—
ben tener las siguientes caracteristicas minimas CASIDA (12), INSTI
TCTO DE IICROBIOLOGI: (22) 3

-Froduccidn de alcohol etilico t 7.7 %

’

V)

—oficiencia fermentativa tedrica :84.0 %

o

—azucar rssidual t 1.5 %

-Alcoholes sureriores £30.0 mg/1OO ml

Tyiste leyes bioldgicas que rigen la fermentacidén por leva-
duras, establecidas nor Xluyver—lirdisch-Deldcar THSTITUTO DE MICRC-—
BICLC3L. (22), K

IO ILAS LY

(27), ostas son las siguisntes:

-5i una levadura no fermenta glucosa (Gextrosa), no fermenta nin
Cd
gun otro azucar.
—Si fermenta glucosa, pusde fermentar fructuosa (levulosa)panosa
~iiinguna levadura pueds feraentar a la vez, maltosa y lactosa.

Las princinalss levaduras alcoholiferas se presenta sn el cuadro 1.

2.3 INSULCS Y PROUDUCTOS
20301 4ITDCN

Ts un polisacérido de alto peso molecular, de fdérmula global
(063100:)I , formado por moléculas de glucosa; de color blanco, in-—
7
sipido e inodoro FER®Z (35)° %l almidbn es la variedad de almacena—

miento de carbonidratos de las plantas TOPORTI (43).

El almiddn se halla en forama de grinulos, de tamafio y  forma
caracterfsticos de la planta de cuzl se le obtiens (forma noliédri-
ca en la yuca). Cuando los grdnulcs estén intactos, son insolubles

en 2

g

a fria; si se romp2 su membrana oxterior al ser molidos, eos-
tos grinulos se hinchan en el agua fria y forma un gol. Cuardo se
tratan los gridnulos enteros con agua tibia, se difunde a través de

sus memtranas, una parte solubla del almiddn; an agua caliente se
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Cuadro 1.,=FRLCITALES LIV.DURAS ALCCECLIFERAS

Levaduras Fermenta
con facilidad |[con dificultad no
Saccharomrces cerevisias
Hansan Textrosa Galzctosa Tactosa
Lcvadura do destileria Zevulosza Rafirosa
raza 1l llancse (un tercio) Iactosa
Raza M (lovndura mizta tltosa
Cuatro rozas Szcarosa Tectosa
Dextrosa
ILevulosa
Saccharonyces corcvisiae Manosa
Lintner altosa Loctosa
Saccharomyces carlherzen— | Sacarosza
sis, Hansen Galactosa Iactosz
Rafinosa
Ilelibiosa
Dextrosa
Saccharozces cersvisiae Lsvulcsa Rafinosa Lactosa
variecad ellipsoideus lialtosa (un tercio) iielibiosa
Sacarosa
Galactosa
Dextrosa
Levulosa
Saccharonvcss pastcuria- i"anosa Lactosa
rus, #Zancen laltosa
Sacarosa
Rafirosa

Ref. HiEE; (19),

kinchan a tol extremo cuse revientan. El almiddén contiene gensralmen

te alrededor de ur 20 % de una fraccién soluble en agua, llamada a-—

miloca, y wn 80 ¢ de una fraccibn insoluble, denominada amilopecti-—
na MORRINSON (34).

AITICS4A.—3s un polimero consistente de 250 a 300 moléculas de D—glu

cosa, ligados por enlacss, alfa-1,4~glucosidicos (ver figura 2); su

peso molecular puede variar desde 500 mil hasta unos millones; el a

nilisis con rayos X, indica que una cadena se halla enrrollada

en
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forma helicoidal ARZWAS (2), IEENTIGER (29).

AITICPECTIA.—3s un nolimero ramificado, ern el cual los enlaces, al
fa-1,4-glucosidicos, scn ramificados por enlaces alfa-1,f-3lucosidi
cos (ver figura 2), en ur promedio de cada 20 residuos, st peso mo-
lecular puede llegar hasta 1C0 millecnes; todas estas Deqguelas ranmas
se juntan a la cadena larga de amilosa, pero las moléculas estén u-
nidas a otras de tal modo que el grupo reductor libre, d=2 12 gluco-
sidicamente a trevés del sexto czrbono de

(o]
la glucosa unidad 22745 (2), I'TnIram (2¢).

Tanto la amilosa como la amilornectina, dar coloz2s czracteris
ticos con la solucidn 4z indeo, ILa zmilogectina reacciora  formando

un color rojo violets;

l—l
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Cadena princiyal alfa (1-4)
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. s . s 7
Por tratamiento con acido o por accion de 1535 enzimas

los componentes del almidén se hidrolizan dando

mente: dextrinas, maltosa y glucosa, el procedimiento
desdoblamiento y coloracioén con las
ticas con el jiodo se puede ver en la figura 3 ARENAS (2).
AIITDQL —> MALTOSA — GLUCCSA

1
ALVTICDEX TN —> LA LTS A—> GLUCCSA
ZRI'I‘RCD_:L TTRITA—— 1A LTOSA —— ZIUCOSA
ACRC EIL(C‘RII.TA — MATITOSA—— GIUCCSA

TXTRLTTA —> HALTCSA

GLUCOSA

(-_-____------ -

‘:‘:
2
é

SN o ey S

L]
1)
]
]
1
]
'
]
'
]
|
1
'
)
1
"
H
)
]
1
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i
]
]
U

. . Y
azul azul violeta rojo pardo no colorea no colorsa

Fig, 3,¥E0CaTISII0 DE DESDCILLUITENTO DEL ALLTTCN: RWACCION COM IODO

31 almiddn tiene un alto poder higrosclpico; su densidad va-
ria de acuerdo al contenido de humedad y segin su procedencia, en
la yuca 1.5 g/rl; sl calor de combustidén varfa entre 4000 y 4200
cal; los grénulos de almiddn se comportan como cristalss birrefrin
gentes desviando el plano de la luz polarizada hacia la derecha ;
as inzoluble en agua fria, alconcl, éter, bencina, aceites grasos

@sennrialas,

Sor catalizadores coloidales orzdnicos genaralmerte solubles
an acva, formado dentro da células vivas, de vagetales o animales,
capaces de actuar tambisn en el sxtericr ¢- l2s cflulas, sin cone-
zidn alguna con ellas, Las enzimas facilitan que las reacciones

quinmicas y bicldgicas tengan lugar a velocidades suficientes; sin

sucesiva-

reacciones caracteris



recurrir a corndiciones extremas de= pZ, temperatura r concentraciln
ls

BRATERIAY (8), TCECRTY (42). Todas las enzimas son protefnas que

favorecan reacciorss especificas o grupos de reacciones relaciona-—
das, tienen dos propicéaies fundamentales: catflisis y especifici-
dad. Los organismos vivos contisnen 7 producen muchisimas enzimas

diferentes FENIma (14, TOPORZK (43).

2.3.2.1 ALCTTAS TNZTILS PROTUCIDAS ®CR Astersillus nizer,SUS DEGRL

Dol TL &Il 100K

-ilfa amilasa (21fa 1,4—51ucan—4—glucanohidrolasa), nidro-
liza indistintamente al azar los enlaces alfa-1,4-glucosidicos a
lo largo do la cadena d2 la amilosa y amilozectina, de tal modo
que finalmente rinde ura mezcla de glucosa y maltosa libres, é&sta
Gltima rno es z2tacada BATIZY (3), LEITLGER (29).

-41fa-1,6-zluccsidasa (alfa-1,6-glucan—f~zlucanchidrolasa),
hidroliza los enlaces alfa-1,f-gzlucosidicos en los puntos de rami-

ficacidn de la amilopectina LERNINGER (29),

—imiloglucosidasa (alfa—1,4—g1ucan glucohidrolasa), hidro-
liza los enlaces alfa-1,4~glucosidicos comenzando por el  extremo
ro reductor del almidén, produciendo glucosa libre BiLILTY (3),
VERCX (32)

La accidn combinada de una alfa amilasa ¥ una glucosidasa

muede, por tanto, degradar completamente el almiddn a glucosa pura.

243.2.2 ALGUUAS INZIMAS DE LAS IuV.DURAS

In las levaduras se han encontrado numerosas enzimas; 1os
que interviensn en la farmentacidn alcohdlica pueden agrurarse en
cuatro categorias BRLTZRIAL (8), JORGINSEN (24)

—inzimas fosforilantes; cuya funcidn consiste en ligar gru
pos de &cido fosfdrico a las hezosas o separarlos del 4cido pird-

vico o glicerol, la ernzima mds importante de este tipo as la hexo-
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qQuinasa.

-Inzimas Sxidorreductoras; la més importante de este grupo
es la acetaldenidodeshidrogenasa, que ccntisne como grupo prostéti
co VAD (nicotin adenin dinuclcético), esta enziza desenperia el pa-
pel fundamsntal on el control de todo el ciclo de la fermentacidn
alcokhblica.

—iInzimas carboxilasasj; la descarboxilacidn del &cido pird-
vico a acetaldeshido es catalizada por la carboxilasa, urna  enzima
gue posse tiamina difosforilada como grupo trosidtico.

