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RESUMEN

El boniato es una materia prima atractiva para la produccién nacional de bioetanol
combustible debido a su alto contenido de azlcares, se cuenta con un programa de
mejoramiento genético nacional, tiene bajo requerimientos de nutrientes y de riego,
resistencia a plagas, baja erosidn, y alto rendimiento agricola.

Se evalud la produccion de bioetanol a partir de una variedad de boniato (lpomea
batatas) K 9807.1. La misma fue seleccionada por el INIA-Las Brujas, para su uso en la
produccidn de bioenergia.

Se estudiaron las condiciones operativas del proceso de hidrélisis enzimatica vy
fermentacién de boniato para la produccién de bioetanol, a escala de matraces agitados
y de biorreactor de laboratorio. Se evalud la hidrdlisis enzimatica con a-amilasa vy
amiloglucosidasa (AMG) comerciales y la fermentacién con levadura de panaderia
Saccharomyces cerevisiae, en etapas separadas y simultaneas. Se evalué también el uso
de la energia consumida para las distintas condiciones y configuraciones operativas del
proceso de produccién de etanol a partir de boniato utilizando un modelo de simulacién
desarrollado con el programa SuperPro Designer®.

El boniato K 9807.1 presentd un alto contenido de almiddén y azucares solubles
fermentables (sacarosa, glucosa y fructosa) que alcanzaron el 76 % de su materia seca
(expresados como equivalentes de glucosa).

La fermentacién y sacarificacion simultanea mostré un comportamiento similar a la
hidrolisis previa y separada de la fermentacion en términos de concentracién final de
etanol y rendimiento global.

Con la relacién materia seca a agua 1:5 se obtuvieron los mejores desempefios
(rendimiento, velocidad y manipulacion). Un aumento en la cantidad de materia seca por
volumen de agua agregado, si bien permitié aumentar la concentracién final de etanol, el
rendimiento fue bajo, la fermentacién incompleta, tuvo baja velocidad y dificultad en la
homogeneizacidn y transferencia de las suspensiones debido a la alta viscosidad. Para
esta relacion materia seca a agua se obtuvo el siguiente desempeno: concentracién de
etanol 68 g/L, eficiencia global 92 %, rendimiento industrial 0.46 L de etanol por kg de
boniato seco, rendimiento agricola 4460 L/ha.

Se elaboré un modelo de simulacion de un proceso industrial desarrollado en el
software referido, que puede ser utilizado para evaluar otras materias primas amilaceas.
Se disefié un proceso semi-continuo para una capacidad de 90.000 m* de etanol anual. El
consumo energético del proceso dependié mayoritariamente de la concentraciéon de
materia seca en el medio de fermentacion y de la eficiencia de fermentacion. El uso de
materia prima seca presentd un consumo de energia del proceso global que superé el
contenido energético del bioetanol producido.
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1. INTRODUCCION

1.1 Bioetanol

Las tendencias actuales del suministro y consumo de energia mundiales son
claramente insostenibles, tanto desde el punto de vista ambiental como del econémico y
social. Los principales desafios son: asegurar un suministro de energia fiable y asequible,
y pasar rapidamente a un nuevo sistema de suministro de energia con bajas emisiones de
carbono, eficiente y respetuoso del medio ambiente (IEA, 2008).

Los biocombustibles pueden representar una muy buena alternativa a los
combustibles fosiles, para combatir el cambio climatico, mejorar el empleo rural e
implica desafios para el desarrollo sostenible, tanto a nivel mundial como nacional
(Dufey, 2006; Demirbas, 2009). Un biocombustible es una fuente de energia renovable
producida con un material natural (planta), la cual puede ser utilizada como sustituto de
combustibles derivados de petrdleo. El bioetanol es el biocombustible mas utilizado en el
sector transporte en todo el mundo (Dufey, 2006; Demirbas, 2011; He y Zhang, 2011;
Zhang et al., 2011).

El CO, es uno de los gases de efecto invernadero mas importante (GEIl). El uso
continuado de combustibles fésiles para satisfacer la demanda energética del mundo ha
provocado una creciente concentracion de CO, en la atmdsfera, razéon por la cual hay una
creciente preocupacion sobre el calentamiento global. La combustion de combustibles
fosiles es responsable del 73 % de la produccién de CO, (Yu et al., 2003; Wildenborg y
Lokhorst, 2005; Demirbas et al., 2004).

El uso de biocombustibles permite reducir la emision de los gases de efecto
invernadero que se asocian a la combustidn del petrdleo (GEI). Esto ayudaria a los paises
a combatir parte de los problemas ambientales, a minimizar el cambio climatico vy
cumplir con los compromisos del Protocolo de Kyoto. El uso de biomasa para producir
bioetanol permitiria reducir las emisiones de GEl, ya que al crecer absorben CO, que
luego se libera durante la combustién del biocombustible, no contribuyendo a emisiones
de carbono nuevas, sino que la emisién formaria parte del ciclo del carbono fijado.
Koonin (2006) evalud seis estudios sobre la reduccion de gases de efecto invernadero
debido al uso de bioetanol producido a partir de maiz y encontraron una disminucién del
33 % al 20 %, con un promedio de una reduccidn del 13 % de las emisiones de gases de
efecto invernadero en comparacion con la gasolina. Asi, la utilizacién de biomasa para
producir biocombustibles podria ahorrar la energia no renovable y reducir los gases de
efecto invernadero (Koonin, 2006; Kim y Dale, 2005).

El etanol anhidro fue utilizado como combustible en algunos motores de combustion
interna en el siglo XIX. En la década de 1930, el bioetanol fue utilizado como fuente de
combustible para los coches. Después de la Segunda Guerra Mundial, sin embargo, pasa



a tener poco interés el uso de cultivos agricolas para la produccién de bioetanol a causa
de la oferta abundante y barata de petrdleo y gas natural (Bothast y Schlicher, 2005).

Como componente de combustible, el etanol se quema de forma limpia y aumenta el
octanaje de la gasolina. Debido a que el etanol tiene un mayor contenido de oxigeno que
el metilterbutileter (MTBE), se requiere la mitad del volumen para producir el mismo
nivel de oxigeno en la gasolina.

Por lo tanto, el bioetanol presenta ciertas ventajas frente a la gasolina: tiene un
numero mayor de octanaje, los limites de inflamabilidad en el aire son mayores y mas
extensos y posee mayor calores de vaporizacion. Estas propiedades le permiten una
mayor relacion de compresidon, menor tiempo de encendido del motor y un menor
tiempo de inyeccién de alcohol, dado por la rapida velocidad de vaporizacién del etanol,
lo que conduce a ventajas en la eficiencia tedrica en un motor de combustién interna
(Balat, 2007).

El bioetanol se puede mezclar con gasolina en cualquier proporcion hasta un 10 % sin
necesidad de modificaciones en el motor. Mezclas de 5 % o 10 % de bioetanol en la
gasolina se denominan B5 y B10, respectivamente (Dufey, 2006). El bioetanol también
puede utilizarse en concentraciones mas altas como el E85 o E95 (95 % bioetanol y 5 %
gasolina). La mezcla mds popular para los vehiculos ligeros que se conoce como E85
(85 % bioetanol y 15 % gasolina). En Brasil el bioetanol como combustible es derivado de
la cafia de azucar y se utiliza puro o mezclado con gasolina en una mezcla de 24 %
bioetanol y 76 % gasolina. En los Estados Unidos, mayoritariamente se utiliza la mezcla
E85 pero varios estados utilizan E10 (10 % bioetanol v/v) (Balat et al., 2007). En la Tabla
1.1 se muestran los tipicos usos del bioetanol combustible y los materiales a partir de los
cuales se obtiene a nivel mundial.

Tabla 1.1. Tipo de produccion global de bioetanol.

Pais Tipico uso Materia prima
Brasil E26 Cafa de azucar
Estados Unidos E10, E85 Maiz, sorgo
China E10 Maiz, mandioca, cafia de azucar, boniato, arroz
India ES5 Cafa de azucar
Colombia E10 Cafa de azucar
Tailandia E10 Cafia de azucar, tapioca, mandioca
Peru E7.8 Cafa de azucar
Suiza E5, E85 Forestal, trigo
Uruguay E5 Caia de azucar, sorgo dulce

Fuente: Dufey, 2006.

La necesidad de obtener alcohol deshidratado con el fin de ser usado como aditivo
oxigenante de la gasolina, impuso una serie de retos a la industria y a los centros de
investigacion, a fin de reducir los costos energéticos de la recuperacion de etanol
cumpliendo los correspondientes estandares de calidad. Adicionalmente, el impacto
ambiental que presentan alguna tecnologias tradicionales de separacion hizo que la



investigacion sobre esquemas alternativos y no convencionales sea mucho mas intensa
(Montoya et al., 2005; Sanchez y Cardona, 2005).

Las necesidades de promover el desarrollo de zonas rurales deprimidas, reducir la
dependencia de combustibles fdsiles agotables y generalmente importados y de
disminuir las emisiones, en particular de diéxido de carbono, han conducido a diferentes
respuestas mundiales de paises o de bloques regionales, el desarrollo de politicas y
programas de promocion de fuentes renovables de energia (IEA, 2008; CEPAL—GTZ,
2003; CEPAL, OLADE, GTZ, 2003; Dufey, 2006).

Teniendo en cuenta que el costo de la produccién de biocombustibles es mas alto
gue los de los combustibles convencionales, se requiere de politicas publicas para apoyar
y subsidiar la produccidon de biocombustibles competitivos en las primeras etapas de
desarrollo industrial. El uso de instrumentos de politica tales como el establecimiento de
objetivos nacionales para la mezcla de biocombustibles con combustibles estandares, los
beneficios fiscales, subvenciones y garantias de préstamos para fomentar una mayor
produccidon y consumo a través de la normativa se encuentra detrds del desarrollo de
este mercado (Dufey, 2006).

Desde 1975, el Programa Nacional de Alcohol de Brasil ha utilizado la sacarosa,
obtenida directamente de la cafia de azlcar, como sustrato para la fermentacién. El
gobierno de Estados Unidos, que es el segundo mayor productor de alcohol del mundo
luego de Brasil, aprobd la Ley de Seguridad Energética en 1980, que incluyd la Energia de
la Biomasa y la Ley de Alcohol Combustible, para otorgar préstamos y garantias de
préstamos para el alcohol y otros proyectos de energia a partir de biomasa. El objetivo de
estos programas era apoyar el agregado de bioetanol a la gasolina (Glazer y Nikaido,
2007).

El bioetanol es el biocombustible mas usado para el transporte de todo el mundo. La
produccion mundial alcanzé los 33 millones de metros cubicos en 2004. Alrededor del
60 % de la produccién global de bioetanol proviene de la cafia de azucar y 40 % de otros
cultivos. Brasil suministra alrededor del 50 % de la demanda internacional de bioetanol
(Dufey, 2006). En el afio 2008 fue 64 millones de metros cubicos, incrementandose la
produccién un 94 %, en tan solo 4 ainos (Tabla 1.2).



Tabla 1.2. Produccidn global de bioetanol.

Pais / Regién Produccién (millones de m®)
Ao 2004 Aiio 2008
Estados unidos 12.9 33.8
Brasil 14.6 26.1
China 3.5 3.9
India 1.2 2.3
Francia 0.8 15
Canadid 0.2 1.0
Alemania 0.2 0.8
Tailandia 2.5 0.6
Rusia 0.8 0.6
Espana 0.3 0.5
Sur Africa 0.4 0.4
Reino Unidos 0.3 0.4
Restantes paises 5.1 53
Mundo 40.7 77.1

Fuente: Demibras, 2011.

Uruguay presenta una alta dependencia energética de los combustibles fdsiles
importados. Aproximadamente el (50 - 70) % de la energia primaria utilizada en los
ultimos diez afios corresponde a combustibles fosiles, basicamente petrdleo y en menor
proporcién gas natural y carbén. El resto corresponde a energia renovable de origen
nacional, bdsicamente energia hidrdulica y biomasa. Los valores referidos dependen
fuertemente de la disponibilidad de energia hidraulica. Desde 1994, el sector transporte
ha sido el de mayor participacién en el consumo final energético (32 % en 2007). Sin
embargo, en el 2008 el sector industrial pasé al primer lugar debido principalmente al
gran aumento en el consumo de residuos de biomasa (33 % sector industrial y 29 %
sector transporte) (DNETN).

En Uruguay, la respuesta a la incorporacién de etanol combustible se puede resumir
de la siguiente manera.

1) La Ley de Agrocombustibles (N°18.195) aprobada a fines del 2007. Tiene por objeto el
fomento y la regulacion de la produccién, comercializacién y utilizacién de
biocombustibles, establece horizontes de sustitucion de combustibles fdésiles por
combustibles nacionales (en el caso de etanol la incorporacién de hasta el 5 % en las
gasolinas de uso automovilistico y a partir del 2015 ese porcentaje serd el minimo
obligatorio) y requisitos medioambientales para la produccion, entre otros.

2) El Programa de Biocombustibles de la Administracion Nacional de Combustibles
Alcohol y Portland (ANCAP) propuesto en 2006 tiene como objetivos principales: a) la
reduccion de las cuentas de petréleo mediante la sustitucidn progresiva de combustibles
de gasolinas y gasoil por etanol y biodiesel respectivamente; b) crear puestos de trabajo
rural en especial en areas deprimidas social y econdmicamente; c) diversificar la matriz
energética; d) contribuir a la reduccidon de contaminacién ambiental. El emprendimiento



de ALUR-Bella Unién ha comenzado a producir etanol de caifa de azucar en 2009,
actualmente produce azlcar, bioetanol, electricidad y racidon animal y prevé procesar
sorgo dulce. Se prevé una produccion de 18.000 m® anuales de etanol que corresponden
aproximadamente al 5 % de consumo anual de gasolina (Errea y Sader Neffa, 2006). El
Programa prevé la produccién de etanol usando otras materias primas (sorgo, boniato).
Actualmente en ALUR Paysandu se produce etanol de calidad industrial y potable a partir
de sorgo grano y melaza de cafa. Este aino se comenzd con la construccién del nuevo
complejo de ALUR en Paysandu, donde se produciran 70.000 m? anuales de etanol,
50.000 toneladas de alimento animal y 12 megavatios/hora de electricidad, en una obra
gue implicard la inversion de unos 100 millones de ddlares (ALUR, disponible online).