-Inzimas autasas, enolasas, isomerasas y aldolasas; enzinmas
oue participan en la fermentacidn realizando transformacionss de i

somerizacidn, enclizacidn, etc..
2.3.3 GLUCCSA

Es un carbchidrato, qua se encuentra en sstado libre en los
alimentos, distribuido en la naturaleza en forma natural, asi tam-—
bién, combinado bajo forma de disacdridos; sacarosa y lactosa. La
glucosa es la unidad de base de los polisacdridos; almiddn, glucd-
zgeno y celulosa., La glucosa es el azucar que se encuentra norzal-—
mente en la sangre; también se le conoce con sl rombre de dsxtrosa
o azucar de uva, cristaliza en pequefios prismas rémobicos transpa-

rentas TCFC=K (43).

La glucosa interviene directamenta on las actividades mneta-
vblicas de la mayor parte de los organismos vivos; al obtenerse
dor hidrdlisis de la sacarosa y el almiddn, cornstiturye 1la Jrinci-
pal fuente de enerzia de la dieta de la mayor parte de los seres

humanos 33ISSIaY (17).

¥l neso molecular de la gzlucosa, C6E1206 , es 180.16 g/mol-g;
con un porcentaje en neso de: 40,00 % de C, £.72 % de H, 53.2%) de

C. Por debajo de los 50°C la alfa—D—glucosa,EZC, es un cristal de
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forma estable, por encima de loc £E0°C, la forma anhidra es obtenida,

- 2 temperaturas mds altas la bheta-T—;lucosa es formada :TRC (32).

alguras proriedades de la gluccsa se presenta en el cuadro 2,
en solucién 0,28M , tiens un pi de 6,0 en solucidn con agua al
! . - . J
59, w;/v, tiene una donsidad de 1.01¢ g/ml a 17.5°C. La glucosa des
Lod

hidratada se disuelve en _1250‘l corcentrado, formindose sl &cido g

coso sulfdrico, el IICQ, lo transforma en £cido sacdrido y oxdlico;
todos los &dlcalis carbgnatados 7 acuosos disuelven fdcilmernte la
glucosa, coz formacidn de compuestos salinos. Ia glucosa es altamen
te reductora, se oxida dando origen a productos como, el &cido fér-—
mico, oxilico, tartirico, etc., o se escinde dardo 002 7 asua  rh-
RzZ (35).

Tl zrincirzl uso de la glucosa es, como 2limento humeno, ya
sea directamente como alimento energético; o en la fabricacidén de
cornfituras, caramelos, helados, conservas, etc.. Se utiliza para
dismiruir la solubilidad de la sacarosa y tampién para regular el
grado relative de dulzura, en iguales concentraciores es menos vis
cosa, determina asi, una cristalizacidn mds lenta. En medicira se

usa en el tratamiento y profilavis de la deshidratacidn humana.

Propiedad Alfa=-D=glucosa|Beta=D=glucosa |Alfa=glucosa
hidratada
Rotacibn especifica P]go +112,20° +18.70° +102.00°
Punto ée fusidbn,°C 14€,0 146-155 83.0
Soluvilidad en agua,
g/100ml 82.5 178.0 100.0

Ref. IEENTIGHER (29).
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Se emplea como materia prima, en-la obtencidn de ciertos pro-
ductos quimicos por ferzentacidn, como alcokol, &cido l4ctico, &ci-

do glucérico, dcido citrico, &cido itacéaico, etc..

In la actualidad en nuestro pais la produccién de glucosa as-
tringida a una séla fibrica produciora DESA (Derivados del

-0

t4 res
Mafz S.i.), con 2966 T, para el afio 1983 ZUMAETA (48).

2e3.4 AILC0ZO0L ELITLISO

Es uro de los ccpuestos orgdnicos, conccido desde los tiem-—
pcs mas antizuos, Jues, se forna en la fermentacidén de los zumos de

frutas npor la accidn de las levaduras naturales GLISSiEIT (17).

Iuchas son las materias nrimas de las cuales se puede Dpartir
para obtener alcohol etilicoj; generalmenrte cada dais emnlea las que
posee en mayor escala, 7 por lo comiin los subproductos de otras in-
dustrias ViLIZJ0 (46). rarufacturado:s por fermentacién del aszucar,
almidén 7 otros carbohidratos (los dos dliimos previzmente hidroli-
zados); por sintesis del etileno, acetileno, residuo de lejias sul-
fitadas y sas (20 + 5

cién del metano IFRCK (32).

Cualquiera que sea el método de preparacidn, primero se obtie
re alcohol etilico mezclado con agvra ¥ otras impurezas, luego 56
concentra esta meccla ~or destilacidn fraccionada; pero sucede que
el compenente de runto e etmullicidzn was bajo no es alconol etilico

— . . . . - -
{p.e. 78.5°C,, ai no ' 2zedtropo binario cue conticne 95 % de al-

cchol en veluman (p.e. 78.15°C). Por ser azedtropo su vapor +tiene
13 niema ~omgosicidn que el 1fcuido, Hor lo jue nc ~mede ser concen
trado mas »or destilaci’n, cualquiera que sea la sficiencia de 1la

columna de rectificacidn que se emnlee IOTRINSCH (1A\

SV

El alcohol etilico se conoce como alcohol absoluto 1i

bre de impurezas y humedad, para obtenerlo desde el alco-
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hol rectificado, existen dos mftodos de purificacidn: el Irimero

trata el alcohol con desecantes sélidos y liquidos; el segundo,
hace uso del comportamiento azedtirdrico d2 mezclas de alcckol acuo-
so con hidrocarburos en liguidos, este método se denomina destila-

cidn azeotrdpica ¥RITZSCAAR (27).

]l alcohol etflico absoluto (etanol), C.H.0F , de peso molecu
-
7 de C,12.13%

’

lar 4€.07 g/mol—g, con un oorecentaje er peso de 52.14
de H, 34.73 < de 0; es un liguido irodoro, ruy mévil, livizno, de
olor caracteristico y absorhe agua répidamente del aire. =s misci-
ble con azwa y con ouchos compuestos orginicos liquidos, hierve a
73.5°C, solidifica a mexnos 130°C, su densidad a 15.56°C (£207) es

de 0,798 z/ml IERCY (32), VALIEJO (46).

Bl alcohol de 95 %, contiene 92.2 % en peso o 94.8 < en volu-

men de alcohol etilico a 15.56°C, con una densidad de 0.51% g/ml

51 alcokol con I,S0, concentrado, da el dcido etilsulfirico,

4
&%er o etileno; con el IrQ, concentrado y fumante, origina una gran
cantiédad de vazores nitrecsos de color rojo, favoreciendo 1z forma-

cidr de alguros compuestos V.IIZTO (46).

®1 alcokol etilico es uno de los compueztos de origen orgini-
co mas usado, tanto en la industria como en el laboratoric, en la

vida doméstica, como en medicina y farmacia.

La irdustria usa eztenszmente, el alcokol etilico, como sSol-
vente; para lacas, barnices, perfumecs, conaimentos; como zmedio para
. » 3 . 3 . P
reacciones quimicas; en la recristalizacidon de numerosos zroductos;
en la elaboracién de saborizantes y bebidas; en la irdustria de la
nitrocelulosa, de la seda artificial y del FJC; también cozo mate-
3 3 . » » » . .
ria prima para obtener: vinagre, éter, éter acético y sus deriva-
dos, etc.. Tn los dltimos aros, gracias a su propiedad carourante ,

el alcohol, es aprovechado como combustible mezclado con gasolirna.
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Cuzdro 3,=PROCUCCICI MNACICHMAL DE ATCC=0L DN IELAZA

Afio o Rectificado, it Rectificadi, 1t
1870 33'539,58¢ €'105,640
1571 291438,862 10'025, 761
1972 27'923,167 111078,102
1973 31'013,29% 12'507,204
1974 35'543,853 14'223,457
1975 33'359,047 121229,4C0
iS7o 311165,468 10'757,048
1877 201'332,881 10'462,868
1976 30'787,002 1210€6,454
1979 25'373,588 21'079,104
1880 261045,377 21'142,588

Tuente: 3anco de la Yacidn-Divisidn de Alcoholes y Bebidas

Alcoh8licas.
203¢4.1 TRODUCTCS SECUNDARTIOS EIY Li. FRCDUCCICH DL AICCHGCL

—Aceite de fusel.—Zs un l1iquido amerillento de olor desazra
dable, cura comgosicidn varia segin la materia prima de la cual se
) &
ha obtenido el alcohol, por lo general este aceite, estd constitui-
do: por los alconoles; snilico, isoamilico, n-»ropflico, isosropi-
lico, rn—hexflico; &cidos libres, ésteres, alcehidos, catonas,zlcoho
les terrénicos, fenoles. BTl punto medio de ebullicidbn de la mezcla
- b
es aproximadamente de 120°C y la gravedad esisecifica a 15°C corres-—

sonde a 0,220 ERESCOTT (38), TICCra (42), ULIIAT (45).

—innidrido carbdnico.=Desprendido durante la fermentacidn,

arrorimadamernte a razbn de 1 Iz nor Xz de alcorol, se puede recupe-—

P

rar er un 70 75, para luego ser nurificado en forma 1lfouida rara su
7y & o - g -~

comercio (25 atm a 0°C) ULLial (45).
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~7inazas.-Constituye el producto de fordo de la destilacidn

en término promedio contiene $2.3 ¢ de agua, 2.2 7 de proteina bru-
’ _ . - -

ta, 0.1 ¢t de crasa, 2.1 & de eztracto rnitrogenado, 10.% <5 de fibra

cruda, 0.7 % de cenizas FRITZITALR (27), ULz (45).

2.3.4.2 TATDLTITTC DL ATCCECL
la densidad del alcokol etilico a 15°C es 7¢4.25 3/1, tomar
do como base este dato se calculan los siguientes rendimientos ted-
ricos:
-100 Xz de glucosa o fructucsa rinde €4.39 1 de alcohol etilico.
-100 ¥z de almiddn rirde T1.54 1 de alcokol etilico.

—100 ¥z de sacarosa o maltosz rirde £7.77 1 de alcohol etilico,

Algunos rendimientos experimentales se presenta en el cua-
dro 4 ¥RETZSCTAR (27); en la -rictica, las siguientes razones im-

piden acue se alcancen dichos resultados

-31 almiddn nunca se transforma comdletamente en azicares fermen
tescibles cuando se utilizan materias primas amiléceas.
—Peterminadas cantidades de kidratos de carbono cuedan sin fer-
mentar, ¥ otras se Dierden debido a la formacidn de 4cidos »or
accibn bacteriana.

~Farte del alcohol etflico se transforma en &cido acético o ace-—

taldehido o se risrde por evaporacidn.,
2.4 CPERACICMHIES BASICAS T QUIT ZCal

2.4.,1 FIDRCLISIS DEL ~LiTDCK

ILa hidrblisis, es una reaccidn quimica que consiste en el
desdoblamiento de moléculas esiructurales de gran tama@o (protef -
nas, almidén, celulosa, grasa, etc.), er sus parves constituyentes
por la intrecduccidn de ura molécula de agua en los enlaces adsecua-

dos.
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Ia hidrélisis del almidén, consiste en la rupiura de las ca-
denas o enlaces glucosidicos ror medio de la inclucidén de molécu-
las de agua rara dar lugar a carbohidratos de menor peso molecular
o azidicares, en este fendmeno el ridrdgeno de la molécula de agua
va a una molécula de glucosa y el OF se fija a la otra, si 1la hi-

drblisis es total el producto final es la D-glucosa.

+

Cuadro 4,-RENDIMIENTO EXPERIMENTAL DE ETANOL POR 100 Kg DE
ALGUNOS ALMIDONES Y AZUCARES

Materia prima Alnmidén % Azucar %[Alcohol de 100°
Almiéddn puro, seco 100 —_— £0.,0 = 67.0
Papas frescas 22 = 13.2 = 14.7
Trizo 62 E 272 = 4.5
iafz €0 —_ 3F.0 = 40,2
ATTOZ 70 —_ 42,0 = 46,9
Cebada 50 -_— 20,0 - 33.5
Azucar pura — 100 58.0 = €4.0
Remolacha de azucar — 18 10,4 - 11.5
ilelaza de cafie de azucar —_ 55 31.9 = 35.2

Ref., KRETZSCAILR (27).

2.4.1.1 I=Z7CD0S TE TIDRCLISIS TEL ALITIDON

Se puede hidrolizar »or tres diferentes métodos:

. . . o ’ o
-Reacciones con soluciones diluidas de acidos fuer-

tes: En estos casos se usan I'Cl o stou. Estos procesos se
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llevan a cabo a presiones y temperaturas moderadamznte altas por lo
qQque en la actualidad t4 guedando en desuso ra gue el consuio ener

es
zético eleva el costo dsel proceso.

—Reacciones catalizadas enzinfticamenic: ™ estos

Q

ascs se u-
tilizan enzizas nrovenientes ce diversas fuenies (vezetales, anima-
les microhiales). Cuando se ntilizan enzimas vegetales o anizales
el nroceso se hace relztivamente costoso, Tero al utilizar ernzimas
microbizles el cozitn disminuge considerablemente. Tstas enzimas son
amilasag 7 glucceidaszs. ®1l comportamiento de las enzinmas y sus ac-—
tividades varian considerallemente; dependierdo mucho de las fuen-—
tes de dornde proviencn, esi, la alfa-amilasa de la saliva humana
tiene su mixzima actividad a un DZ casi neutro y 37°C, nientras que

alfa—amilasa vroveniente de Asperzillus niger (microbial), tiene su

Dédxima actividad a pE 4 7 30°C ARILS (2).

-Fermentacidn sumergidas Ista técnica suele ser incluida en la
hidrblisis enzizdtica, ya gue el microorganismo responsable de la
fermentacién durante la fase de acondicionamiento produce enzimas
celulares o extracelulares las cuales hidrolizan nosteriormente el

. - #
almidon,.

la fermertacidn sas un proceso metabdlico, que da lugar a cam-
bios quimicos en suhstratos orcdricos mediente la accidn de enzimas
) b

troducidos por microorgenismos.

Ia fermertacidn alcohélica se »roduce por transformacidn de
los aziicares fermentescibles (material azucarado o amiliceo hidro-

lizado), a alcohol v 002 de acuerdo con la reaccidn bdsica:
+ + 50000 cal

La pérdida total de energia durante el proceso de fermentacidn



es de unas 50000 cal por cada mol gramo de glucosa fer-
mentada BRAVERMAN (8),

In la farmentacidn zlcohdlica so emnlean exclusivamente leva-—

2duras, para el caso de hexcsas el mas usado es la Saccharomyces ce-

revisize. Durante la fermentacidn alcohdlica se distinguen 3 fases:
la fase preliminar cue se caracteriza por la multiplicacidn celu -
lar, donde la aereaciln es teneficiosa; la fase tumultuosa comple—
tamente araerobia, que se czracteriza por la elsvacidn de la teane-

atura cor intenso desprendimiento de 002 v una fase complementaria

LS]

por la disminucibn del desprendimiento del uO2 g

cue se caracteriza
2), RGRO (40).

calor CiSToa (1

La degradacidn anaerdvnica de la glucosa a 4cido  pirdvico,
se dencmina glucdlisis, la secuencia de reacciones entre estos con-
zuestos se conoce generalmente con el nombre de ruta de Embden-lie
srerhof BLTIWY (3), BRAVERIAN (8), LEdwTIGER (29), RACDES (39); de-—
cendiendo el destino posterior del &cido pirdvico de las condicio-
nes ambientales. “n organismos como las levaduras, gue fermentan
glucosa a etanol la descarbcxilacién del &cido pirdvico se presenta
en condiciones araerdbicas, resultando acetaldehido y 002 por medio

de la enzima Co-carboxilasa, para luego reducirse a etanol mediante

la ernzima alconol deshidrogerasa.

En la figura 4, se presenta la via de la fermentacidn al-
cohblica; la glucblisis comienza con la fosforilacidn de la glucosa
2 glucosa-£-fosfato por medio del TP (adenosin—trifosfato) T cata-
lizada por la enzima hezcguirasa (A), la glucosa-A-fosfato se iso-
meriza en forma reversible a fructuosa—€-fosfato mediante la fosfo-
slucoisomerasa (B); la fructuosa-5-fosfato mievamente es fosforila-
da por otro ATP en presencia de la fosfohexoquinasa (C) a fructuosa

-1,6=difosfato.
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La fructuosa-1,€6-difosfato adquiere del ATF, la cantidad de
energia necesaria para su fisidn en dos triosas: fosfato de dihidro
xiacetora y D-gliceraldenhido—2-fosfato. Esta fisidn de la fructuosa
-1,6—<Gifosfato (D), es catalizada por la aldosa, establecidndose un
equilibrio entre las dos triosas por accidn de una isomerasa de fos
fato de triosa (Z). 3i la fnrmertaﬂlon nrosigue normalmenie, sin in
terferencias internas el scuilibrio se desplaza hacia el icido-1,23-
difosfoglicdrico, estz oxidacidn es catalizada por la ascstaldehido
deshidrogsnasa (F,; cue contiene YaD (nicotinadenidinuclzbtido) ¥
en presencia de fésforc inorzdnico (F,. =1 fosfato en posicidn uno
del Gltimo compuesto se halla unidc a una molécula del &cido Tor me
dio de un enlace rico en enersfa, el cual es transferido 21 ADP (a-
denosin difcsfato), en una reaccisn que produce &cido-3-Tosfoglicé-

rico y ATF en presencia de la fosfcouirasa (G).

~

™ 2 5 -
Tl &cido-2-fosfozlicérico as isomerizado ahora, zor la

accidn de la fosfnzlicerorutasa (%) a 4cido-2-fosf ozlicérico, nue

fierde ura molfcula de asjua ¥ Tor accidn ds la enolasa (7, se con-—
vierte en 4cifo fosfoeerolpirfivico, éstz nierde una moidcula de ac
do fosfdrico dondndelz al A%, foramfndose urs moldcula dz ATF, oor

accidn de la Ffosfoauinasa (J) transformindose en &cido ni-iivico. In
la sisuiente etara se descarbozila la forma ceio del &cice »pirivi-
co, liberanco vre moléeunle de CC. , etapa que as cataligzada por la
carboxilasa (¥, la descarbezilacidén deja evidentemente como
duo acetaldshido, el cuzl es deshidrogenado nor el (nn + 2UA0T)
catalizzda por la enzima deshicérogerasa alcohdlica (L/, z alcohol

etflico.