3) Aprobacidn de normas técnicas nacionales de calidad para etanol combustible: normas
UNIT 1122:2009 (etanol anhidro) y 1124:2007 (etanol hidratado).

La cadena productiva de la obtencién de etanol incluye la obtencién de la materia
prima (produccién vegetal), su transporte hasta el centro de transformacién (usina,
ingenio, destileria, planta industrial), transformacién en la forma de energia final,
distribucién y uso final. Durante la cadena productiva, se utilizan combustibles derivados
del petrdleo, hay emisiones gaseosas, incluyendo gases de efecto invernadero y vertidos
de efluentes liquidos, puede haber erosidon y agotamiento de suelo agricola. La
produccidn de bioenergia no necesariamente implica menor consumo neto de petréleo,
menor emisidn neta de gases de efecto invernadero o buenas condiciones laborales en
las zonas rurales. Se tiene el riesgo de comprometer la disponibilidad de suelo para la
produccion de alimentos y de fibras, provocando escasez y aumento de precios en los
mismos. El costo elevado de la bioenergia, ha llevado en el pasado a aplicar subsidios y
créditos que pueden no ser sostenibles por el sistema tributario y financiero (DSD, 2001;
Smeets et al., 2006).

El bioetanol se produce por fermentacién, generalmente usando levaduras, de un
mosto preparado a partir de azlcares de materiales azucarados (cafia de azucar, sorgo
dulce, remolacha azucarera, suero de leche), amildceos (cereales o raices como maiz,
sorgo grano, boniato) o celuldsicos (residuos forestales, paja, plantas perennes). Los
materiales azucarados tienen azucares simples solubles directamente fermentables
(sacarosa, glucosa, fructosa, lactosa). En cambio los materiales con almidén o celulosa,
requieren etapas previas de hidrdlisis o sacarificacion para la obtencidn de los azucares
simple fermentables. El etanol producido por fermentacién se separa por destilacién y
eventual posterior deshidratacién, segun la calidad requerida del producto sea hidratado
o anhidro. La Figura 1.1 esquematiza las distintas etapas involucradas en el proceso de
conversion de la biomasa en azlcares fermentables y produccion de etanol.
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Figura 1.1. Proceso de conversion de biomasa a etanol.
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En la eleccién, tanto de la materia prima como del proceso industrial de
transformaciéon deben tenerse en cuenta criterios de desarrollo sostenible
(“sustentabilidad”) (Chidiak y Stanley, 2009):

e Uso de nuevos cultivos que no compitan con alimentos: no uso como alimento, no
uso de cereales que formen parte de la dieta bdsica humana.

e Modelos productivos de integracion no de sustitucion.

e Uso de cultivos con: minimo arado, bajo uso de fertilizantes, minimo uso de agua,
baja erosién.

e Cultivos de crecimiento rapido, alta productividad.

e Procesos industriales flexibles para el procesamiento de diversas materias primas.

e Alto rendimiento de transformacion: uso de enzimas con alta especificad y actividad,
mejores microorganismos fermentadores y resistentes a inhibidores.
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e Bajo uso de energia no renovable en el proceso: reduccién en el uso de agua en el
proceso industrial, uso de residuos agricolas como fuente de energia.

En la Tabla 1.3 se comparan la produccién potencial de etanol de varios posibles
sustratos.

Tabla 1.3. Diferentes materias primas para la produccion de bioetanol y su produccion

potencial.
Materia prima Produccién potencial
de bioetanol (L/t)
Cafa de azucar 70
Remolacha azucarera 110
Boniato 125
Papa 110
Mandioca 180
Maiz 360
Arroz 430
Cebada 250
Trigo 340
Sorgo dulce 60
Bagazo y otras biomasas celuldsicas 280

Fuente: Linoj Kumar et al., 2006.

Actualmente el etanol combustible se produce mayoritariamente a partir de
materiales azucarados (caiia de azucar y remolacha) y amildceos (maiz). En los materiales
azucarados, el azucar se extrae mediante molienda y se fermenta a etanol usando
microorganismos apropiados, generalmente levadura Saccharomyces cerevisiae.

En el caso de los materiales amildceos, se debe procesar la materia prima (moler,
cortar), e hidrolizar el almidén (en forma enzimatica o quimica) previa para producir
azucares directamente fermentables (glucosa) por los microorganismos.

Mientras que para la produccion de etanol a partir de materias primas
lignoceluldsicas, es necesario un pretratamiento fisico y quimico severo que permita
romper la estructura del material y poder liberar los azlUcares que pueden ser
fermentables.

Materiales como la remolacha o el maiz requieren una fuente energética externa
para su industrializacion. Como beneficio, dejan una material residual (coseta o sdlidos
de la destilacion) que se usa para racién animal permitiendo la integracion de sistemas
de produccién de energia y alimentos. La harina de soja utilizada en la alimentacion
animal puede ser sustituida por los residuos secos y solubles de la destilacion de granos
(DDGS), es decir, el producto alternativo para la harina de soja utilizado es el DDGS (Kim y
Dale, 2005).

En el proceso de molienda seca, el maiz se muele y se mezcla con agua para formar
un puré. La masa se cocina y se le agregan enzimas para convertir el almidén en glucosa.



A continuacién, se anade la levadura y se procede a fermentar. La mezcla producto de
esa fermentacion se destila y deshidrata para producir etanol combustible. Los sélidos
gue quedan después de la destilacidon se secan para producir granos de destileria secos
con proteinas (DDG) y se venden como un suplemento de racién animal. Para que sea
econdmicamente viable, las plantas de produccidn de etanol a partir de maiz deben
comercializar tanto el etanol resultante del proceso como los co-productos generados
(Bothast y Schlicher, 2005; de Blas et al., 2007).

En el caso del maiz el proceso de molienda humeda es mas rentable vy
energéticamente mas intensivo, ya que el grano debe ser separado en sus componentes,
incluido el almiddn, fibra, gluten y germ. El gluten también se separa para convertirse en
harina de gluten de maiz, un alimento para animales alto en contenido de proteinas
(Bothast y Schlicher, 2005).

La papa, el boniato y la mandioca requieren un proceso de hidrdlisis por ser
amildceos. Estos cultivos ofrecen como gran ventaja un rendimiento mucho mas alto de
almidon por hectarea de tierras cultivada, pero tienen un problema de almacenamiento y
transporte ya que contienen gran cantidad de agua (Maiorella et al., 1981).

El diéxido de carbono es un subproducto util de la fermentacidon alcohdlica. Se utiliza
principalmente por la industria de alimentos para la produccion de bebidas carbonatadas
y agua de soda (Bothast y Schlicher, 2005; Tasi¢ y Velijkovié, 2010).

Algunas materias primas como la cafa de azlcar dejan un residuo lignoceluldsico
(bagazo) que se quema en caldera para producir el vapor y la electricidad requeridos
para los procesos, permitiendo alcanzar la autonomia energética de la planta industrial.
El exceso de bagazo producido permite la generacién de electricidad que bien se vierte a
la red publica o se usa en emprendimientos locales. Pero otras materias primas como las
amilaceas, requiere el uso de energia externa (fuel oil, gas natural, residuos
lignocelulésicos). A efectos de optimizar el funcionamiento de una planta de produccion
de bioetanol, se requiere saber cdbmo afectan en el costo final variaciones en la materia
prima, condiciones operativas, incorporacién de nueva tecnologia o en el combustible
usado (Kim y Dale, 2005; Kwiatkowski et al., 2006).

1.2 Boniato como materia prima para la produccion de bioetanol

El boniato (lpomea batatas) ha sido considerado una buena materia prima para la
produccidn de etanol por fermentacién por su alto rendimiento en contenido de almidén
por unidad de area cultivada (Kim y Hamdy, 1985; Srichuwong et al., 2009; Ziska et al.,
2009). Se ha reportado que cultivos de maiz, remolacha azucarera y de sorgo dulce,
tendrian rendimientos en alcohol por unidad de superficie, alrededor de la mitad del
boniato (Vilaré et al., disponible on line; Ziska et al. 2009). La mayor parte de su materia
seca corresponde a almiddn (Zhang et al., 2002; De Souza et al., 2007). Contiene ademas
azucares simples solubles como glucosa, fructosa y sacarosa, cantidades menores de
fibras y proteinas. En la bibliografia hay pocos estudios sobre la produccién de etanol



usando boniato como materia prima (Kim y Hamdy, 1985; Yu et al.,, 1996; Reddy y
Basappa, 1997; Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2011).

El cultivo de boniato tiene varias caracteristicas que determinan su buena adaptacion
local y eleccién por productores de tipo familiar (Fallé et al., 2005). Al igual que la
mayoria de los cultivos de raiz, el boniato tradicionalmente ha crecido como cultivos de
subsistencia, ya que son capaces de tolerar condiciones marginales de suelo
(Osundahunsi et al., 2003). Tiene bajo costo de produccion, se cuenta con un programa
de mejoramiento genético nacional desde hace dos décadas, tiene facilidad de manejo y
escasa incidencia de enfermedades y plagas, no precisa riego y es poco erosivo porque
cubre rapidamente el suelo, protegiendo del efecto de las lluvias, ademas de controlar
malezas problema. La produccion local cubre el consumo nacional. El tamafio de este
mercado limita el aumento del area y el desarrollo del cultivo. El periodo de cosecha de
boniato en el sur es de febrero a mayo inclusive. En el norte empieza un mes antes y la
cosecha puede extenderse hasta junio inclusive. Esta se puede realizar en cualquier
momento del ciclo, una vez alcanzado un rendimiento favorable. En el norte, con
cultivares precoces es posible obtener dos cosechas por temporada (Vilaré et al.,
disponible on line).

Debe destacarse que el boniato tradicional no forma parte de la dieta basica
uruguaya y ademas en la zona sur existe un descarte de 6.500 toneladas, cuyo destino es
la alimentacion animal o se desperdicia sin un uso valioso (Encuesta Horticola, 2006).
Este descarte podria destinarse a la produccion de etanol pero dicha cantidad no justifica
por si solo un emprendimiento industrial. Sin embargo, las variedades mejoradas
presentan mayor potencial de rendimiento de obtencién de etanol y amplia adaptacion a
las condiciones agroecoldgicas locales. Este cultivo se adapta a productores de cualquier
escala por ser facilmente mecanizable y a diferencia de otros cultivos alternativos
utilizados en la produccién de bioetanol, la cosecha y procesamiento de dicha materia
prima puede realizarse de acuerdo a la demanda industrial (Vilard et al., disponible on
line).

La transformacion previa del boniato (chips o harina) puede facilitar el transporte y/o
conservacion (Vilaré et al., disponible on line).

En los paises en desarrollo, donde existe una escasa infraestructura de transporte, la
harina es una alternativa a las dificultades asociadas con el almacenamiento y transporte
dichas raices en forma fresca (Yadav et al., 2007). El material seco tiene menor cantidad
de agua disponible (actividad de agua menor al fresco) por lo que sufre menos
degradacion debido al crecimiento microbiano con el tiempo. Ademas este proceso
mejora la estabilidad del boniato, minimizando los cambios quimicos y fisicos durante su
almacenamiento (color, textura, forma y algunas propiedades funcionales tales como la
rehidratacion y la porosidad). En el proceso de secado debe observarse la prevencion del
oscurecimiento de las materias primas por procesos enzimaticos y no enzimaticos
durante el proceso; preservar la estructura celular de boniato; el contenido de azucares;
y evitarse la oxidacion del producto. El secado al sol es el método mdas comun de secado
de los cultivos en los paises en desarrollo (Hatamipour et al., 2007).



En general, el secado de boniato podria ser util para: (i) reducir el costo de
transporte, ya que se podria transportar mayor cantidad de material atil (almidén y
azucares fermentables) en cada viaje de traslado a la planta, (ii) conseguir altas
concentraciones de etanol, al poder preparar mezclas con mayor contenido de material
seco (y por tanto de azucares fermentables) que el boniato fresco, (iii) mejorar la
flexibilidad de la planta ya que se puede conservar el material por largo tiempo y ocupa
menos espacio que el fresco, (iv) mejorar potencialmente el desempefio de la hidrdlisis a
altas relaciones materia seca a agua debido a una mayor accesibilidad de las enzimas al
almidon.

1.3 Almidon

La mayor parte de la materia seca del boniato corresponde a almiddn (puede alcanzar
60 - 70 % del material seco) (Zhang et al., 2002; Ziska et al., 2009). El almidén es un
polimero de glucosa de alto peso molecular, insoluble en agua y parcialmente cristalino.
Estd formado por dos tipos de polimeros bien diferentes, la amilasa y la amilopectina
(Klass y Dale, 1998; Bothast y Schlicher 2005).

La amilosa se trata basicamente de un polimero lineal, cuyas unidades de glucosa
estan unidas por enlaces a (1-4). La amilopectina es un polisacdrido ramificado de
unidades de glucosa, cuyas ramas se localizan entre el C6 de una glucosa de la cadena
principal y el C1 de la primera glucosa que participa de la ramificacion. Por ello, se dice
gue la amilopectina se trata de un polimero ramificado que contiene glucosas unidas
mediante enlaces glucosidicos en la posicién a (1-4) y algunas uniones a (1-6) encargadas
de formar dichas ramificaciones (Coulate, 1998).