-Zfecto de nitrdzenos Z1 mosto a fermentar dehe contener su
ficiente cantidad de sustancias nitrogenadas para el deszrrollo ce-~

lular, siendo necesario adicionar sales amdnicas (sulfato de amonio
’
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IGlucosaI

ATP
_ADP& l Hexoquinasa
[Glucosa-6-fosfato|
] [Fosfoglucoisomerasa
[E;uctosa-6-fosfato]
ATP
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[Fructosa-1,6-difosfato]

l Fosfonexoquinasa

1 L.Aldolasa

[Fosfato de dihidroxiacetonal [D-gliceraldehido-3-fosfato]
)

Isowmerasa de
foafuto de triosas
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Fig.4.-VIA DE LA FERMENTACION ALCOHOLICA
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a . - . . .
o fosfato de amonio) en un 0.5 9> como minimo. Si este porcentaje

es meror disminuye el rerdimiento ILI'3STITUTC DI ITICROZICLCGIA (22)

—=fecto de la concentracidn de azlicares: Se ha establecido
que lo ideal es operar con un 10 a 18 % de azficares totales en el
mosto (de 10 a 17°3r1y), a esta concentracidn el azucar residual
no pasari del dos porciento como miximo. 3ajo estas corndiciores la
eficiencia fermerntativa es Sptima (20 a 20 ﬁ;, vero la Dproduccidn
de alconol er volumen es bajo A % HSstudios realizados en la des-
tileriz de Faramonga indican qgue, para aumentar el rendimiento de
produccibn de alcohol es necesario sacrificar parte de la eficien—
cia fermentativa aumentanio la corcentracidn deagiicares a 507 (28°
Brix), obtenidéndose una nroduccién de alcohol de 9.6 % y 13° Brix

de azucar residual en f0 heras L.3TITUT0 DZ IICRCRICLCTI.L (22).

—Zfecto de tTemweratura: los fermentadores se preraran a
condiciones ambientalses o pre-calentando el agua de dilucidn ( con
una dureza mdxima de 300 ppm), para obtener un mosto de unos 28°C.
la fermentacidn es una reaccidn ezotérmica por lo cue la temperatu
ra tiende a subir a partir de las ires koras de iniciada, nudiendo
sobrenasar lcs 40°C ficilmente, la temperatura ideal de o»eracidn
es de 26°C como mdximo L 3TITUTC TT IICRCRICLCGIL (22).

-ifzcto de aereacidn de los mostos: Za aereacidn es imdor
tante durante la primerc fase de la fermentacila rara la muliinli

cacidn celulzr 7 es comuletamenie anzerfhica en las fases sisuiern

tes TICCrA (42,

—~"fecto de 1la adicién de fcido: o1 ¥ del mezio dehe ser

ajustado de 4 a S, el mas usado es entre 4.8 a £; afadiendo 29504
n fcido lictico a fin de favorecer la multiplicacidn celular e

inhibir la contaminacién microbial. Bajo ecta condicidn el mosto

requiere solamerie sar pasteurizsdo CiSIDa (12}, RCIZRC (40),UT -

(447,



La destilacién eg un proceso fisico por el cual los diversos
componentas de una mezcla scn separados en virtud de la diferencia
de sus nuntos de ebullicidn. El principio de la destilacién se ba-
sa en el ferdmeno de fraccionamiento de los liquidos, dernie los
mas volétiles con puntos de ebullicidén mas bajos se separan en 2ri
mer lugzar, sezuidc ror los comperentes en secuencia corresgondien-—
te en sus respectivas volatilidades. Ifediante 1la destilacidn tanto
el alcohol como lo:z comfonentes voldtiles son separados de los 1li-
quidos fermentados, prosiguiendo cor la elimiracidn de las impure

zas por rectificacibn ARaUJO (1).

Ila rectificacidn es una destilacidn realizada de tal manera
gue el varor que sale del alambique o de la columna, se pone en
contacto con una porcidn cordensada del vapor previamente »roduci-—
do on el mismo anarato. De ests contacto resulta una transferencia
de material 7 un intercambio de calor, consiguiédndose asi un mayor
enriquecimiento del vapor en los elementos mas volitiles del que
podria alcanzarse con una simple operacidn de destilacidbn que uti-
lizard la misama cantidad de calor.Los vapores cordensados que se
retornan para conseguir este objetivo se denomina reflujc. Los dis

nositivos o aparatos empleados para la rectificacidén del  alcohol

se denominan columnas o torres de rectificacidn ITRRY (37).

2.5 CIETICA DX LaS TRANSFCTACIONES RBIOUIIICAS

TUn aspecto importarte que debe ser considerado en el estudio
de la cindtica, reside en el hecho de que las concentraciones de
las enzimas catalizadoras de las reaccionss que se procesan no se
mantienen constantes con el tiempo, en muchos casos aumentan fre-~

cuentemente como consecuencia de la reproduccidn microbiana res—
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nicer, fue estudiado usando 2.0 % (w/v) de concentracién de harina de
yuca como substratc, sulfato de amonio como fuente de nitrdgeno y pE
3.5 « Los resultados obtenidos a 18°C, 24°C, 27°C, 30°C, 33°C, 37°C y
45°C; se muestra en el cuadro 13, figura 11 y en el apéndice figura

34,

1a comparacidn de los resuliados de la mAzima conversidn del al
midin de la harina de yuca a glucosa a las temperaturas estudiadas se
presenta en el cuadro 14, observindose que a 37°C se obtiene la mejor
corversidn, 93.€6 %, con una formacién de glucosa de 17.0 mg/ml en 115
horas, seguido por las temperaturas de 33°C y 30°C, con 16.2 y 16.6
mg/2l de zlucosa, con 93.0 ¥ 91.4 % da conversibén respectivamente, am

bas a 115 horas.

In el cuadro 14, se observa que las temperaturas comprendidas
en el rango de 30 a 37 °C, favorece el crecimiento y desarrollo del

Aspergillus niger, asi como la formacidén del producto; a temperaturas

entre 18 a 28°C el tiempo de conversidn del almiddn a glucosa se in-
crenenta ¥ el rendimiento disminuye; por ercima de los 42°C el micro-
organismo parece no desarrollar o su desarrollo es muy lento; a 50°C

el isrerzillus niger mmuere en 24 horas; a temperaturas menores que

18°3, no se realizd el estudio por no contar con un eguivo esrpecial.

Consideramos como Sptimo el rango de temperatura entre 30 y 33°C, por
que la contidad de glucosa obtenida es similar al de 37°C, adewfs es-
tas temreraturas ~ueden alcanzarse al medio ambiente en las zonas tro
Picales donde se cultiva la jyuca, lugar donde puede instalarse ura
plantz industrial. Los resuliados descritos guardan relacidn con los

rerortados por 3RCCK (10) T CARFENT=N (11).

Con relacidn al zresente irabajo se tiene a VERA (47), que re-
porta el proceso de hidrdlisis del almiddn de yuca con farelo enzimd-

tico de Asnergillus awamori, obtenido a una temperatura de 28°C, tem-

peratura cercana al obtenido en el estudio, la pequeila diferencia pue
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Cuadro 12.- VALORSS MaiXTI:CS DE CQUCENTRACICH DE GLUCOS.i, TIZPO Y CON-
VERSIQN DEL EFECTO DEL pH INICIAL EJ Li HIDROLISIS DEL Al-
MIDCY DE Li HARTNA DE YUCa POR FERITITACICH SUIZRGIDA CCN
Aspergillus nigser ATCC 1015, PARa Li OBTEWCICH DE GIUCCSa
A 30°C, 2 DE SUBSTRATO Y (WH 4) SO, CClO FUENTS D= KITROGHEO

pa 118mP0 Conc. u-lucisa4 Conversion
Inicial h mg/ml a,
2.0 159 14.8 8241
2¢5 155 15.0 82.6
3.0 120 16.0 88.1
3¢5 115 16.6 91.4
4.0 130 1602 89.2
4.5 151 16.2 89.2
5.0 155 15.4 84.8
5¢5 156 14,8 8261
£.0 144 Te9 43.5

Cuadro 13,-RESULTATOS ZTPERLLwT.IZS DEL EFECTO D& TEMFERATURL Z Li HI
DRCLISIS DEL ALIDCK D5 Ia HARTGA DE YUCa FCR FERIENTACION
SUMERGIDL CON Aspergillus niger ATCC 1015, PAR. La OBTENCICH
E GIUCOSAi A DE 3.5, 2% DE SUBSTRATO Y SULFATO DE AMONIC CO-
1O FUINTE DE NITRCGTH

Pempa— 48 A0 72 84 96 108 120 132 144 156
rafgra Concentracidn de Glucosa, mg/ml
18 0e3 0.9 1¢3 241 342 305 4.5 6.0 €.4 T.8
24 066 2.6 5.8 8.2 11.5 13.0 1441 15.5 14.9 14.2
&7 0.8 4.0 To8 11.0 12.5 14.1 15.6 14.8 14.9 13.9
30 1«1 44 1.8 10,5 12,3 15.5 18.7 14.2° 134 124
32 1e4d 6.9 1045 12.8 14.2 16,0 16.6 13.8 14.1 12.5
37 1,2 6.7 6.8 9.8 13.0 16.3 16.8 1€.2 15.T 14.9
5 0.8 0.9 0.8 1,1 1.0 1.2 1.1 1.0 0.8 0.8
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de atrituirse al hecho de que son dos especies diferentes de micro-

organismo.

4.2.2,4 ESTUDIO DZL IF=CTO DE LA CCIICENTRACICN DEL SUBSTRATC EN Ia
HIDRCLISTIS DEL ALITTDON D LA HARTYA DE YUCL POR FERITENTA -
CICI SUIZRGIPA CON Asmergillus niger ATCC 1015, EFARS T4 OB
Ti2iCICT DX GLUCOSA

Esta parte del estudio fue realizado empleandos 2 %, 4 %,
5%, 6%, 8%, 10 %, 12 %, 15 % (w/v) de concentracibén de substrato
de harina de yuca, bajo condiciones Sptimas determiradas en los es—
tudios anteriores. Sulfato de amonio como fuente de nitrdgeno, pHE
3.6 y temperatura 32°C.