La amilosa es soluble en agua caliente, mientras que la amilopectina no lo es. La
amilosa es un polimero mas pequeno que la amilopectina, se cree que contienen muchos
miles de unidades de glucosa. La amilopectina es una molécula mucho mas grande, que
consta de alrededor de 10° unidades de glucosa por molécula. Como en la amilosa, las
uniones entre las moléculas de glucosa son enlaces a (1-4), pero alrededor del 4 - 5 % de
las unidades de glucosa estan también unidas en enlaces a (1-6), generando puntos de
ramificacion (Figura 1.2 y 1.3) (Coulate, 1998).



Figura 1.2. Estructura de: a) la amilosa, formada por cadenas de a-D-glucopiranosilo
unidos por enlaces a (1-4), y b) la amilopectina, con ramificaciones en la cadena de
glucosas producidas por enlaces a (1-6) (Coulate, 1998).

Las variedades boniato muestran diferentes patrones cristalinos, y contenidos de
amilosa que van desde 8.5 hasta 38 %, con temperaturas de gelatinizacion de (63 - 74)eC.
Parte de esta variabilidad puede atribuirse a la variacién genética. Las condiciones de
crecimiento también pueden afectar a las propiedades fisicas de los almidones de
boniato. Algunos investigadores observaron un incremento en el contenido de amilosa,
temperatura de gelatinizacién y tamafo de los granulos al aumentar la temperatura del
suelo. En ambas variedades (boniato rojo y boniato blanco), el tamafo del granulo oscild
entre unos pocos micrometros a 40 um. Estos cultivares tenian un contenido alto de
amilosa (32 - 34 %). Se detectaron temperaturas de inicio de gelatinizacion de 672Cy que
la variedad de boniato blanco tenia tendencia mas baja de retrogradacion
(insolubilizacién y precipitacion espontanea, principalmente de las moléculas de amilosa,
debido a que sus cadenas lineales se orientan paralelamente y reaccionan entre si). La
combinacidon del alto contenido de amilosa en el almiddn con las temperaturas de
gelatinizacién relativamente bajas no es comun, debido a que el alto contenido de



amilosa se asocia generalmente con altas temperaturas de gelatinizacion. Ambos
cultivares presentaron baja capacidad de absorcidn de agua (Osundahunsi et al., 2003).

Las propiedades fisico-quimicas de los almidones son dependientes de su
composicion, estructura de polisacaridos y organizacidon supramolecular (formacién de
fase cristalina y fase amorfa, sus interacciones, el grosor). El almiddn tiene ciertos tipos
de embalaje cristalino de sus hélices dobles de la amilopectina (A o B) y el aumento de la
temperatura del suelo durante el desarrollo del boniato promueve la transformacion de
tipo C (mezcla de la estructura polimorfica, tipo A y tipo B). El calentamiento del almidén
himedo a una temperatura mayor a 1002C a menudo resulta en la transformacion de la
estructura B menos estable termodindmicamente (con empaquetamiento hexagonal de
dobles hélices y cerca de 36 moléculas de agua dentro de cada célula) a una estructura
monoclinica mas estable de tipo A (con cerca de seis moléculas de agua dentro de las
hélices). El aumento de la temperatura de gelatinizacion es mas pronunciada en
estructuras menos ordenadas (tipo C). Pero variaciones en la temperatura ambiental
durante la biosintesis, puede resultar en una conversién total de C (temperatura del
suelo de crecimiento bajo, aprox. 159C) a estructura pura de tipo A (correspondiente a
altas temperaturas, 27 - 332C) (Genkina et al., 2004). lgualmente para cualquiera de las
estructuras la viscosidad aumenta en forma significativa cuando se calienta una
suspension de almidén.

Las cadenas de
AP se encuentran

y \Q ~ en doble hélice
Lq: g° Amilosa

Amiulopectina (AP)

Figura 1.3. Estructura adoptada por la amilosa y estructura ramificada de la amilopectina
adoptada en un material amilaceo (Jane, 2009).

El almiddon también puede ser subdividido en almiddn de cereales, legumbres, palma
y los almidones de tubérculos o raices, por su grado de complejidad en su hidrdlisis. El
almidén de tapioca y de boniato son ejemplos de almiddn derivado de los tubérculos o
raices. Los granulos de almidones de tubérculos y de raices son de forma ovalada,
esféricas y también existen formas poligonales e irregulares (Shariffa et al., 2009).

Para la produccion de bioetanol a partir de un material amildceo por fermentacién
con Sacharomyces cerevisiae, debe hidrolizarse previamente el almidén a unidades de




glucosa. La hidrdlisis se puede realizar de dos maneras: hidrdlisis enzimatica e hidrdlisis
acida (Yoosin y Sorapipatana, 2007; Tasi¢ y Velijkovi¢, 2010).

La hidrdlisis catalizada por acido no se utiliza mucho en la actualidad debido
principalmente a la necesidad de la neutralizacion del hidrolizado antes de la
fermentacion y a que se requiere mayor inversion en el equipamiento, ya que el material
debe ser adecuado para trabajar en condiciones acidas. El método enzimatico ha recibido
mayor atencion en las ultimas décadas (Tasic¢ y Velijkovi¢, 2010).

1.4 Hidrdlisis enzimatica del almidén

La hidrdlisis enzimatica de almiddn, generalmente se realiza en dos etapas. Primero
se realiza una etapa de licuefaccién en presencia de a-amilasa para hidrolizar el almidén
en oligosacaridos con varias unidades de glucosa (dextrina), y luego se realiza la
sacarificacion con el agregado de amiloglucosidasa (AMG) que hidroliza los oligosacaridos
a glucosa (Tasi¢ y Velijkovi¢, 2010; Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2011).

Las enzimas amiloliticas que se utilizan para la sacarificacion del almidén provienen
de bacterias y hongos (Chou et al., 2008). Varios microorganismos son conocidos por
producir amilasas para digerir almidon crudo, sin embargo la mayoria de estos
microorganismos son eficaces para los almidones de cereales. Almidones de raiz o
tubérculos son mas resistentes a la reaccién de estas enzimas. La susceptibilidad de los
granulos de almidén a la digestidon por la amilasa depende de la fuente de almidén y
duracidn del tratamiento con la enzima. Se ha seleccionado una cepa de Aspergillus niger
AMO7 capaz de hidrolizar almiddn en glucosa, tanto en cereales, tubérculos y raices que
puede ser utilizada directamente en la produccién de etanol (Omemu et al., 2004).

La hidrdélisis del almiddn implica la ruptura de enlaces glucosidicos y la adicidon de una
molécula de agua por cada enlace roto

(CeH1005)n + N H,0 = n CgH1,06
almidon glucosa

La reaccién dada por las amilasas es irreversible. Las amilasas se pueden subdividir en
tres grupos: a-amilasa, B-amilasa y glucoamilasa.

La enzima a-amilasa es una endoamilasa que hidroliza al almidén en polimeros mas
cortos de glucosa. Puede atacar los granulos intactos de almiddn e hidroliza tanto a la
amilosa como a la amilopectina, generando al comienzo huecos al azar en los granos de
almidén. La a-amilasa hidroliza los enlaces a (1-4) en zonas aleatorias de la cadena
principal, incluso a ambos lados de los enlaces a (1-6). Sin embargo, no hidroliza los
enlaces 1-6 que se encuentran en los puntos de ramificacion de la amilopectina. Las otras
dos (B-amilasa y AMG) actlian sobre los productos liberados en la reacciéon con la
a-amilasa (Polakovic y Bryjak., 2003; Bravo et al., 2006).



La B-amilasa o maltasa es una exoamilasa que hidroliza ordenadamente unidades de
maltosa a partir de extremos no reductores. La enzima detiene su actividad dos unidades
antes de un enlace a (1-6). La enzima hidroliza Unicamente enlaces glucosidicos a (1-4),
con inversién en la configuracién del C1 en el glicdsido, pasando de la forma a a la B
(Tucker y Woods, 1991).

La amilopectina es degradada parcialmente Unicamente por la amiloglucosidasa. La
glucoamilasa o amiloglucosidasa (AMG) ataca los extremos no reductores del sustrato,
formando en mayor cantidad glucosa y en menor cantidad oligosacaridos. La accién de la
enzima causa inversién en la configuracion, produciendo B glucosa.

En la Figura 1.4, se muestra un esquema de las condiciones que se utilizan
generalmente en la hidrdlisis enzimatica de almidén de boniato (Zhang et al., 2011).

Figura 1.4. Esquema de las etapas de la hidrdlisis del almidén.

Ademads del contenido de amilasa y amilopectina, la susceptibilidad del almidon al
ataque enzimatico estd influenciado por varios factores como: tamano de particula,
estructura cristalina, la presencia de inhibidores enzimdticos y caracteristicas de la
suspension (viscosidad, la resistencia a la retrogradacién o grado de gelatinizacién, pH
temperatura, relacién sustrato/enzima). También depende de las propiedades
fisicoquimicas del almidén y se ve influida por el procesamiento y condiciones de
almacenamiento. Entre estos factores, la estructura granular se cree que es el mas
importante. Entre los almidones que no provienen de cereales, el almidén de tapioca
tiene susceptibilidad hacia la enzima relativamente mas alta que la de otros almidones
como la papa y el boniato. El boniato muestra una mayor resistencia a la a-amilasa y al
ataque de la glucoamilasa (Lopez et al., 2005; Noda et al., 2008; Shariffa et al., 2009).
Granulos de almidén grandes tienen una menor superficie de contacto que los mas
pequeiios, y por lo tanto, menor area para la absorcion de la amilasa. Noda y
colaboradores (2008) demostraron que los granulos de almiddn grandes se digieren mas
lentamente que los pequeiios granulos.

El proceso de sacarificacion representa un sistema muy complejo y se han propuesto
muchos modelos matematicos. Se ha encontrado un modelo que describe la hidrdlisis del
almiddon mediante seis parametros sobre la base de una ecuacidn cinética tipo Michaelis-
Menten, que tiene en cuenta a los productos de la reaccién y las condiciones de
inhibicion por sustrato (Polakovic et al., 2003). Otros autores encontraron que la cinética
de la hidrdlisis enzimatica se ajustd a la ecuacidon de Michaelis-Menten, considerando
gue la desactivacién térmica de la enzima sigue una cinética de segundo orden (Bravo et




al., 2006). Un aspecto importante a destacar con estas enzimas es que pueden presentar
inhibicion por sustrato y/o producto (glucosa) (Mojovic et al., 2006).

Algunos investigadores demostraron que el proceso de hidrdlisis puede mejorarse
mediante la realizacidon de un solo paso, porque existe una accion sinérgica entre las dos
enzimas (a-amilasa y AMG), cuando se trabaja con sistemas mixtos enzimaticos en la
primera fase de la hidrdlisis del almidén, acelerando de esta manera la velocidad de
formacidon del producto final. Sin embargo, después de que el peso molecular del
sustrato alcanza un valor cercano a 5000, disminuye la accidn sinérgica y la a-amilasa
puede dejarse de lado, dependiendo la velocidad de formacion de la glucosa sdlo de la
glucoamilasa. La accidn sinérgica se retrasa no sélo por la disminucion del peso molecular
del sustrato, sino también por el aumento de la concentracion del sustrato (Fujii y
Kawamura, 1985; Lépez et al., 2004). Utilizando una mezcla de a-amilasa y glucoamilasa
a 70°C y una relacion de enzima: papa deshidratada de 6 U/g sustrato, S€ Obtuvo un
rendimiento de hidrdlisis del almidén de 82 % (Delgrado et al., 2009). Otros
investigadores apoyan la existencia del efecto sinérgico entre la amilasa y Ia
amiloglucosidasa mediante un modelo empirico desarrollado para describir la cinética de
las enzimas actuando sobre puré de castafa, considerando la desactivacion térmica, la
inhibicidn por sustrato y por producto (Lépez et al., 2005).

El almiddén proveniente de diferentes cultivos puede tener diferentes proporciones de
amilosa/amilopectina. La biodisponibilidad del almidéon depende de la estructura del
mismo. Esta puede afectar la velocidad de conversion (digestibilidad enzimatica) y el
rendimiento final de etanol (Moorthy, 2002; Srichuwong et al., 2005). Almidones con
altos contenidos en amilosa pueden necesitar altas temperaturas de gelatinizacion y
presentar problemas de resistencia a la accién de la a-amilasa, utilizada para hidrolizar el
material (Wu et al., 2007).

Para poder entender mejor el comportamiento de un sistema particulado (como el
caso de una harina de un material amilaceo), se deben realizar un analisis de la
granulometria. Las propiedades fisicoquimicas de estos productos dependen del tamafio
y de la superficie de las particulas, ya que afectan las fuerzas controladoras vy la
reactividad del sdélido a participar en ciertas reacciones quimicas o biolégicas (como
oxidacién de lipidos, reacciones de Maillard y reacciones enzimaticas). Un fendmeno
fisico importante es el grado de humectabilidad del material, lo que le permite tener un
mejor acceso al disolvente (agua) y evitarse la formacién de granulos de almiddn en la
suspensidn acuosa de la harina. Cuando se trata de interacciones entre particulas con un
tamafio inferior a los 40 um vy casi secas predominan las fuerzas de interaccion
electrostdticas y Van der Waals. Sin embargo para un tamafo por encima de las 100 um
predominan las fuerzas gravitatorias (Barbosa-Canovas et al., 2005).

En general, la acciéon de a y B-amilasas en los granulos de almidén nativo no es muy
eficaz. En los ultimos afios, se encontrd una nueva generacién de enzimas, como la a-
amilasa de Aspergillus kawachi y la glucoamilasa de Aspergillus niger, que actian de
forma sinérgica para hidrolizar almidones granulares, pudiendo hidrolizar directamente
el almiddn crudo en un solo paso a moderada temperatura muy por debajo de la
temperatura de gelatinizaciéon (Shariffa et al., 2009).



El calentamiento de almidén en agua provoca la ruptura de los enlaces de hidrégeno
entre las cadena poliméricas, debilitando asi los granulos. De esta manera, la enzima
puede penetrar y degradar el almidon facilmente. La temperatura de gelatinizacion del
almidon es superior a los 602C. El tratamiento de almidén por el calentamiento por
debajo de la temperatura de gelatinizacion (372C, por ejemplo) a un pH menor resulté en
un incremento en la capacidad de la enzima para digerir el almidén granulado durante el
tratamiento de hidrdlisis (licuefaccion). La erosiéon enzimatica se produjo principalmente
en la superficie de granulos de almidén. Sin embargo, este tratamiento no se utiliza
debido a que aun esta en estudio y al largo tiempo que lleva (24 h). Cualitativamente, la
superficie rugosa y los granulos mas erosionados se observaron en el hidrolizado de
almiddén con tratamiento térmico (Figura 1.5 d) en comparacién con el almiddon nativo
hidrolizado (Fig. 1.5 b), que muestran superficies rugosas con erosién limitada y menos
agujeros.

Figura 1.5. SEM micrograph (3000x) a) Control nativo de boniato, b) hidrolizado del
boniato nativo, c¢) control tratamiento térmico del boniato, d) hidrolizado con
tratamiento térmico del almidén de boniato luego de hidrolizado a temperatura sub-
gelatinizacién, 352C, 24 h. (Shariffa et al., 2009).

Durante el tratamiento térmico, los agujeros en los granulos de almidén expandido
hacen a los granulos de almidén mas susceptibles al ataque enzimatico. El grado de
hidrdlisis del almidén se mejord al realizar el tratamiento previo del almidén con calor
suave por debajo de su temperatura de gelatinizacidn antes de ser sometida a la
hidrélisis enzimatica (Shariffa et al., 2009). Sin embargo, Fajardo (2010) encontré que no



hubo diferencia significativa (p<0.05) en el porcentaje de hidrdlisis del almidéon de
boniato alcanzado utilizando enzimas comerciales, si la etapa de licuefaccidn se realizaba
en forma posterior o en forma simultanea a la etapa de gelatinizacién.

Otro aspecto interesante en el almiddn son los enlaces covalentes que puede formar
con los grupos fosfatos que le cambian sustancialmente las caracteristicas de la pasta que
se forma al hidratar el almiddn. Las enzimas amiloliticas son incapaces de romper los
enlaces glucosil fosforilado. Por lo tanto, un mayor contenido de fésforo en el almidén
puede reducir la digestibilidad enzimatica del almidén gelatinizado asi como del almiddén
crudo. El fésforo en particular, aumenta la viscosidad del material y un incremento en la
viscosidad tiende a disminuir la digestibilidad enzimatica del almiddn (Noda et al., 2008).

1.5 Fermentacion alcohdlica

La fermentacién alcohdlica es un proceso en el cual microorganismos obtienen
energia mediante la transformacion de compuestos organicos (ej. azUcares). No ocurre
una oxidacidn-reduccidon neta; los electrones del sustrato se distribuyen entre los
productos (Glazer y Nikaido, 2007).

Los microorganismos usados en la industria para la produccion de etanol se
seleccionan de forma que tengan las siguientes caracteristicas:

- Habilidad de fermentar un amplio rango de carbohidratos rapidamente

- Produccién de altas concentraciones de etanol

- Tolerancia al etanol

- Produccién de bajos niveles de sub-productos, tales como acidos y glicerol
- Alto rendimiento de etanol por unidad de sustrato consumido

- Tolerancia a elevadas concentraciones de azucar (osmotolerancia)

- Elevada viabilidad celular (para recirculacién celular)

- Tolerancia a bajos pH

- Buenas caracteristicas de floculacién y sedimentacién para facilitar Ia
recirculacion celular

- Elevada productividad de etanol

Las fermentaciones alcohdlicas a escala comercial generalmente son llevadas a cabo
por levaduras que transforman azucares en etanol y CO,. El microorganismo mas
utilizado es la levadura Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura es usada como agente
leudante en la panificacién y en la produccién de bebidas alcohdlicas desde
aproximadamente 2600 AC (Madigan et al., 1999; Ferreira et al., 2010). Pocas bacterias
pueden fermentar azlcares a etanol cumpliendo con las condiciones descriptas mas
arriba. Una bacteria conocida por su alto rendimiento y productividad de etanol es
Zymomonas mobilis.



Saccharomyces cerevisiae puede utilizar un metabolismo aerobio o anaerobio para la
produccidon de energia. El tipo de metabolismo predominante depende principalmente
de la concentracién de oxigeno y de glucosa en el medio. Generalmente a altas
concentraciones de glucosa predomina el metabolismo fermentativo (represion de la
respiracion por altas concentraciones de glucosa). Este es el denominado efecto
Crabtree. A bajas concentraciones de glucosa, se activa la ruta fermentativa en ausencia
de oxigeno (efecto Pasteur) y en presencia de oxigeno la levadura utiliza la ruta
metabdlica aerobia y no produce etanol.

Reaccidn aerdbica:

C,H,,0, + 60, — 6CO, + 6H,0+36ATP

Fermentacion etandlica:

C,H,,0, — 2CH,CH,OH +2CO, + 2 ATP
180 g 92g 88 g

Saccharomyces cerevisiae convierte la glucosa por la via fermentativa a etanol y
dioxido de carbono produciendo sélo 2 ATP por mol de glucosa metabolizada (Figura
1.6). En la practica, obtienen rendimientos de etanol en un 90 - 95 % del rendimiento
teorico (0.511 g ctanol/8 glucosa), YA que parte del sustrato se utiliza para otras funciones
celulares. El rendimiento tedrico se determina como la relacién masica estequiométrica
entre el etanol producido y la glucosa consumida. Cada gramo de glucosa tedricamente
puede producir 0.51 g de etanol.
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Figura 1.6. Formacion de etanol a partir de glucosa por la via glucolitica (Embden —
Myerhoff) (Glazer et al., 2007).

Saccharomyces cerevisiae sintetiza glicerol como un metabolito osmoregulador en
respuesta a la elevada presiéon osmotica debida a elevadas concentraciones de azucares
presentes en el medio (generalmente mayor a 150 - 200 g/L). En general, se produce al
inicio de la fermentacidon, cuando la concentracion de azlcares es elevada. En
fermentaciones industriales se produce hasta 5 g de glicerol por 100 g de etanol. El
glicerol se forma por la reduccion de dihidroxiacetona fosfato (intermediario de la
glicolisis) en glicerol 1-fosfato, que luego es desfosforilado a glicerol (Figura 1.7) (Klass,
1998; Glazer y Nikaido, 2007).

La pérdida de viabilidad de las levaduras es un problema grave en las fermentaciones
con altas concentraciones de azucar (Limtong et al., 2007; Breisha, 2010). Para mejorar
las condiciones fisioldgicas de la levadura se ha estudiado la adicidon de distintas fuentes
de nitrégeno, vitaminas e iones metdlicos como Cu'’, Co™ y Ca'" al medio de
fermentaciéon (Alfenore et al.,, 2002; Alferone et al., 2003; Kim y Hanh-Vu, 2008). Sin
embargo, un exceso de nitrégeno aumenta la producciéon de acido acético, etilcarbamato
y alcoholes superiores. La suplementacidon con extracto de levadura junto con tiamina,
ayudd a dirigir hacia la via fermentativa para la produccién de etanol y aumenté el
numero de células viables (Bafrncova et al., 1999; Breisha, 2010).
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Figura 1.7. Conversidn de dihidroxiacetona fosfato a glicerol (Glazer y Nikaido, 2007).

La levadura Saccharomyces cerevisiae es capaz de fermentar otros azlcares ademas
de la glucosa, monosacaridos como fructosa, galactosa y disacdridos como sacarosa y
maltosa. La levadura no fermenta el almiddn ni la mayoria de los oligosacaridos formados
durante la hidrdlisis del mismo. Estos compuestos incluyen maltodextrinas mas largas
qgue la maltotriosa y la isomaltosa (dimero de glucosa a-1.6).

El uso de levaduras que sean capaces de fermentar en forma directa el almidén es
una alternativa no convencional para el proceso. Esto requiere seleccionar una cepa que
ademas de hidrolizar el almiddén, sea capaz de alcanzar altos rendimientos de
fermentacion. Se han desarrollado cepas de levaduras modificadas genéticamente.
Kosugi et al. (2009) desarrollaron una cepa de S. cerevisiae que expresa una
glucoamilasa. Esta cepa fermentd pulpa de mandioca directamente a etanol. Toksoy et
al. (2005) desarrollaron una cepa de S. cerevisiae que tiene el gen de a-amilasa de
Bacillus subtilis y de glucoamilasa de Aspergillus awamori. También se ha insertado el gen
de glucoamilasa de Aspergillus awamori SG1 en la bacteria Zymomonas mobilis (que
fermenta azucares a etanol) para convertir el almidén de boniato directamente al etanol
(He et al., 2009).

Cuando se dispone de una mezcla de sustratos su consumo se produce en un orden
determinado por los mecanismos de regulacion en el ambito de la expresidn génica. La
glucosa es el sustrato preferido. Como resultado, estas sustancias se metabolizan en
forma secuencial y no simultanea. Di y trisacaridos, una vez interiorizado, son



hidrolizados por la amiloglucosidasa. La fermentacion debe ser en un plazo suficiente
para permitir la induccién de los sistemas enzimadticos y la plena utilizacién de los
diferentes sustratos (Glazer y Nikaido, 2007).

Si bien la levadura produce etanol para obtener energia, éste es tdxico en
concentraciones en el rango 8 % a 18 % en peso, dependiendo de la cepa de levaduras y
el estado metabdlico del cultivo. A altas concentraciones de etanol se ha observado:
inhibicion del crecimiento, tamafo celular reducido, menor viabilidad, reducido consumo
de glucosa, inactivacién enzimdatica, modificacion de los lipidos de membrana, pérdida de
la fuerza motriz de protones a través de la membrana, aumento de la permeabilidad de
la membrana, entre otros. Algunas levaduras muestran una mayor resistencia que otras a
altas concentraciones de etanol. En algunos casos, la estructura de la membrana celular
se estabiliza por la presencia de largas cadenas de hidrocarburos en las moléculas
lipidicas. En otros casos, alto contenido de esteroles en la membrana, ya que los
esteroles disminuyen la permeabilidad de la misma. Muchas levaduras que crecen en
presencia de etanol, aumentan el largo de sus cadenas de los acidos grasos de la
membrana. Se necesitan pequeias cantidades de oxigeno para mejorar la tolerancia al
etanol, para la produccién de esteroles (e]. ergoesterol). El crecimiento bajo condiciones
sin oxigeno en presencia de etanol requiere la adicién de acidos grasos de cadena larga,
insaturados al medio, tal como el ergosterol (Glazer y Nikaido, 2007; Breisha, 2010;
Pereira et al., 2011). También se ha reportado que los iones Mg tienen un efecto positivo
sobre la tolerancia del etanol de la levadura (Dombek e Ingram, 1986).

Pereira et al. (2011) obtuvieron concentraciones elevadas de etanol (> 19 % (v/v)) con
una cepa industrial aislada y se observd que ésta acumulé mas esteroles, glucogeno y de
trehalosa, que una cepa de laboratorio. Estos compuestos, asi como también glicerol,
pueden constituir mecanismos de adaptacion al medio. Trehalosa y glucégeno constituye
una fuente de carbono y de reservas de energia de la levadura. Por otra parte, la
acumulacién intracelular de glicerol se sabe que juegan un papel esencial para
contrarrestar el estrés hiperosmético.

En la actualidad se utilizan cepas de Saccharomyces cerevisiae a escala industrial. Las
cepas aisladas de entornos industriales de destileria son una fuente notable de cepas de
levadura robustas para los procesos de fermentacion (Pereira et al., 2010). En los ultimos
15 afios, Brasil ha llevado a cabo un programa de seleccién de la levadura industriales
dirigido a la seleccién de cepas de Saccharomyces cerevisiae adecuadas para la
fermentacion de la cafa de azucar (Basso et al., 2008).

La concentracién de células tipicas al final de una fermentacion es del orden de sélo 5
a 10 g/L. Experimentos realizados en reactores continuos han obtenido hasta 120 g/Ly se
observaron aumentos en la productividad total de etanol. Con densidades celulares
mayores, se tiene una maxima densidad de empaquetamiento de 200 g/L, limitaciones
de transporte e inhibicion de celulares (Maiorella et al., 1981).

Investigadores encontraron que un aumento en el volumen del indculo de levadura
del 3% (~ 3 x 10® células/mL) al 6 % mostré efectos positivos sobre la fermentacién de un



medio sintético conteniendo 25 % sacarosa y en la reduccién del tiempo de fermentacidn
de 72 horas (3 %) a 48 h (6 %) (Breisha, 2010).

Una estrategia que se utiliza en el proceso industrial, es la recirculacidn de la biomasa
con el fin de imponer una presidn selectiva sobre la poblacién de levaduras indigenas y
gue se seleccionen las cepas de S. cerevisiae en fermentaciones sucesivas con altos
rendimientos de etanol (Basso et al.,, 2008). Una vez terminada la fermentacién, se
separan las levaduras y se lavan con soluciones acidas con el fin de remover bacterias
contaminantes. Las células son reutilizadas un numero finito de veces. Este proceso
genera un estrés en las levaduras que las debilita, pudiendo llegar a perder su viabilidad,
comprometiendo la productividad de la fermentacion (Gibson et al., 2007). Esta practica
se puede utilizar siempre y cuando se pueda separar la levadura del medio de
fermentacién. En el caso de medios con alto contenido de sdlidos esto no es posible.