Los resultados obtenidos, hasta la m&xima formacibén de glu-
cosa, se presenta en el cuadro 15 y figura 12, El cuadro 16, compa—
ra los miximos valores de formacidn de glucosa, tiempo y porcentaje

de conversibn, a las concentraciones de substrato estudiados.

Cuando la concentracidén de substrato fue incrementado y la
concentracién de oiros nutrizntes se hizo permanecer constante, el
medio de cultivo tdrnase mids espeso y gelatinoso. Despuds de dos
dfas de incubacibn, tiempo considerado como fase de latencia para

el Aspsrgillus niger en este estudio, el medio comenz$ a licuefac -

tarse, empezando la formacidn de glucosa,

A concentraciones altas de substrato, obtenida la mfxima
formacidn de glucosa, ésta psrmanece casi constante antes de consu-
mirse, por un tiempo aproximadamente ds 24 horas, a concentraciones

menores, la desaparicidén de la glucosa fue mas rdpida.

En el cuadro 16 se observa, que al incrementar la concentra
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Cuadro 14.=VALORES MAXIMOS DE CQNCEITRACICN DE GLUCOSA, TIEIPO Y CANVER-
SIQ DEL TFECTO DE TEP=RATURA EN La HIDRCLISIS DEL  ALMIDCN
DE LA HART¥A DE YUCA PCR FERZENTLCICN SUMERGIDA CQN  Aspergi-
1llus nieer ATCC 1015, PAR: L& CBTEXCION DI GIUCCSLI 4 pH 3.5,
2, DI SUBSTRATO Y (NH4)2804 CClIO FUENTE DE NITRCGZNO

Temp.

°C

18
24
27
30
33
37
45

Tiempo

h

156
135
124
115
115
115
155

Conc. Glucosa Conversién

mg,/ml i
7.8 43.3
16.0 88.1
16.0 8801
1646 91.4
16.9 93.0
17.0 93.6
00.8 4o4

Cuadro 15.-RESULTADCS ZXFERTIELTAL:S DEL TFSCTO DE L. CONCENTRACION DEL
SUZSTRATO I Ia HIDRCIISIS DEL ALIDQY DE IA RiRD'a DE  YCTCA
PCR FERTNTACICHN SUIERGIDA CQ Asnergillus riger ATCC 1015
PARA L4 OBTERCION DE GIUCCS: A pH 3.6, 32°C Y SULFATO DE AMO
NIO CCIO <uENTE DE HITRCGEHEC

Come. de ] .3 ¢ 12 ?32m°°‘z% 108 115
Substrato v 4
A Concentracidn de Glucosa, mg/ml

2.0 0.8 Tel 10.8 12.7 15.0 16.5 17.2

4.0 1.0 10.2 22.5 29,1 33.4 33.6

5.0 1.4 11.1 24.8 33.4 38.8

£.0 1.9 15.8 30.6 38.5 45.7

8.0 1.9 15.8 29.4 43.3 53.5 59.7T

10.0 2,7 18.2 41.2 57.3 66,86 73.8

12.0 2.2 19.9 37.0 51.6 69.4 83.2

1.0 22 2041 41.3 ST.5 T1e1 9363




100
o0 =
o 1B 15 7

70 | e N e

\n
o
|

e

SR
\+
)
7
/S /

0 - *
/ o
v 3
4
2C - -
/‘1' TS g1,
Lo '

—

140

msz - -~
L_3MP0y Z

. 1 TN L AT AN n DATTIAM, - - ’ T A N nm, T ASITAT 2 T ™N
‘@0 0T e vl iuael, A UL L0 ' —— e dhCl Yy e dwat e AL Ve adas
K] a) n '[ C N T Tu T . " o l“;z ; T(:

2 - ol LV AL .

03T~
0

CICYN DT oTrAn we =T €. 3 S o
il DE GITCCS. a3 pE 3.6, 32°C, IE SC4 CCI'C T TE ITTRecer

4



- 65 =

cibn de substrato inicial la eficiencia de conversién decrecej com—
parando los resultados obtenidcs con 2 % y 15 % (w/v) de concentra-—
cién de substrato, se tiene al 2 % la mejor eficiencia 94.1 %, pero
solamente 17.1 mg/ml de glucosa, en cambio al 15 % se obtiene 93,3

mg/ml ds producto, pero, la eficiencia es menor, €8.%5 %.

Fara hallar la concentracién Sptima de substrato, es necesa-—
rio realizar el estudio cirético del proceso bioquimico, es decir
el efecto de la concentracién de substrato sobre la velocidad ini=—
cial de reaccién, porque en estos procesos la enzima se satura con

el substrato.

La menor eficiencia fermertativa hallada a la mayor concentra
cibn de substrato, sin tener en cuenta el efecto de saturacién de
la enzima por el substrato, puedo atribuirse a las siguientes axpli

caciones:

~Inhibicidn del desarrollo del microorganismo, ya que en me-
dios donde existe alta concentracifn de glucosa, disminuye la acti-
vidad y disponibilidad del agua, por lo que se ve limitado el trans
porte de nutrisntes hacia las células o puede ocurrir la deshidra—

tacibn de las células en soluciones concentradas,

—Ia proporcidén carbono-nitrdgeno puede no estar en la J&ptima
relacibén que permite el desarrollo del microorganismo, ya que se a
variado la fuente energética, pero los otros nutrientes han permane

cido constantes,

~Limitacidén en los procesos de transferencia de masa por difu
sidn y transferencia de calor, ya que al aumentar la concentracidn
de substrato, todo el medio de fermentacién adquiere una consisten-—
cia gelatinosa, la cual induce a la transferencia de calor por con-

duccibén en lugar de conveccién, ARENAS (2).
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402.2.5 EFECTC DE Li CONCENTRACICN IWICIAL DE SUBSTRATO SOSRE L4 VE-
LOCIDAD INICIAL DE REACCIQN &V Li HIDROLISIS DEL ALMIDAN DE
LA HARTNA DE YUCA POR FERMENTACION SUMERGIDA CON 4spergillus
niger ATCC 1015, PARL Li OBTENCIQN DE GLUCOSA

La finalidad de este estudio es encontrar un rango de concen
tracién inicial Sptimo de substrato, para llevar a cabo el proceso
de hidrdélisis del almiddn de la harina de yuca por fermentacién su-
mergida; teniendo en cuenta, que la enzima producida por el Asperci-
llus niger en la fase ds latencia, se va a saturar, con una concen-

tracién determinada de substrato.

£4 mdtodo cirético de llichaelis-Menten, es aiin hoy dfa, uno
de los m&s aceptados, como objetivo bdsico de explicar la influencia
de la concentracién de substrato en la cinéiica de una reaccién enzi
mdtica, una vez fijada las demfs condiciones experimentales., El -
nico instante en que las condiciones experimentales son bien conoci-
das, es al inicio de la fase logaritmica (término de la fase de la-—
tencia) del crecimiento microbiano, obteniéndose asf{ la velocidad i-

nicial de consumo de substrato o formacibn de productoe.

La fase de latencia para este estudio, como se indic6 ante-
riormente, fue de 46 horas, por tanto, se debe hallar la velocidad i
ricial de reaccién (vo), en ese instante para las diferertes concen-
traciones de substrato. Zn el cuadro 17, se presenta los valores de
la desaparicibén del substrato con respecto al tiempo y graficados en
la figura 13,para las diferentes concentraciones estudiadas. Para ob
tener la velocidad inicial de reaccidr del consumo de subsirato para
cada concentracibén, se ha realizado un grifico especial (ver apéndi-
ce, figurass 4\, S4, A4, Ti, 84, 93, 104 y 114 ); la pendiente tra-
zada #n cada una d= las curves a las 46 horas representa la veloci-

dad inicial de reaccidn para cadz concentracién de substrato.
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Cuadro 16.-VALORES MAXTIOS DE COTCENTRACIQN D% GLGCOSA, TIWFO Y CON-
VSRSIGY DEL EFECTO DE CCONCENTRACICK DE SUBSTRATO EN Li HI-
DROLISIS DXL ALIDCN DE LA HARTIS DE YUCA POR FERIENTACION
SUITMRGIDA CON aspersillus niger ATCC 1015, FiRY Is ORTEN-
CICN DE GLUCCSi A DH 3.6, 32°C Y (EH4)2SO CCHO FUHME DE K

4
Conce Substrato  Tismpo Conce Clucosa Conversién

, h mg,/ml 4
2.0 115 1761 94 .1
4.0 100 33.6 92.5
5.0 96 3849 85.7
6.0 9c 437 82.9
8.0 100 597 8242
10.0 106 73.8 81.3
12,0 10£ 83.2 Tée3
1.0 106 93.3 6845

Cuadro 17.-VALORES Dz DESLPARICICN D SUBSTRATO ENM EL ESTTDIO DEL EFEC
TO DE CCICENTRACICI DE SUBSTRATC EN La HIDROLISIS D=L ALNI-
DG DE LA ZARTHKa DE YUCA POR FERIENTACICN SUNIIRGIDA CCQLT As—
pergillus niger ATCC 1015,A pH 3.6, 32°C T SUIFATO DE AMO-
NIO CCI0 FURNTS DE WITROGENO

Tiempno, h
Conc de
. 2
Substrato 46 i %0 ! o Ll Y
. o
Inicial,® Concentracién de Substrato, z/1