Las levaduras crecen bien en valores de pH en el rango de 4 a 6. Por otro lado, el
trabajar con pH por debajo de 5.0 ayuda a controlar la contaminacion bacteriana. Un
contaminante frecuente de las fermentaciones alcohdlicas es el Lactobacillus. Estas
bacterias fermentan glucosa para producir acido lactico.

1.6 Fermentaciones con alto contenido de sélidos/azticares (VHG)

Es importante agregar la menor cantidad posible de agua al proceso de produccion
de etanol, ya que luego hay que removerla para separar el producto al final del proceso.
La destilacién es una de las etapas de mayor consumo de energia y el mismo aumenta
cuando mayor es la cantidad de agua a eliminar, esto es cuando menor es la
concentracion final de etanol alcanzada en la fermentacidn. Se pueden obtener altas
concentraciones de etanol si el medio de fermentacidn tiene un alto contenido de
azUcares fermentables, y por lo tanto, alto contenido de sdélidos. En la bibliografia
internacional, este tipo de medio se denomina VHG (en inglés: very high gravity). En
general, tienen concentraciones mayores a 270 g/L de azucares iniciales.

Este tipo de tecnologia (VHG) ha sido utilizada en fermentaciones de cereales; sin
embargo, su aplicacién es poco conocida en tubérculos. Para lograr altas concentraciones
de azucares, se debe agregar una minima cantidad de agua a la materia prima para
preparar la suspensién previa a la hidrélisis del almidén. El medio asi preparado usando
raices o tubérculos como materia prima, tiene generalmente elevada viscosidad. Estas
propiedades del medio producen grandes dificultades en el manejo durante el proceso, y
puede llevar a una hidrélisis incompleta del almidén a azucares fermentables (Zhang et
al., 2010) e incluso una fermentacion incompleta, ya que las levaduras son expuestas a
condiciones de estrés debida a la alta presion osmdtica producida por la elevada
concentracion de sélidos disueltos. Por otro lado, las altas concentraciones de etanol
alcanzadas pueden llegar a ser toxicas para las levaduras, tal como se discutié en la
seccion 1.5 (Bafrncova et al., 1999; Srichuwong, 2009; Shen et al., 2011; Breisha, 2010;
Zhang et al., 2010; Pereira et al., 2010, Zhang et al., 2011).



1.7 Modalidad de fermentacion

Existen diferentes tipos de modalidades de fermentacion que se utilizan en los
procesos de produccion de etanol. Las formas mas conocidas son: discontinuo (por lotes,
tachadas, batch), lote alimentado (fed-batch), y continuo. La modalidad mas simple es la
discontinua, donde se carga inicialmente todo el medio de cultivo y se inocula. En el
modo fed-batch, se carga medio de cultivo y nutrientes en forma continua o intermitente
(por incrementos) durante la fermentacion; el volumen de liquido varia durante la
fermentacion. En la modalidad continua se carga el medio de cultivo y nutrientes en
forma continua y se retira en forma continua. La modalidad utilizada depende de la
materia prima a partir de la cual se obtiene el bioetanol (si requiere pretratamiento o no
antes de la fermentacién, propiedades del material), controles que se requiera hacer
para satisfacer los diversas requerimientos del proceso, mantenimiento de los equipos
entre otros (Maiorella, 1981). El proceso fed-batch es muy utilizado para la produccion
de etanol ya que ayuda a disminuir el estrés osmodtico al que se ven sometidas las
levaduras cuando se parte de altas concentraciones de azucares. Durante este proceso,
se va adicionando medio concentrado al fermentador en forma gradual, y al final se
obtienen altas concentraciones de etanol. Este tipo de modalidad de fermentacién es
dificil de implementar con materias primas muy viscosas, ya que es muy complicada la
homogenizacién del cultivo luego de cada agregado de medio y la manipulacién/manejo
del material, sobre todo a escala industrial.

1.8 Integracion de las etapas de sacarificacion y fermentacion

La integracién de varias operaciones en un mismo equipo permite mejorar el
desempefio global del proceso y compactar la situacion edilicia de la planta. En el caso de
procesos de materiales amilaceos, la etapa de sacarificacion se puede realizar antes de la
fermentacién (SHF) o en forma simultanea (SSF) como muestra la Figuras 1.8.
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Figura 1.8. Proceso de produccién de etanol a partir de un material amilaceo con
hidrélisis previa (SHF) y con sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF).

Cuando el proceso es SHF, el sustrato amildceo es expuesto a altas temperatura con
o-amilasas (etapa de licuefaccidn), donde se obtiene una mezcla de oligosacaridos y
polisacaridos de glucosa. Se realiza la etapa de sacarificacién, llevando la mezcla a
(60 - 70) 9C, con agitacién constante en presencia de AMG, hasta que se complete la
hidrélisis del almidén a glucosa (Klass, 1998). La mezcla luego se enfria a (30 - 32) 2Cy se
transfiere a los fermentadores donde se afiade la levadura para comenzar la
fermentacion.

En la sacarificacion y fermentacién simultdnea (SSF) se integra la etapa de
sacarificacion con el proceso fermentativo. La ventaja de este proceso es el répido
consumo de la glucosa a medida que aparece disponible en el medio de fermentacion, no
permitiendo que se acumulen grandes cantidades que puedan resultarle inhibitorias a la
levadura y a la enzima (generalmente presentan inhibicion por producto (Uribelarrea et
al., 1999; Berson et al., 2006; Chaabane et al., 2006; Shen et al., 2011, Zhang et al., 2011).
El proceso se realiza en condiciones éptimas para la fermentacidn pero no para la accién
de la AMG. Este tipo de tecnologia ha dado buenos resultados en fermentaciones de
trigo (Montesinos y Navarro, 2000), grano de maiz (Bothast y Schlicher, 2005), papa
(Srichuwong et al., 2009), y boniato (Shen et al., 2011).

La utilizacion del sistema SSF puede también reducir las inversiones de capital de las
instalaciones para el proceso de produccién de bioetanol, ya que el proceso utiliza un
reactor menos que en el caso del modo SHF, y se ahorra tiempo y energia, ya que no se
realiza la etapa de calentamiento del medio a 602C (Zhang et al., 2011).
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1.9 Proceso de separacion del etanol

La separacion y recuperacién del etanol para las diferentes materias primas es
practicamente la misma, lo que facilita la utilizacion de diferentes sustratos en la
fermentacion en la planta industrial de acuerdo a su disponibilidad en el mercado, ya que
la mayoria de los cultivos son zafrales.

La concentracién de alcohol en los caldos de cultivos resultantes de los procesos de
fermentacion oscila entre 2.5y 10 % (m/m). El etanol anhidro (de calidad superior al 99 %
(v/v)), se obtiene por destilacion y deshidratacidn. Se requiere de etanol deshidratado
cuando se utiliza el alcohol como aditivo en la gasolina, ya que en presencia de agua, la
combustién del etanol puede traer fallas en el motor (Wyman, 1994; Sanchez y Cardona,
2005).

Para obtener la calidad de etanol anhidro, se debe someter al mosto fermentado a
dos etapas de destilacion. En la primera destilacidon se obtiene alrededor del 55 % (v/v)
de etanol en la parte superior, y en el fondo la vinaza. En la segunda destilacién se
obtiene una mezcla etanol-agua del (95 - 96) % (v/v) en etanol, que corresponde al
azeotropo.

La vinaza contiene residuos de la materia prima utilizada y levadura. En una destileria
la vinaza puede producirse en una relaciéon de 20 L por litro de etanol obtenido. Es un
material con alta carga organica pero rico en nutrientes como magnesio, calcio, potasio,
entre otros. Una manera de disponerlo puede ser como riego de suelos, alimento para
animales o aplicarle un tratamiento a este efluente antes de realizar su disposicion. En el
caso de produccién de etanol a partir de granos, la vinaza puede ser procesada y vendida
como subproducto con alto contenido de proteinas (DDG).

La operacidn unitaria mas utilizada para la ultima etapa de deshidratacion del etanol
es la adsorcién. Las plantas modernas de etanol anhidro utilizan un sistema de tamiz
molecular (Bothast y Schlicher, 2005; Kwiatkowski et al., 2006; Kumar et. al., 2011; Dias
et al.,, 2011). Los tamices moleculares son materiales granulares rigidos de formas
esféricas o cilindricas elaborados a partir de aluminosilicatos de potasio. La molécula de
agua tiene un tamaino menor al de los caminos intersticiales de los tamices, mientras que
el etanol no. De esta manera el agua se adsorbe en la superficie interna de los tamices,
separando la mezcla etanol-agua que resulta de la destilacion convencional (Sanchez y
Cardona, 2005). También se puede realizar otra destilacion azeotrdpica, utilizando como
agente azeotrdpico otros compuestos como benceno, ciclohexano, heptano, o la
gasolina. Estos agentes eliminan el agua restante en un azedtropo ternario que contiene
un poco de alcohol, el agente, y el agua. Dietil éter se utiliza también como un agente
azeotropico para eliminar el agua en un azedtropo binario (Klass, 1998).

1.10 Simulacion de procesos

Los simuladores de procesos son herramientas de software que representan vy
analizan procesos industriales integrados. Permiten minimizar tiempos, costos y



experimentacion en el disefio de bioprocesos (Cardona et al.,, 2005), y generan
informacién muy valiosa que puede ser utilizada en la toma de decisiones para conseguir
la optimizacion del proceso. Este tipo de programas permiten estudiar distintas
configuraciones del proceso desde el punto de vista del consumo energético, realizar una
evaluacién econdmica, y evaluar los impactos ambientales. Han sido utilizados en Ia
industria petroquimica desde el comienzo de la década del 60. Dentro de los distintos
programas que se encuentran en el mercado se incluyen: SuperPro Designer® (Intelligen
Inc.) y Aspen Plus® (Aspen Technology Inc.) (Demetri, 2003; Bassetto y Andrietta, 2004;
Cardona et al., 2005; Kwiatkowski et al., 2006; Tasi¢ y Velijkovi¢, 2010; Dias et al., 2011;
Kumar et al., 2011; Lin et al., 2011)

La integracién energética de las distintas etapas del proceso de obtencion de etanol
busca la mejor utilizacion de los flujos de energia generados y consumidos en forma ya
sea de calor, energia eléctrica o mecanica. De esta manera se busca minimizar el
consumo de fuentes externas de energia en el proceso, como por ejemplo, energia
eléctrica, consumo de combustibles para la generacion de vapor, agua de enfriamiento.
La integracion térmica de procesos se ha perfilado como una de las directrices de la
integracién de procesos que mds puede aportar en la sintesis de esquemas tecnoldgicos
(Rios et al., 2004).

Se han realizado varios trabajos de simulacion del proceso completo de produccién
de bioetanol a partir de diferentes materias primas, como cafia de azucar (Cardona et al.,
2005; Dias et al, 2011), maiz (McAloon et al.,, 2000; Taylor et al.,, 2000; Bothast vy
Schlicher, 2005; Kwiatkowski et al., 2006; Lin et al., 2011 ), papa (Tasi¢ y Velijkovi¢, 2010)
y material lignoceluldsico (Cardona et al., 2005; Dias et al., 2011; Kumar et al., 2011). En
la bibliografia internacional no se han encontrado trabajos de simulacién del proceso de
produccion de etanol a partir de boniato.



PRODUCCION DE ETANOL BIOETANOL COMBUSTIBLE A PARTIR DE BONIATO Mairan Guigou

CAPITULO II:

OBJETIVOS

TESIS DE MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA — DICIEMBRE 2011




2 OBIJETIVOS

Este trabajo esta enmarcado dentro de un objetivo general de promover la
produccion de bioetanol combustible a partir de materias primas nacionales no
tradicionales como por ejemplo el boniato.

2.1 Objetivos especificos

Los objetivos especificos fueron:

1. Estudiar experimentalmente las condiciones operativas del proceso de hidrdlisis y
fermentacion de boniato para la produccién de bioetanol.

2. Estudiar el uso de la energia para las distintas condiciones y configuraciones
operativas del proceso de produccion de etanol a partir de boniato utilizando un modelo
de simulacidn a través de un software especifico.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Caracterizacion fisico quimica del boniato

3.1.1 Materia prima

Se trabajé con una variedad de boniato (lpomea batatas K 9807.1), la cual fue
seleccionada y suministrada por el INIA-Las Brujas, Canelones, para su uso en la
produccién de bioetanol en base al contenido de materia seca por hectarea. En la Figura
3.1 se muestra una fotografia del boniato utilizado en este trabajo.

Figura 3.1. Boniato Ipomea batatas K 9807.1.

La materia prima se utilizé6 en dos formas, como boniato fresco y como harina de
boniato (Figura 3.2). El boniato fresco se conservd a temperatura ambiente en bolsas de
malla que permitian tener el material aireado y la harina de boniato en cdmara de frio a
49C, en recipientes de polipropileno.
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Figura 3.2. Boniato K 9807.1: a) fresco y lavado, b) en forma de harina.

En el caso de boniato fresco, se realizé un pre-tratamiento fisico de la muestra. El
boniato se limpié mediante un cepillado para retirar el polvo y tierra de la superficie. Se
cortd en trozos pequefios con una cuchilla y luego se trituré con una procesadora de
alimentos. El boniato triturado tenia una consistencia pastosa (Figura 3.3 y 3.4). Para que
la muestra fuese lo mas representativa posible del lote de boniatos, se eligieron varios
boniatos con diferentes caracteristicas de tamafio, formas y ubicacién dentro de la bolsa
que los contenia.

a) b) o

Figura 3.4. Resultado de distintas etapas del procesamiento del boniato fresco.
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La harina de boniato fue preparada por el INIA-Las Brujas, Canelones. Para obtener la
harina se chiped el boniato y se secd a 552C en estufa.

3.1.2 Determinacion de la distribucion del tamaino de particula
de la harina

La distribucion del tamano de particulas de la harina de boniato se obtuvo mediante
la técnica de tamizado. Se determind el porcentaje de paso de los diferentes tamafios
(fino) de la harina y se construyd una curva granulométrica. El anadlisis se hizo por
duplicado. Para ello se utilizéd una serie de tamices con distinto tamafio de apertura:
595 um, 177 um, 149 um, 105 um, 74 um, y 44 um, correspondientes a los numeros de
Mesh N2 30, N2 80, N2 100, N2 140, N2 200, y N2 325.

Una muestra representativa del material previamente pesada (~ 100 g) se hizo pasar
por una serie de tamices de distinta porosidad estandarizados. Los tamices se colocaron
en forma consecutiva, en orden decreciente de tamafo de orificios (595 a 44 um),
localizdndose en la parte superior el tamiz con mayor abertura. Los tamices se colocaron
sobre un agitador de tamices para laboratorio (Ro-tap, Testing sieve shaker, WS Tyler
Company) durante media hora.

Se pesd el material retenido en cada tamiz para determinar qué fraccién de la
muestra tenia un tamano de particula mayor a la apertura del tamiz utilizado. De esta
manera se determind la distribucidn de tamafios de particulas de la harina.

3.1.3 Determinacion de la humedad

Se determiné la humedad por secado de la muestra en estufa a (60 *+ 1) 2C hasta peso
constante. Por mas detalle ver ANEXO 1. Se decidid trabajar a esa temperatura para
asegurar que la disminucion de masa fuera solo debido a la pérdida de agua y no debido
a la degradacién del material, como por ejemplo degradacidon parcial de los azucares. Se
tratd de evitar posibles reacciones de Maillard y oxidaciones del material. Se realizaron
entre 4 y 8 réplicas de los ensayos.

3.1.4 Determinacion de cenizas

El contenido de cenizas se determind segun la técnica de NREL (Sluiter et al., 2008),
mediante calcinacion en mufla a (550 + 25) 2C hasta peso constante. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Por mayores detalles ver ANEXO 2.



3.1.5 Determinacidon de proteinas, lipidos y fibras

Las proteinas se determinaron por Kjeldahl siguiendo la técnica de AOAC 984.13, 162
edicion, 1995. Los lipidos analizados como grasas y aceites se hallaron por el método de
Soxhlet (AOAC 948.16, 162 edicidn, 1995) y las fibras por el método de AOAC 962.09, 162
edicién, 1995. Estos analisis fueron realizados por técnicos del laboratorio de Dexin
Grupo Quimico. Por el método Kjeldahl se determind el nitréogeno total de la muestra y
se utilizé un coeficiente de 6.25 para obtener el contenido de proteinas.

3.1.6 Determinacion de azucares libres

El contenido de azucares libres se determind suspendiendo 1 g de boniato en base
seca (en forma de harina o fresco) en 40 mL de etanol al 80 % (amilosa y amilopectina
son insolubles en etanol 80 %), en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. El matraz se agitd
durante media hora a temperatura ambiente en un agitador orbital a 100 rom (New
Brunswick Scientific Co. Inc.). Una vez finalizado el tiempo, la solucién fue centrifugada
durante 5 min a 4000 rpm (2683 g). El sobrenadante se separd y la muestra se lavé con
agua destilada. Se juntaron las soluciones de lavado y el liquido centrifugado en un
matraz aforado de 100 mL, completando con agua calidad milliQ hasta el aforo. Se
determind la concentraciéon de glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa de la solucidn por
cromatografia (HPLC) (Seccion 3.1.8).

Para determinar la concentracién de sacarosa y maltosa cuando sélo se disponia de la
columna del equipo de cromatografia (HPLC), Shodex KS-801 (no separa sacarosa de
maltosa), se realizd la hidrdlisis acida de estos compuestos y se determind su
concentracion por diferencia de las concentraciones de glucosa y fructosa iniciales y
finales de la muestra. La hidrdlisis de una molécula de sacarosa da como resultado una
molécula de glucosa y una de fructosa, y la maltosa dos moléculas de glucosa. Se
tomaron 50 mL de la solucién anterior y se agregdé 5 mL de HCl concentrado. Se colocé en
un bafio de agua a 702C por 5 min. Luego se agregd NaOH 6 M hasta neutralizar la
solucion. Se determind el contenido de glucosa y fructosa utilizando la técnica de HPLC.
Se calculd la sacarosa libre como la diferencia entre la fructosa total de la muestra
hidrolizada y sin hidrolizar. La maltosa se determind por la diferencia entre la glucosa
total luego del hidrolizado y la suma entre la glucosa antes de hidrolizar la muestra mas
la obtenida por la hidrdlisis de la sacarosa.

El porcentaje de sacarosa y maltosa en la muestra de boniato en base seca se
calcularon como:

Sacarosay (%) = ([CH (9/L)—Cr(g/L)] 0.1(L) Mo 1

x 100
P Mfructosa M aSamuestra (g )J




(CGf (Q/L)—[Cei (g/L)+CGsacarosa(g/L)])PM

males? \/(L) | x 100
Masamuestra(g )P M

Maltosa,, (%) =

glucosa

siendo: Crs = concentracion de fructosa luego de la hidrdlisis (g/L);
Cri = concentracion de fructosa antes de hidrolizar (g/L);
PM sacarosa = p€so molecular de sacarosa (342.29 g/mol);
PM fructosa = peSo molecular de la fructosa (180.15 g/mol);
PM maitosa = Peso molecular de la maltosa (180.15 g/mol);
Cer = concentracidn de glucosa luego de la hidrdlisis (g/L);
Csi = concentracion de glucosa antes de hidrolizar (g/L);

V = volumen de la solucién analizada (L);

Masa muestra = Masa inicial de la muestra seca (g);

Cg sacarosa = concentraciéon de glucosa proveniente de la hidrélisis de
sacarosa (g/L).

La concentracidn de glucosa proveniente de la hidrélisis de sacarosa se determiné como:

PM g o5
CG sacarosa (9/L)= [CFf (g /L)— CFi (g /L)] (PA/’LJ

fructosa

Se realizaron multiples réplicas de los ensayos (4 a 9), dada la complejidad de la
muestra del boniato fresco. La cuantificaciéon de los azlcares requirid de una curva de
calibracion con 5 puntos como minimo conteniendo los 4 patrones de azucares calidad
puro para analisis. Se determind el rango de linealidad de las concentraciones de cada
uno de los azucares. En el ANEXO 3 se muestran las curvas de los patrones obtenidas.

3.1.7 Determinacion del almidon

El contenido de almiddn del boniato se determind por la técnica de NREL (Sluiter y
Sluiter, 2005) modificado. Este se basa en la hidrélisis enzimatica del almiddn, utilizando
dos enzimas: a-amilasa y amiloglucosidasa (AMG). El contenido de almiddn se determiné
por diferencia entre la concentracion de glucosa final alcanzada luego de la hidrélisis y la
glucosa inicial (antes de la hidrdlisis). La técnica original se modificd para trabajar en las
condiciones de temperatura y pH 6ptimas de enzimas comerciales que se utilizaron en
este trabajo (a-amilasa (Liqguozyme® SC) y amiloglucosidasa (AMG, Spirizyme® Fuel),
Novozymes, Brasil). Los buffers necesarios para la técnica (MOPS y tampdn de acetato de
sodio) se prepararon segun se detalla en el ANEXO 4.

Se colocd el equivalente de muestra a 100 mg de material seco en un tubo de
centrifuga. Se agregaron 0.2 mL de etanol 95 % y se agité vigorosamente en vortex.
Inmediatamente se afiadié 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO, Mallinckrodt Chemicals). Los
tubos se taparon y se colocaron por 5 min en un bafio de agua hirviendo.
Inmediatamente se agregaron 2.9 mL del buffer MOPS y 10 pL de a-amilasa. Se agitaron



los tubos en vortex y se incubaron en un bafio a 862C durante 90 min. Se enfriaron a
602C. Se agregd 4 mL de buffer acetato de sodio y 10 pL de AMG. Los tubos se
mantuvieron un bafio a 602C por 30 min. Mientras las muestras se encontraban en los
bafios de agua, se mezclaron fuertemente cada 5 min en vortex, para mantener la
homogeneidad de las mismas. Finalmente, las muestras se centrifugaron por 8 min a
4500 rpm (3396 g) y se determind el contenido de glucosa en el sobrenadante utilizando
un cromatégrafo (HPLC).

Las muestras se analizaron por triplicado. Se realizé un duplicado del patron de
almidon de papa (Sigma) como referencia para estimar el porcentaje de recuperacién de
esta técnica. Como blanco, se utilizé agua destilada. También se realizo el analisis de una
muestra a la que no se le agregd enzimas, para determinar el contenido de glucosa libre
(que no provenia de la hidrélisis del almiddn). Asimismo, se confirmd que los extractos
enzimaticos utilizados no contenian azucares libres y que no aportaban glucosa a la
muestra, mediante el andlisis de los mismos utilizando la técnica de HPLC.

El contenido de almiddn se determind con la siguiente ecuacion:

V.
C ( solucion )
iNAA (0 e M asamuestra
Almidén (%) = - x 100
11x (R )
siendo: ChpLc = concentracidn de glucosa de la muestra proveniente de la hidrélisis

de la glucosa (concentracién de glucosa final luego de la hidrdlisis
enzimatica — concentracion de glucosa sin agregado de enzimas) (g/L);

V solucisn = Volumen de la solucion (9.3 x 1073 L);

Masa muestra = Masa de la muestra seca (g);

R = porcentaje de recuperacion.

El factor 1.11 corresponde a los gramos de glucosa que pueden ser obtenidos a partir
de 1 g de almiddn ((CsH100s),) segln la estequiometria de la reaccién:

(CeH1005)n + n H20 > n CeH1206
almidoén glucosa

El porcentaje de recuperacién se determiné como:

R(%) _ CHPLC,patron 'Vsolucion % 100
1.11 x Masa

patron

siendo: ChpLc, patrsn = concentracion de glucosa del patrén (g/L);
V solucisn = Volumen de la solucion (9.3 x 1073 L);
Masa patrsn = masa del patron (g).



Se realizaron entre 5 y 10 réplicas del ensayo para determinar almiddn. Se informo el
valor promedio de las mismas.

3.1.8 Cuantificacion del contenido de azucares

La concentracion de glucosa, fructosa, sacarosa, y maltosa en los ensayos de
caracterizacién de boniato, asi como también para los ensayos de hidrélisis y
fermentacion, se determiné utilizando un equipo de cromatografia de HPLC (Shimadzu)
con un detector de indice de refraccidon (RID-10A). El mismo equipo se utilizé para la
determinacion de etanol y glicerol.

Las muestras antes de ser inyectadas en el cromatoégrafo (HPLC) recibieron el
siguiente tratamiento. Se precipitaron las proteinas con acido sulfosalisilico al 20 %.
Luego se centrifugaron y se filtraron, utilizando filtros Millipore de difluoruro de
polivinilideno (PVDF) con tamafio de poro de 0.22 um.

Se utilizaron las siguientes columnas con sus respectivas pre-columnas: columna
Shodex SUGAR KS-801 con la pre-columna Shodex KS-G y Phenomenex Rezex RPM-
Monosaccharide con la precolumna Carbo-Pb, AJO-4492. Con ambas columnas se utilizé
como fase movil agua milliQ y se inyecté 20 uL de muestra. Con la pre-columna vy la
columna Shodex se trabajé con un flujo de la fase mévil de 0.7 mL/min, temperatura del
horno de 552C y un tiempo total de corrida de 20 min. Esta columna permitié cuantificar
el contenido de glucosa, fructosa, etanol y glicerol. La columna Shodex no permite
separar sacarosa de maltosa. Para la determinacion del contenido de sacarosa y maltosa,
se utilizaron la pre-columna Carbo-Pb, AJO-4492 y la columna Phenomenex Rezex RPM-
Monosaccharide. Esta columna también permitié cuantificar fructosa, glucosa y etanol.
Las condiciones de trabajo de esta columna fueron: flujo de la fase mévil 0.3 mL/min,
temperatura del horno de 702C y un tiempo total de corrida de 60 min. En el ANEXO 4 se
muestran curvas de calibracion tipicas.



3.2 Ensayos de licuefaccion, sacarificacion y fermentacion de boniato

3.2.1 Enzimas utilizadas

En la hidrélisis del almiddén se utilizaron enzimas comerciales, a-amilasa (Liquozyme®
SC) y amiloglucosidasa (AMG, Spirizyme® Fuel), donadas por Novozymes, Brasil.

3.2.2 Microorganismo

Se utilizd levadura seca de panaderia comercial, Saccharomyces cerevisiae
(Fleischmann).

3.2.3 Recuento de microorganismos

El recuento de microorganismo se hizo por observacion directa al microscopio en
camara de Neubauer. La muestra se filtro sobre gasa para retener parte de los sélidos
suspendidos en el medio y facilitar la observacién en el microscopio. Se lavé la gasa con
parte del agua estéril con la cual se prepard la dilucidon de la muestra para arrastrar las
levaduras que pudieron quedar retenidas en ella. Se incorpord a la dilucidon un volumen
conocido de una solucién acuosa de azul de metileno complementada con sales y glucosa
para poder distinguir las levaduras vivas de las muertas. Las células vivas permanecen
incoloras y las levaduras muertas se tifien de color azul. Durante el recuento se puede
observar ademds el estado de la levadura (tamafio, forma, gemacién) y ausencia o
presencia de posibles contaminaciones bacterianas.