2,0 1604 156 10,0 646 4.9 2.9 1.5 1.0
4.0 32,7 318 23,5 124 6.5 2.6 2.5

5.0 40.9 39.7 30,9 18.6 10.8 5.9

640 49.1 4Te4 3449 215 1404 7.9

8.0 65.4 6347 5142 39.0 2644 173 1146

10.0 81.8 79.9 64.5 44.6 30.2 21.7 15.3

12,0 98.1 9641 80.2 64.8 51.7 35.7 23.2

15.0  [122.6 120.7 104.5 85.4 7T0.9 58.7 38.7




120

90

30

20 €0 120
Tiesmpo, h

Tige 13,-TEZLZURTICION DIOSUEZTRLTC I EL ISTUIIC DEL IX-CTC DE CCNCElITR.-
CIC DE SUBSTRLTC (w/v), SC3R= Li HEITRCIISIS DEL LLIIDCK I ZTi-

RITL T2 YUCZ. ICR F-RTITACICEH SUIZRGIZA CCI Asverzillus rizer

AT3C 1015, FiRi Ly CRTZCICY IE JILCOS., A % INICLLL 3.€, 3200,
Y SULF.TC DE _MCFIC CONMC FURNTE DE NMITRCTDT
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El resultado de las pendientes halladas gr&ficamente se muestra
en el cuadro 18 frente a la concentracidén inicial de substrato, asf{

como también sus inversas.

En la figura 14 se ha graficado la velocidad inicial de reaccidn

con respecto a la concentracidn iricial de substrato, en la cual se ob
servat para ura concentracidén baja de substrato hasta el 5 % la velo-
cidad inicial de reaccidn es proporcional a la concentracién de subs—
trato y la reaccibn es de primer orden con respecto al mismo. A medida
que la concentracidn de substrato aumenta de 5 a 12 %, la velocidad i=-
nicial de reaccibn disminuye y deja de ser proporcional a la  concen—
tracidn, en esta zona el orden de reaccidn es mixto. Al aumentar la
concentarcidn de 12 a 15 % de substrato la velocidad inicial de reac -
cidn es indepsandiente de la concentracidn y se aproxima asintdticamen
te a una velocidad inicial de reaccibn constante, por consiguiente el
orden de reaccibn con respecto al substrato es cero y se puede afirmar
que la enzima se encuentra saturada con 91 substrato. Con los resulta-
dos de la seccidn 4.2.2.4 7 la presents se puede concluir que la con-—

centracién 8ptima de substrato est en el rango del 10 al 12 %,

Ila ecuacibn cinltica de lMtichaelis-llenten: es la ecuzcién de veloci
dad para una reaccidn de un sdlo substrato catalizada enzimdticamente,
relaciona la velocidad inicial de reaccidn (vo), la velocidad m&xiza
de reaccidn (vm) 7 la concentracibn inicial de substrato ([S]O), a tra

vés de la constante de lMichaelis-ienten (kn).

vo = (vm[ao)/(kﬁ * [S] o) Ec. [ichaelis-i'enten

El valor apréximado de v k,. son obtenidos grifficamente a partir
i .

de la figura 14:
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Cuzdro 18.- VALCR:S DE Li VELOCIDAD LiICL.L D8 REACCICN (v, ), DETTRII-

TADOS GRATFICAITITM® FARA =L ESTCCIO DEL ZFECTO D& CCLiCAl-
TRACIAT D@ SUBSTRATO SOBRE LA VEIQCIDAD DE RTACCION, EN La
HITROLISTS DZL AIXTTON DE Li RLRIME DE YUCA PCR FERITRIMA—
CICIT SUIERGIM: CON Astargillue niger ATCC 1015, A DE IiTI-
CIiLl 3.5, 32°C Y SUIF4ATOC D AlCITO CCLiO FUAME DE NITRCGE-
ne

Concentracidn v, [S]O 1/vo 1/[3]0

Substrato (w/v) (g/1)/n e/1 a/(g/1) 1/g
e 0.457 1€.35 2.188 0,061
4 % 0.702 32.70 1.425 0.031
5 0.805 40.87 1.242 0.025
£ 0.910 AG €5 1.06¢ 0.020
8 1.019 65.40 0.981 0.015
10 % 1.125 81.75 0.88¢ 0.012
12 % 1.182 88,10 0.84¢ 0.010
15 & 1.220 122.63 C.T52 0.006




Vo= 15 g/1h
kg, = 36.0 g/1

Reemplazanrdo los valores anteriores de v T ky en la ecuacidn
L

de Michzelis=ilenten se tiene:

La ecuacidn de liichaelis-}fenten puede transformarse algebraica-—
merte en otras formas gue son m&s dtiles para la interpretacidn de
los datos experimentales; tomardo los reciprocos a ambos miembros de

la ecuacidn de liichaelis=!Tenten se tiene:
1/Vo (kM * [S]o)/vm[slo
v = 1/vh + (ki/%h)(1/[s]o)

(o)

Ila 1ltima relacidn es la ecuacidén de Linewsaver—3urk iy tiene la
forma de la ecuacién de ura linea recta, cuando se graficas
1/v, vs 1/[S]o
Iz lirea recta tiene pendiente positiva kM vh s con interseccio
nes de —1/kM ’ 1/5& sobre los ejes 1/[5]0 y 1/vo °

Ia figura 15 representa la ecuacidn de Lineweaver—3urk, doble
reciproca, obtenida al graficar 1/vo Vs 1/[5]0 s con los datos de las

dos dltimas columras del cuadro 18,

La representacibn doble reciproca tienes la ventaja de que per—
mite una determiracidn miche mis exacta del valor de v 4 ya que en
la representacién sencilla (figura 14), se obtiene un valor aproxima-
do, puesto que es un valor limite a una concentracién de substrato irn
finita., Los valores m%4s exactos de vh y kM s Dueden obtenerse grifi-

camente de la figura 15. Consideré&ndolos como resultados finales:

v, = 1.6 g/1n
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la constante de Michaelis-lenten, no es un valor fijo, sind que
puede variar con la estructura del substrato, con el pH y la tempera-
tura; por consiguiente el wvalor de kr hallado es solamente para las

condiciones del presente trabajo.

Pinalmente, la ecuacidn cinética de Michaelis-Menten para el

presente estudio es la siguientes

v, = 1.6[s] /(39.2 + [s])

Yo existe trabajos relacionados sobre el tema para poder compa—
rar la kﬁ hallada, pero se puede afirmar que la curve de la figura 14
guarda relacidn a los reportados por la bibliografia, para la ecua-

cién cinética de Michaelis=iientens

444 =STUDIO D& La OSTRICICN D& GLUCCS: DN UN FERMANTADOR DE CINCO
LITROS

FREFARACICN DEL IINOCULO.— E1 indculo fue preparado a partir de
una cepa pura, por inoculacién directa des esporas del microorganismo

Aspermillus niger, en un frasco erlerneyer conteniendo 50 ml de me-

dio de cultivo al 2 % (w/v) de concentracién de substrato a DH 3.5 e
incubado a 32°C por 50 horas, el todo fue resembrado on otro erlen-
meyer conteniendo 150 ml de medio, con las mismas condiciones ante-
riores e incubado a 32°C por 46 horas. Posteriormente los 200 ml de

inbculo fueron transferidos al fermentador de 5 litrose.

HIDRCLISIS O SACARITICACICN .- La obtencidrn de glucosa en ur

fermentador de cinco litros se realiz8 con las condiciones Sptima

w

determinadas en los experimentos en frascos de 250 ml.

Un volumen de 3000 ml de medio de cultivo al 12 % (w/v) de con
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centracibén de subsirato, con sulfato de amonio como fuente de nitré-
geno, ajustado 2 pH 3.55, fus inoculado con 200 ml de indculo de As-—

parcilius rigar, luego incubado a 32°C.

En aste exzerimento el crecimiento de la masa celular flota so
bre el caléo, conseccucntemente fue dificultoso obternar muestras ho-
mogAneas. Desd= el inicio del proceso el medio fuc agitado con el
fin de proveer al microorzanismo de oxfgeno. Despuds de dos dias se

observd un aumento de masa celular ¥y licuefaccidn dsl medioe.

Los resultados de la determinacidn de glucosa y medicidn  del
pZ, como ccntrol del proceso, se presenta en el cuadro 12 y figura
16, observidndose que el pH inicial se incrementa desde 3.55 a 3.71,
PH que se mantiene casi constante desde el cuarto dfa. Por otro lado
la concentracidn de glucosa aumenta hasta 82.1 mg/ml, valor miximo
de formacidn de producto en 108 horas. Despuds de este tiempo no hay

incremento de glucosa, déniose por firalizado el proceso.