La fraccion de células viables en el medio de fermentacion se determind como:

by

Fraccionviables= —*
Cor

siendo: Cpv = concentracién de biomasa viable (células/mL);
Cpr = concentracion de biomasa total (células/mL) = Cpy + Com.



3.2.4 Desarrollo del indculo

El indculo se desarrollé en una Unica etapa en matraces Erlenmeyer de 500 mL, con
tapon de algoddn o de polifén, para los ensayos a escala de matraces y de reactor de
laboratorio.

3.2.4.1 Desarrollo del indoculo para fermentaciones en
matraces

El desarrollo del inéculo a escala de matraces se trabajé con un contenido de materia
seca de boniato a agua de 1:10. En el caso de fermentaciones con harina de boniato, para
la preparacién del inéculo la levadura se cultivé en un medio conteniendo 30 g de harina
de boniato en 300 mL de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 500 mL y se
suplementd con: (NHg),S04 0.24 g/L y MgS0,4.7H,0 0.12 g/L (Lareo et al., 2011). Cuando
se trabajé con boniato fresco se adicionaron 102 g de boniato triturado con
aproximadamente 200 mL de agua destilada y las mismas sales utilizadas para la harina
(en las mismas concentraciones).

En ambos casos el pH se ajusté a (5.7-6.0) y se agregaron 150 plL de a-amilasa (5.4 uL
por gramo de materia prima en base seca). Se mantuvo la temperatura a 902C durante
90 min. La suspension se enfrid a 602C, el pH se ajustd a 4.0, y se agregaron 150 uL de
AMG. Esta permanecié a 602C en bafio de agua durante 30 min. El medio se pasteurizé a
1002C durante 30 min. Luego de ser enfriada a temperatura ambiente el pH se ajusto a
4.5 y se inoculé con 5 g de levadura seca de panaderia en banco de flujo laminar. Una vez
inoculados todos los matraces se colocaron en un agitador orbital (New Brunswick
Scientific Co. Inc.) a 150 rpm, 30°C, durante (12-16) h, tiempo suficiente para obtener la
biomasa necesaria para iniciar la fermentacion.

3.2.4.2 Desarrollo del indculo para fermentaciones en reactor

A escala de fermentador de laboratorio se trabajé a distintas relaciones de materia
seca de boniato a agua total (agua proveniente del boniato + agua agregada al medio). El
medio utilizado para el desarrollo del indculo se preparé con un menor contenido de
boniato que el medio de fermentacidn, para ir adaptando a las levaduras al medio y asi
disminuir el tiempo de fase lag en la fermentacidn. Para las fermentaciones que se
realizaron con una relacién de materia seca a agua de 1:5 y 1:8, el inéculo se desarrollé
en un medio con una relaciéon de materia seca a agua de 1:10. Para la fermentacién con
una relacion de materia seca a agua de 1:2.7, el indculo se desarrolld en un medio de
relacion de 1:5.4.

El medio con una relacion materia seca a agua de 1:10 se prepard en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL al cual se agregaron: (i) 102 g de boniato fresco, 200 mL de agua
destilada; o (ii) 30 g de harina de boniato en 300 mL de agua destilada. El medio del



indculo para la fermentacidn con harina de boniato en relacién materia seca a agua, 1:2.7
se prepard con 30 g de harina de boniato, 147 g de agua destilada agregada al medio. Los
medios se complementaron con las siguientes sales: (NH4),SO4 0.29 g/L y MgS04.7H,0
0.12 g/L.

En todos los casos el pH se ajustd a (5.7 - 6.0) y se agregaron 150 uL de a-amilasa
(5.4 uL por gramo de materia prima en base seca). Se mantuvo la temperatura a 90°C
durante 90 min. La suspension se enfrié a 609C, el pH se ajustd a 4.0, y se agregaron
150 uL de AMG. Esta permanecié a 602C durante 30 min. El medio se pasteurizé a 1002C
durante 30 min, luego de ser enfriada a temperatura ambiente el pH se ajustd a 4.5y se
inoculd con 5 g de levadura seca de panaderia.

Una vez inoculados todos los matraces se colocaron en un shaker orbital (New
Brunswick Scientific Co. Inc.) a 150 rpm, 302C, durante (12 - 16) h, tiempo suficiente para
obtener la concentracién celular necesaria para iniciar la fermentacién. Al cumplirse el
tiempo se hizo un recuento celular en cdmara de Neubauer para obtener el volumen del
medio a inocular en los matraces o reactor de fermentaciéon, de manera de llegar a una
concentracion inicial en los mismos de 1 x 108 células/mL. Dicho volumen se centrifugd
en tubos estériles a 2683 g, 8 min, 52C y se descartd el sobrenadante. Se realizaron dos
lavados resuspendiendo la biomasa en 10 mL de agua destilada estéril y centrifugando
para retirar los restos del medio de indculo. Finalmente se resuspendié la biomasa en
10 mL de medio de fermentacidon y se adiciond a los matraces de fermentacion o al
reactor seguin corresponda.

3.2.5 Gelatinizacion y licuefaccion del almidén en matraces

En todos los ensayos de licuefaccion se utilizé una suspension de boniato (fresco o en
forma de harina) con una relacion de materia seca a agua de 1:5 (Figura 3.5).

Se suspendieron 60 g de harina de boniato en un matraz Erlenmeyer de 500 mL
conteniendo 300 mL de agua destilada. El pH se ajusté a (5.7-6.0) y se agregaron 300 uL
de a-amilasa (5.4 pL por gramo de materia prima en base seca). La suspension se
mantuvo a 902C en baifo de agua durante 90 min bajo agitacidn. La dosis de a-amilasa
que se utilizé fue la recomendada por el fabricante.

Para el caso de los ensayos con boniato fresco, se mantuvo la misma relacién materia
seca a agua y se adiciond 204 g de boniato fresco triturado en un Erlenmeyer de 500 mL
conteniendo 150 mL de agua destilada. La manipulacidn en las siguientes etapas (ajuste
de pH, dosificacién de enzima, temperaturas y tiempo de exposicion) fue la misma que
para el caso de la harina de boniato.
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Figura 3.5. Matraces conteniendo boniato fresco (izquierda) y harina (derecha), luego del
proceso de gelatinizacién y licuefaccién.

3.2.6 Ensayos de sacarificacion y ensayos de fermentacion en
matraces

Luego de cada ensayo de gelatinizacion y licuefaccion (Seccién 3.2.5), se agregd AMG
en la cantidad recomendada por el fabricante (dosis de enzima en exceso segun Fajardo,
2010). La sacarificacion se realizé antes (SHF) y durante (SSF) la fermentacion utilizando
boniato fresco y harina de boniato. En la Figura 3.6 se muestra un matraz procesado en la
modalidad SHF para harina de boniato en una relacién 1:5.

Cuando se realizo la sacarificacion antes de la fermentacion (SHF), la suspension se
mantuvo a 6029C, se ajustd el pH a 4.0, y se agregaron 300 pL de AMG (5.4 uL por gramo
de materia prima en base seca). La suspension se mantuvo a 602C durante 30 min. Se
ajusté el pH a 4.5, se pasteurizd a 1009C durante 30 min, y luego de enfriada la
suspensidn a temperatura ambiente, se inoculd.

Para los ensayos de sacarificacion y fermentacidon simultanea (SSF), luego de la
licuefaccion, se enfrid la solucién a 302C, se ajustd el pH a 4.5, y se pasteurizdé a 1002C
por 30 min. Inmediatamente luego de la inoculacidn se agregaron 300 pL de AMG (5.4 pL
por gramo de materia prima en base seca).

También se realizd un ensayo con doble agregado de enzima AMG (previa y durante
la fermentacion) con harina de boniato (SHF+SSF). En este caso, el medio obtenido segun
lo indicado en (SHF) se utilizé para la fermentacion, pero se agregaron otros 300 pL de
AMG (5.4 pL por gramo de materia prima en base seca de AMG), inmediatamente
después de la inoculacién (AMG se usé para la preparacion del medio y durante la
fermentacion).

Los ensayos de fermentacidén se realizaron en matraces Erlenmeyer de 500 mL con un

tapon de goma, en un agitador orbital (New Brunswick Scientific Co. Inc.) a 302C y
100 rpm durante 24 h. La concentracion inicial de levaduras fue 1 x 108 células/mL. Los
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ensayos se realizaron por duplicado a quintuplicado, dependiendo de la condicién
estudiada y del material trabajado.

Se tomaron muestras de 8 mL cada 2 h con jeringas estériles de 10 mL y se
centrifugaron a 2683 g, 8 min, 52C. Al sobrenadante se le determiné las concentraciones
de azuUcares (sacarosa, glucosa y fructosa), glicerol extracelular y etanol por
cromatografia, técnica de HPLC (segun se describié en la seccién 3.1.8). También se
realizd recuento de células vivas y muertas en cdmara de Neubauer a la muestra pre-
filtrada con gasas y tefida con colorante (segun se describid en la seccion 3.2.3).

Al culminar las fermentaciones, se midié el volumen final de fermentacién, pH del
medio y se observd la muestra al microscopio para comprobar que la fermentacion se
hubiera desarrollado libre de contaminacién.

Figura 3.6. Fermentacién de harina de boniato en matraz para una relacién materia seca
a agua de 1:5.

3.2.7 Ensayos de sacarificacion y fermentacion a distintas
relaciones de materia seca a agua total del medio en
reactor

Se realizaron ensayos de sacarificacion y fermentacién simultanea en un fermentador
de laboratorio con 1.5 L de volumen util con suspensiones de boniato fresco y en forma
de harina. Se estudiaron distintas relaciones de materia seca de boniato a agua. Se
realizdé un ensayo con boniato fresco con una relacion de 1:8, y tres ensayos con harina
de boniato con relaciones 1:2.7, 1:5 y 1:8. La relacidn 1:8 fue la suspensidon mas diluida.
La relacion 1:2.7 corresponde a un medio preparado con el boniato fresco sin agregado
de agua.
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Cuanto mayor es la relacién, mayor es el contenido de azlcares en suspension,
pudiéndose conseguir mayores concentraciones de etanol al final de la fermentacidén. Sin
embargo, a menor relacion, aumenta en forma significativa la viscosidad de la
suspension, dificultando mucho su manipulacién y el andlisis de las muestras. En vista de
los buenos resultados obtenidos en los ensayos con boniato fresco y una relacién de 1:8,
posteriormente se realizaron ensayos con otras relaciones mas concentradas en materia
seca. Se decidié trabajar con harina de boniato porque el comportamiento con respecto
al boniato fresco fue muy similar en los ensayos en matraces y se disponia de cantidad
suficiente de harina preparada del mismo lote de boniatos. De esta manera, se esperaba
evitar la variabilidad en la composicion de la materia prima en los ensayos, ya que para la
preparacion de la harina se utilizé una gran cantidad de boniatos.

En la fermentacién con boniato fresco se suspendieron 493 g de boniato en 707 mL
de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 2 L y se homogeneizé bien la mezcla.
Luego se distribuyd la suspension en cuatro matraces Erlenmeyer de 500 mL y se
prosiguid con la etapa de licuefaccién. Se realizé la gelatinizacién y licuefacciéon en
idénticas condiciones que los ensayos en matraces (pH 4.0, 60°C por 90 min,
adicionandole 300 pL de la enzima a-amilasa a cada matraz que corresponde a 5.4 plL por
gramo de materia prima en base seca). Luego los matraces se pasteurizaron por 30 min a
1009C, a presién atmosférica. Se enfriaron a temperatura ambiente, se ajustd el pH del
medio a 4.5, y se agreg6 al reactor estéril. Se agregaron en forma simultanea el inéculo y
1200 pL de AMG. La concentracion inicial de levaduras fue 1 x 10® células/mL. La SSF se
desarrollé a 302C, 200 rpm, durante 36 h. En la Figura 3.7 se muestra el reactor de
laboratorio, realizando una fermentacion con boniato fresco en relacion 1:8.

Figura 3.7. Fermentacién en reactor de boniato fresco para una relacién materia seca a
agua de 1:8.

Para los ensayos con harina de boniato, se prepard el medio en cuatro matraces
Erlenmeyer de 500 mL. Para la relacién 1:8 se agregd 36 g de harina y 264 mL de agua
destilada en cada matraz. En el caso de la relacidon 1:2.7 se agregaron 134 g de harina en
322 g de agua y para la relacion 1:5 a 68 g se le adicionaron 307 g de agua destilada por
matraz. La gelatinizacién y licuefaccion de la muestra se realizé a pH entre (5.7-6.0),
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dosificacién de enzima a-amilasa de 5.4 uL por gramo de materia prima en base seca de
AMG por matraz, temperatura de 902C durante 90 min. Posteriormente la suspension se
pasteurizd durante 30 min y una vez enfriada se ajustd el pH a 4.5. El medio de
fermentacion se colocd en el reactor. Se inoculé y se agregaron 5.4 pL por gramo de
materia prima en base seca de AMG. Las SSF se desarrollaron a 302C y 200 rpm. Se hizo
seguimiento de la fermentacion durante 22 a 36 h dependiendo de la relacién materia
seca a agua trabajada, retirando muestras a distintos tiempos.

Los analisis practicados a las distintas muestras del reactor fueron: recuento de
células en cdmara de Neubauer (exceptuando para la condicion mas concentrada, 1:2.7)
y determinacién de azucares (glucosa, sacarosa y fructosa), etanol y glicerol por
cromatografia (HPLC). Para la relacién 1:2.7, fue imposible realizar el recuento en forma
directa debido a la elevada cantidad de sdlidos suspendidos en el medio. Por dicha razdn,
al culminar la fermentacién se plaqued en placas Petri conteniendo medio sélido YPD?
para determinar las células viables.