Cuadro 19.— RESULTADCS DZL CONTROL DEL PROCESO EN =L ESTTDIO DE ILa
OBT=NCICN DE GITCCSM EN UN FERMEITMADOR DE CITNCO LITROS

Tiempo, h 0 48 T2 108
pE 3:55 3.60 3.66 3.71
Temwp., °C 32 32 32 32
Concentracibn

Glucosa,mg/ml | 0.0 6.2 35.7 8241
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El contenido resultante de la sacarificacidn fue filtrado al
vacio, con la finalidad de separar la masa celular y otros sélidos
de la solucidn. La solucidn total recuperada fue de 2950 ml con
los siguientes resultadoss 242.2 g de glucosa, este valor represen
ta 8.2 g % de glucosa en solucién, con un rendimiento de hidréli-
sis de 74,1 ﬁ

No existe irnformacidn sobre trabajos especificos relaciona-
do con la presente investigacidn o sea sobre la hidrélisis por fer
mentacién sumergida con Aspergillus nicer, pero si se tienes los

Ld e

trabajos de investigacién de sRAUJO (1), BOS (6), ROMERO (40),UEDA

(44) y VErA (47), que obtienen alcohol a partir de yuca utilizando

farelo snzimftico obtenido de Bacillus subtilis, Aspergillus awa-

mori, Astergillus niger ¥ Asperzillus carbonarius, para el proceso

de sacarificacibn o hidrélisis, encontrando Puenos resultados.

la sacarificacién del almiddn por via enzimidtica puede reali
zarse utilizando, malta, enzimas puras, farelo enzimatico. la saca
rificacién con malta no parsce aconsejable en nuestras condiciones
porque los grarnos utilizzdos no se encuentra en grandes cantidades
en nuestro pafs, ademfs la obtencibén de malta es un proceso iraba-—
joso y de elevado costo en funcidn de su utilidad, aunque es un mé
todo tradicional de hidrélisis usado sn Buropa y Estados Unidos de
forte América; las enzimas puras tampoco puedan ser smpleadas, ya
qua no existe en el Perl centros espaecializados que lo  proiuzcan
en sranies cantidades ¥y su adguisicibn del extranjero eleva al cos
to; el farslo enzimitico microbizano se obtiene luego de una fermen

tacidn sumergida con Bacillus subtilis y/o Aspergillus, esta solu-

cibn de enzimas es posteriormente utilizada primero, para licue-

factar el almiddn con el farelo de Bacillus subtilis a una tempe—

ratura de 85°C por 20 minutos, luego se rrocede a la sacarificacién

con el faralo enzimitico fingico a 60°C nor 72 horas. Utilizando
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el método de sacarificacidén por fermentacidn sumergida con Aspergi=-
llus niger (método empleado en la investigacién), todo el proceso
de obtencidén de glucosa se realiza en una sdla etapa comparado con

el método de farelo enzimdtico.

El Instituto Nacionzl de Tecnolcgia del Brasil (INT), reporta
do por ARAUJO (1), realizd estudios de los métodos de hidrdélisis en
zirdtica, cuando fueron determinadas las proporciones ¥ condiciones
dptimas para los procesos de sacarificacidén y fermentacidn; ectos
estudios revelan un indice medio de sacarificacién del orden del
97.0 % para enzimas puras, y 95.0 % de sacarificacién con malta y
farelo enzimitico. En el presente estudio utilizando el método de
hidrélisis por fermentacidn sumergida, se encontrd un indice de sa-
carificacibn del orden del T4.1 %, este valor inferior al reportado
para el método por via enzimdtica por el INT, puede atribuirse al
hecho de que son mdtodos difsrentes, ademds a la deficionte aersa-
cién proporcionada al medio para el desarrollo del microorganismo

Asvergillus niger, que por ser estrictamente aerobio y el medio bas-

tante espeso era necesario insuflar aire esterilizado directamente.
Esta deficiencia no se observé a bajas concentraciones de substrato

en los experimentos en frascos de 250 ml.

Sobre el proceso de hidrélisis &cida existe los trabajos rea-
lizados por INDUSTRY PROFIIZS (21), LL4aCO (30), Saisch (41), aquie-
nes obtienen glucosa a partir de yuca, con bajos rendimientos con re
lacién a los obtenidos mediante la via enzimftica. Ademds el método
de hidrélisis &cida es un proceso obsoleto ¥y no recomendable por las
siguientes razoness el &cido ataca cierta porcibn de los zzicares
formados, transformindolos en azlicares infzrmentescibles, requiere
un elevado costo de energfa, presenta un alto fndice de desgaste de
materiales por tratarse con sustancias 4cidas y es un método alta-

mente nolutivo puesto que produce residuos inaprovechables ARATJO
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(1), 3cs (6) y v=na (47).

4.5 ESTCDIC DI La FPERTINTACICH ALCCEOLICA EN UM FERITENTADCR DE
CLICO LITRCS

FREP4RACICN DZL LTICCTLC.—- So prepard sisuiendo los mismos Dva—
sos para la obtencién del indculo ern el proceso de hidrélisis, Dpero

utilizendo la cepa ds Saccharomvess cerevisiae ATCC 4126, caldo mal-

tosado como medio de cultivo, ajustado a »% 4,8, primero por inocu-—
lacién diracta de dos asadzs del microorganismo a uxn voluman d2 50
ml, incubado a 26°C por 24 horas, luego trasvesado a 100 ml de medio

e incubado a 28°C por 10 horas.

FPERITNTACTCH ATCOHQLICL .- ™n esta fase el mosto de harira de

Juca anteriorments hidrolizado, sufre la accidn bioguimica de las la
vaduras, resultando la conversidn de la glucosa en alcohol etilico y

002 , ademés de pequafias cantidades de compuestos secundarios.

4 la solucién de glucosa obtenida en un volumen de 2950 ml, se
afiadid 0.05 ¢ (w/v) de fosfato de amonio, ajustardo a pE 4.65, este
medio fue llevado a ebullicidn y enfriado a temperatura ambiente,lue
go inoculado con 150 ml (5 % del volumen total) de indculo de Sac-

charomycas cerevisiae, e incubado. =1 andlisis del mosto fermentes-

cible antes de la incubacién dio una concentracidn de glucosa de

7.83 % (W/V)o

Las 10 primeras horas del proceso fermentativo se 1llevé a cabo
en condiciones aarobias a 28°C y constante agitacibn, mediante un a-
gitador magnético, luego la temperatura fue mantenida en 30°C en con
diciones anaerobias, agitando ®1 mosto cada 5 horas por un tiempo de

10 minutos, estas agitaciones tenfan la finalidad de ayudar la busna
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distribucidn de la levadura en todo el medio.

Despuds de 80 horas se dio por finalizado el proceso de fermen-—
tacidn alcoh$lica, al permanscer constantes las detarminaciones de

concentracidn de glucosa y porcentaje de alcohol en volumen.

En el cuadro 20 y figura 17, se observa el desenvolvimiesnto de
la marcha de la fermentacidén alcohblica. Desde el inicio Ze la fermen
tacidén , el PH disminuye sistemiticamente de 4.65 a 4.35, sn una for-
ma caracteristica al mecanismo bioquimico de las oxidaciones y reduc-
ciones del desdoblamiento desmolitico; lo mizmo ocurre cor relacidn a
la concentracidén de glucosa que va disminuyendo en funcidzn de su
, » hasta 1.48 g %. Paralela-
mente al desarrollo de la fermentecidn, se observa un  izcramento ds

ransformacidén en alcohnol etilico
t f lconol etil CcO

alcohol, alcanzéndose la mejor formacidn entre las 20 y 43 horas; a
las 72 horas se tiens la m&xima concentracidén 4.09 % en volumen de al

cohol en 8l mostoe.

Cuadro 20.- RESULTADOS D=L CCITTROL DEL PROCESO EN EL ESTULIO DE 14
FERENTACICYH AICOHCLICA X UN FrRIFITADOR DE 5 ILITROS

Tiempo, h 0 24 48 T2 80
pH 4o€5  4o4T 4ed2 436 4.35
Temp., °C 28 30 30 30 30

Glucosa,mg/ml  [78.3 2863  19.9 14.9 14.8
Glucosa,zb(w/v) |T.83 2.83 1.99 1.49 1.48
Peso CO,, § 0 T6s2 88,1 96.4 964
Alconol, %V,20°0 0 3616 3.75 4,08  4.0¢
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El sistema matraz—frasco lavador, tenfa la funcidn de prote-
ger al mosto fermentescible do la atmbésfsra 7y dejar pasar solamen
te anhidrido carbénico, el 4cido sulfiitico contenido en el frasco
lavador abgorve totalmenta el vapor de agua formado en &l proceso
de fermentacidn alcohdlica, La pérdida de neso del medio revresen-—

ta la formacidér de GO, 3 obtenidrdose 96.4 g de CO, al finalizar el

pProceso,

La fermentacién alcohllica es tipicamente un cracimiento aso
ciado, donde la formacidn de producto ssta relacionado al consumo

del substrato y al crecimiento del microorganismo VERA (47)

Teriendo en cuenta la afirmacidn antsrior, podemos relacio-
nar sl proceso de fermentacidr alcohdlica, con la formacién de al-
cohol etflico, siguiendo al curso de= dste en la figura 17. la Dpri-
mera fase de la fermentacidn, caracterizado por la multiplicacidn
de las levaduras, hasta adquirir una concentracidn celular sufi-
ciente para una eficiente fermentacidn, tuvo una duracidn 10 horas
aproximadamerte, esta fase se 1lev$ a cabo en condiciones aerobias
Dor ser beneficioso el aire rara la multiplicacidn celular. la se-
gunda fass de la fermertacidn, caracterizado por la mayor produc-—
cibén dm alcohol con intenso desprendimiento de 302 y calor, tuvo
una duracidén de 38 horas dsspués de las 10 roras ds haber iniciado
el proceso, ssta fase se 1lev$ a cabo en cordiciones completamenta
anaerobias. La fase complementaria, caracterizado por la disminu-
cién de la produccidn des alcohol y C02, es considerada a partir de
las 48 horas hasta sl tSrmino del proceso, también llevado a cabo

en condiciones anaarobias.

El fosfato de amonio fue agresado al mosto fermentescible,co
mo fuente de nitrdgsno y estimulante de la levadura en un porcen—

taje de 0.05 % (w/v), cantidad tomada deo acuerdo a las siguiontes
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referencias bibliogrdficas; la destileria de Paramonga reportado por
el ILSTITGTO DE MICRCBICLCCIA (22), utiliza 0.5 % como mfnico de fos
fato de amonio, para obtener alcohol d2 melazas; TICONA (42), emolea
0.01 % para la obtencidn de alcohol de pl&tano; VERa (47), luego de

haber realizado dos snsayos para la obtencidn de alcohol de yuca, in

forma que la adicién de 0.01 % de fosfato diamdnico no alteraron sig
nificativamente los resultados obternidos sin la adicibn extra ds es-—
te nutriente, demostrando que no era necesario el mejoramiento del

madio obtenido por hidrélisis de la jyucao.

La concantracidn de glucosa utilizada en el estudio fus de
7.83 g ﬁ (w/v), cantidad baja en relacidn a los reportados por ARAU-
JO (1), VERA (47), ouienes utilizan 18 % y 10 % respectivamente, pa-
ra la obtencidn de alcohol de yuca, los valores de 18 % y 10 % guar
dan relacidn con la concentracidn utilizada en la destilorfa de Pa-
ramorga, menciornado en la revisidn bibliogrifica, seccidn
del trabajc. Lo ideal era utilizar las concentraciones dacas por los
autores mecncionados. Para obtener un mejor rendimiento en la fecrmen-—
tacién alcoh8lica, los 8.2 g % (w/v) de glucosa obtenida en el pro-
caeso de hidrflisis, debid de concentrarses hasta por lo menos alcan-—

zar 10 g % de glucosa en =1 mosto fermentescible.

ARATTO (1), RGTRO (40) y VERA (47), rsportan un 3T 8rtimo on-—
tre 4.5 a 5.5 para laz obtencidn de alcohol de yuca, sn 2l rrasante
estudio el mozto fermentescible fue ajustado a pH 4.¢5, teniando en
cuenta ademfs, la recomendacién dada por CASIDA (12) de la utiliza -
ciér de un pE carcano a 4.8 para obtener huenos resultados. =1 pH
menor gue 5 inhita a las bacterias del &cido ldctico y no hay conta-

- . o .
minacion bacteriana.

Los procesos de farmentacidn alcohdlica en la mayorfa de las

destilerfas trabajan aficisntemente cuando la temperatura del mosto
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Se mantizne entre 28 a 30°C. ARAUJO (1), ROIERO (40) y ==& (47),tam
bidr informan temperaturas de 28 a 30°C obtenierdo buonos rondimisn—
tos, en el estudio se utilizd al nismo rango de temperatura. La des
tilerfa de Paramonga rerortado por el TISTITUTO DE MICROBIOLOGIA (22)
informa que la fermentacidr alcohblica puede sobrepasar fdcilmente
los 40°C por ser una reaccibén exotérmica, llegando a sstablecer que
la temperatura da operacidn debs ser 36°C como méximo. Fero se debe
tener en cuenta que si la temperatura sobrepasa los 30°C se corre el
riesgo de activar bacterias y fermentos peligrosos, ademis la fermen

tacidn puede experimentar una paralizacién ARAUJO (1)0

4.6 RENDILII-ITCS

Ia licuefaccidn y sacarificacidén de 360 g d2 harina de yuca

con 10.12 % de bumedad por fermentacién sumergida con Aspersillus ni-

ger, en las condiciones descritas, produce 242.2 g de glucosa, pre-—

sentando una conversidn de T4.1 %.

La ccncentracidén de alcohol en el mosto fermentado al  final
del proceso fue de 4.08 % de alcohol en volumer, presentando un ren-—

dimiento de 80.5 %, basado en glucosa consumida en la fermentacién.

Una sficiencia global de 60,0 % fue alcanzado en el proceso
descrito, lo que significa una produccién de aproximadamenta de 350
litros de alcohol a 20°C por tonelada métrica de harina de yuca pro-

cesada,

4,7 DESTILACION-RECTIFICACICHN

El mosto fermentado fue inmediatamente centrifugado, determi-

néndosa el porcentaje de alcohol en volumen de 4.08 %5, A fin de obte
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ner alcohol etilico concentrado libre de impurezas, se lle-
v6é primero, la solucidén de mosto fermentado a un proceso de
destilacidén simple, seguido por otro de rectificacién, ol
alcohol obtenido al final del proceso de rectificacidén fue
evaluado, presentando 06,8171 g/ml de densidad a 20°C, esto
equivale a 93.82 2 de alcohol en volumen a 15.56°C (60°F).



70 CONCLUSIONES

In base a las condiciones de trabajo y a los resultados ob—-

tenidos, se han estavlecidc las siguientses conclusioness

1e— Ia yuca es una de las plantas que presenta mayor capa-
cidad gsneradora de almiddn, el andlisis de la composicidn quimica
del cuarpo central de la yuca en estudio presentd 33.18 % de carbo
hidratos en base hfimeda. la harina con 10.12 % de humedad utiliza-

da en los experimentos contenfa 81.75 ¢ de almiddn.

2.- ©s posible la hidrdlisis del almiddn por fermentacilrn

sunergida con Aspersillus nizar, con buenos recsultados. Esta nueva
J

técnica puade reemplazar eficientements a los mftodos quizmicos de
hidrélisis (Scida~-tdsica), incluso a la enzizftica, normue inclu-

£ive se rueda realizar an m~dicc no estériles, lo cual  econcaiza

tiempo y consumo de energfa, necesaric en loz otros métodos,

30— Ias condiciones JSptimas determinadas en sl vresente tra
bajo para el decarrollo d= la hidrdlisis por fermentacibn sumerzi-
da fusron los siguientes: concentra2cidn de substrato 10 a 12 %
(w/v); temperatura 30 a 32°C; DE inicial 3 a 4; sulfato de amorio
como fuente de nitrégeno 7 un tiempo de formentacién entrs 100 a

115 horas,
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4.~ 1a mejor conversién sn el proceso de hidrdlisis 94.1 %,
se obtuvo al 2 % (w/v) de concentracién da substrato. la concentra-
cidén 8ptima do substrato 10 a 12 % (w/v), fue determinado mediante
el estudio cinético de la reaccidn biogqufmica; esta concentracién
rerresenta la saturacidn de la enzima por el substrato, proporciona

mayor cantidad de glucosa formada, con relacidén al obtaenido al 2 %.

5.— la cindtica bioqufmica del proceso de hidrdlisis por fer
mentacidn sumergida fue estudiado siguiendo el modelo de Michaelis—

Menten, obtenidndose como resultado la siguiente scuaciérn cindtica:

6.~ Bl mosto fermentascible obtenido por hidrdlisis mediante
el mbétodo descrito, fue urn medio de excelente calidad para la mul-

tiplicacidn de las levaduras (Saccharomyces cerevisiaas), en el pro-

ceso de fermentacidén alconblica. La fermsentacibén alcohblica so lle-
v6 a cabo bajo las sizuientes condiciones: 8 % (w/v) ds concentra-
cibn de glucosa; 0.05 ¢ (w/v) de fosfato de amonio; temperatura
28 a 30°C; pH inicial 4.65. la fermentacién alcondlica tuvo ura du-
racién de 72 horas, obteniéndoss 4.08 % de alcohol en volumen en el
mosto, repressentando un rendimisnto fermentativo de 80.6 % El sis—
tema anzerdbico, disefiado para el reactor alcohélico (kitasato-fras
co~lavador) trabajé eficiantemsnte permitisndo hallar el peso de

€O, formado (9€e4 g )e

To.— El procesamicento global de conversibén de almiddn a glu-
cosa mediante fermentacidn suzergida, multiplicacibén de fermentos
y produccidn de alcohol de buerna calidad presentd resultados satis-

factorios, por tanto, cumple con la expectativa y objetivos traza-

dos an el aestudios la utilizacién de la yuca como materia prima re—
novable en la obtencibn de alcohol etflico, como una alternativa en
la produccidn de erergia e insumo industrial. Por el proceso descri

to sea puede obtenor 350 1 de alcohol por TIT de harina procesada.



RECOMENDACTIONTES

1,- Realizar estudios del proceso de Lidrdlisis median-
te los métodos de fermentacidén sumergida y farelo enzimati-

co, utilizando raices frescas de yuca,

2,- Realizar estudios con los pardmetros 46ptimos deter-
minados en el proceso de hidrdlisis por fermentacién sumer-
gida, utilizando muestras de yuca de una determinada espe -

cie y variedad,

3.- Estudiar el disefio de un reactor, tratando de ade-
cuar un buen sistema de amreacidon para el proceso de hidroé-

lisis por fermentacidén sumergida con Aspergillus niger (mi-

croorganismo aerobio), con las condiciones dptimas determi-

nadas en el presente estudio,

L,- Realizar estudios para el cambio de escala; del ni-
vel de Laboratorio a nivel de Planta Piloto para la obten-

cion de alcohol de yuca.

5¢= LEstudiar la posibilidad del uso de la masa celular

del Aspergillus niger, para la alimentacidén humana o animal

(proteina unicelular),

6.~ Las Plantas de produccién de alcohol de yuca deben
instalarse en las zonas rurales del pais donde se cultive
la materia prima a fin de crear nuevas fuentes de trabajo

para el desarrollo agro-industrial,
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