3.2.8 Calculos

Rendimiento de hidrélisis de almidon

El rendimiento de hidrdlisis de almiddn de boniato se determind haciendo un balance
de glucosa, ya que el almiddn es un polimero de unidades de glucosa Unicamente. Para
determinar cual fue el grado de hidrdlisis del almiddn, se calculd cudnta glucosa provenia
solamente de la hidrélisis del almidén y se relaciond con la glucosa que se obtendria si
todo el almiddn fuera hidrolizado. Asi, al contenido de glucosa encontrado al final de la
hidrdlisis se le restd la glucosa inicial y la proveniente de la hidrdlisis de la sacarosa
presente en el boniato. Para estimar esta ultima, se determiné el término (C¢ - Cri),
donde Cs es la concentracion de fructosa final y Cr la concentracidn de fructosa inicial.
Como la sacarosa (C12H,,011) es un dimero de glucosa (C¢H1,0g), y fructosa (C¢H1206):

C,,H,,0,, +H,0 — C;H,,0; + C;H,,O;

y el peso molecular de la glucosa y fructosa es el mismo, el término (C¢s - Cfi) representa
la concentracion de glucosa proveniente de la hidrélisis de sacarosa.

Por lo tanto, el rendimiento de hidrdlisis de almidén se determiné como:

Rendimiento,. . (%)= (CG)‘ —(Cq +(Cx —Cp ))j 100
1.11xC,

siendo: Cet = concentracion final de glucosa en el medio (g/L);
Casi = concentracion inicial de glucosa en el medio (g/L);
Crs = concentracion final de fructosa en el medio (g/L);

1 Componentes del medio YPD agar en g/L: extracto de levadura 10, peptona 20, dextrosa 20, agar 20.



Cri = concentracion inicial de fructosa en el medio (g/L);
Ca = concentracion de almiddn tedrica en el medio calculada en base a la
composicién del boniato (g/L).

El término (1.11 x C,) representa la concentracion de glucosa que deberia obtenerse si
todo el almiddn fuera hidrolizado. El factor 1.11 corresponde a los gramos de glucosa que
pueden ser obtenidos a partir de 1 g de almiddn tal como se indicé en la seccién 3.1.7. La
concentracion de almiddn se obtuvo a partir de la caracterizaciéon de boniato:

_ Masaboniato'(CAm /100)
= VF

Ca

siendo: Cam = composicion masica de almiddn de boniato en base seca (%);
H = humedad del boniato (g agua/g muestra);
Masa poniato = Masa de muestra agregada al medio en base seca (g);
V¢ = volumen del medio (L).

Eficiencia global del proceso de hidrdlisis y fermentacion

Se determiné la eficiencia global del proceso de hidrdlisis y fermentacidon como:

etanol

Eficienciay,,, (%) = ( expermental J x100

etanol

teérico

El etanol experimental se determind a partir de la concentracion de etanol alcanzada
en los ensayos una vez considerada la fermentacion culminada por las inexistencias de
mas azucares en el medio de fermentacion (exceptuando para la relacién 1:2.7):

etanol . e (9) = Ce; Vi

siendo: Cer = concentracion final de etanol en el medio (g/L);
Vit = volumen final de fermentacion (L).

El etanol tedrico se calculé considerando la conversion completa de los azlcares
tedricos fermentables de la harina de boniato:

etanol,,..(9)=Masa,,,.. (% azucares,,,,.) x 0.511

El valor de 0.511 getanol/8glucosa €5 €l rendimiento de etanol tedrico que corresponde a
la conversidn estequiométrica de una molécula de glucosa en etanol:

C,H,,0, — 2 C,H,OH + 2 CO,



El porcentaje de azucares totales se determind como la suma de los gramos de
glucosa, fructosa, almiddn y sacarosa presentes en 1 g de harina de boniato en base seca,
expresados como equivalentes de glucosa. Para expresar la sacarosa en equivalentes de
glucosa, se multiplicd el contenido de sacarosa por el factor 1.05 (g equivalentes de
glucosa/g sacarosa). Este factor corresponde a los gramos de glucosa que pueden ser
obtenidos a partir de 1 g de sacarosa (C12H»,011):

C12H2,011 + H,0 > CgH1,06 + CsH1,06
Sacarosa glucosa fructosa

Rendimiento global (Letanol/K8boniato seco)

El rendimiento global expresado en litros de etanol por kg de boniato seco se realizo
de la siguiente manera:

1000 C; Vi,
Mas aboniato

Rendim Ientoglobal (Letanol / kg boniato seco ) =
Petanol

siendo: Cer = concentracion final de etanol en el medio (g/L);
Vis = volumen final de fermentacion (L);
P etanol = densidad del etanol a 202C (0.7894 g/L);
Masa poniato = Masa de boniato fresco o harina agregada al reactor en base
seca (g).

Rendimiento agroindustrial (Letano/ha)
El rendimiento agroindustrial se determind, considerando un rendimiento agricola

promedio de 10 toneladas de boniato en base seca por hectarea y una eficiencia en el
proceso de destilacién y deshidratacion del etanol del 98 %:

1x10” C,, V., 0.98

p etanol Ma sa boniato

Rendimiento, ., qussia (L /ha)=

etanol

Productividad volumétrica (getano/(L.h)

La productividad volumétrica se determiné como:

. C
Pf' OdUCtIVIdadvolumetﬂca (getanol / Lh) = t_Ef
f
siendo: Cer = concentracion final de etanol en el medio (g/L);

t; = tiempo final de fermentacién (h).



3.2.9 Analisis estadistico de los resultados

Los errores para cada variable fueron estimados como la desviacion estandar de los
ensayos replicados.

Se realizaron analisis de ANOVA (analisis de varianza y test de Tukey) con los datos
experimentales obtenidos de concentracién de etanol final, rendimientos y eficiencias
globales, para comprobar si las diferencias encontradas entre ellos para los distintos
procesos ensayados (SHF y SSF) y las materias primas (harina y boniato fresco) eran
estadisticamente significativas. Para ello se utilizé el programa KaleidaGraph™, Synergy
Software. Diferencias entre las medias fueron consideradas significativas cuando
p <0.05.
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CAPITULO IV:

Estudio experimental de las condiciones
operativas del proceso de hidrdlisis y
fermentacion del boniato

RESULTADOS Y DISCUSION
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion fisico quimica del boniato

En la Tabla 4.1 se muestran los resultados obtenidos en la caracterizacién de boniato
fresco y de harina de boniato. La gran variabilidad en los resultados obtenidos para el
boniato fresco, llevd a hacer un nimero mayor de réplicas para reducir el valor de la
incertidumbre. La harina presentd menor variabilidad que el boniato fresco dado a que
se disponia de un Unico lote preparado con muchas unidades de boniatos que fueron
secados y molidos, y por lo tanto, su composicién fue mas homogénea. Para el analisis de
material fresco, se tomd un numero discreto de boniatos con diferentes formas y
tamanos.

Tabla 4.1. Composicion del boniato K 9807.1.

Composicion Muestra
Boniato fresco Harina de boniato
Proteinas (% bs) 3.5+0.8 6.6+0.1
Grasas (% bs) 03101 1.8+0.1
Fibra cruda (% bs) 1.0+£0.1 3.0t£0.1
Ceniza (% bs) 4.1+0.3 3.2+0.1
Almidon (% bs) 56.3+6.2 51.1+3.7
Glucosa (% bs) 24+21 2.2+0.1
Azlcares Fructosa (% bs) 26+1.6 1.6+0.1
libres Sacarosa (% bs) 8.0+04 15.6+4.0
Maltosa (% bs) ND ND
Azlcares totales (% bs) 76.0£6.2 76.1+£4.0
Humedad (% bh) 7310.1 8.0+0.1

ND = no detectado, el limite de deteccion corresponde a un valor del 0.1 %.
bs: base seca
bh: base humeda

Por otra parte, no se observd una variacion importante en la composicién, inferior al
5 % expresado en azucares totales, durante el tiempo de conservacion (3 afos para la
harina y 10 meses el boniato fresco) bajo las condiciones mencionadas en materiales y
métodos. No obstante, otros investigadores hallaron que la harina de boniato cambié su
composicion con el tiempo de almacenamiento a 4, 21 y 25°C luego de 5 meses de
almacenaje (Yadav et al., 2007).

En adicion al almiddn, se observd que el boniato tenia un alto contenido de azlcares
libres simples solubles directamente fermentables por las levaduras comunes, glucosa,
sacarosa Y fructosa. Se encontrd que el boniato en forma de harina tenia una cantidad de
azucares libres expresados como glucosa (20.4 % bs) superior al del boniato fresco
(13.4 % bs), debido a la diferencia hallada en el porcentaje de sacarosa entre ambas



muestras. En cuanto a los valores promedios de almiddn, el boniato fresco presenté un
10.2 % mas que la harina. Considerando la incertidumbre de estos valores, el contenido
de almiddn fue practicamente el mismo para ambos materiales. A pesar de la diferencia
gue se observd en el almiddn, el contenido total de azlcares promedio fue el mismo
(cercano al 76 %, expresado como equivalentes de glucosa en base seca) para la harinay
el boniato (Tabla 4.1).

Algunos investigadores estudiaron la variacién del contenido de almidén durante el
proceso de reduccion de tamafio y secado (Olmos y Ajibola, 2003). No se observé pérdida
significativa ni en almiddn, ni en azucares libres luego del secado de boniato a 55 y a
959C en trabajos realizados en el Departamento de Bioingenieria (Lareo C. et al, 2011).
Estudios con mandioca relacionando los factores que afectan el contenido de almidén
durante la operacidon de produccion de chips y de secado, obtuvieron pérdidas de
almidon (27.2 % en la harina y 40 % en los chips). La recuperacion del almidén en la
harina fue mayor cuando la harina tuvo un procesamiento de rallado y secado (Olmos y
Ajibola, 2003).

Se determind la distribucion de tamafio de particulas de la harina de boniato segun se
puede observar en la Figura 4.1. En el ANEXO 5 (Tabla A.5.1) se pueden encontrar mas
detalles de los resultados obtenidos. Se obtuvo un tipo de distribucion bimodal, con dos
tamafios medios de particulas representativas del lote (< 44 pm y 380 um) como se
puede observar en la curva de frecuencia (Figura 4.1). Cuando se trabaja con material
particulado, se prefiere tener en general un tamafo de particula promedio Unico con un
pico de distribucion angosto, es decir que la mayoria de las particulas se encuentre en un
rango chico, préximo al promedio. En este caso se tienen dos promedios de particulas
con tamafios muy diferentes (> 100 um y < 44 um), que se conoce se comportan
totalmente diferente y pueden dificultar su manipulacion (Barbosa-Canovas et al., 2005).
Esta distribucién bimodal podria impactar en el manejo de la suspension de la muestra
con agua, ya que se observd una mayor dificultad que con el boniato fresco en la
extraccién y transferencias de muestras durante los ensayos de caracterizacion vy
fermentacion. Por lo cual, el comportamiento de las distintas granulometria es un
elemento a estudiar en el futuro.
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Frecuencia (%)

44 59 90 141 163 384 590

Diametro de particula (micrometro)

Figura 4.1. Distribucion de didametro de particula para la harina de boniato.

4.2 Sacarificacion y fermentacion en matraces

Se realizaron ensayos en matraces para evaluar qué modalidad de fermentacién era
mds adecuada para la produccion de etanol a partir de boniato fresco y en forma de
harina. Se realizaron experimentos de fermentaciéon e hidrélisis simultanea (SSF) y se
compararon con las fermentaciones donde el medio fue hidrolizado previo a la

inoculacidn con la levadura (SHF), para una relacidon de materia seca de boniato a agua de
1.5.

En los ensayos con boniato fresco no se observd diferencia en los perfiles de la
fermentacion para las condiciones experimentales estudiadas: SHF y SSF. Las Figuras 4.2
a y b se muestran un perfil tipico de concentracion de azucares, etanol y glicerol para la
fermentacion del boniato SHF y SSF, respectivamente. Por razones de claridad se
excluyen las barras de errores de los graficos. Las incertidumbres expresadas como

desviaciones estandares se presentan junto con los parametros presentados en la Tabla
4.2.
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Figura 4.2. Perfiles tipicos de la fermentacion de boniato fresco correspondientes al
ensayo de fermentacién: a) con hidrdlisis previa (SHF) y b) con sacarificacién y
fermentacién simultaneas (SSF), para una relaciéon de materia seca a agua 1:5.



Después de 24 h de fermentacidn, practicamente no quedaron azlcares residuales en
el medio, y se alcanzd la maxima concentracion de etanol. Se obtuvieron 11 g de glicerol
por cada 100 g de etanol cuando la hidrdlisis fue previa a la fermentaciéon y 10 g de
glicerol cuando la sacarificacion se hizo en forma simultdnea. El glicerol es un
subproducto de la fermentacién alcohélica. Se produce a partir de un intermediario de la
glucdlisis, en condiciones de alta presidn osmoética debida a la alta concentracidon de
azucares en la fermentacién. Por lo tanto, la mayor proporcién de glicerol deberia
producirse al inicio de la fermentacién, que es cuando se dan estas condiciones (Pirt y
Kurowski, 1970; Glazer y Nikaido, 2007). Sin embargo, el contenido de glicerol a lo largo
de la fermentacién va incrementandose (Figuras 4.2 a) y b)). También se esperaba
encontrar una menor concentracion de glicerol en la SSF que en la SHF, ya que en esta
ultima, al realizarse la hidrélisis previa a la fermentacién, la levadura se ve expuesta a
altas concentraciones de glucosa al inicio de la fermentacién.

El pH al finalizar la fermentaciones estuvo para todos los casos cercanos a 4.2 dentro
del rango 6ptimo de la fermentacion y de la actividad de la AMG cuyo pH éptimo era 4.0
y ayuda a controlar la contaminacion bacteriana del medio de fermentacion.

En la Figura 4.2 b) se puede apreciar la alta concentracion de glucosa en el tiempo
inicial en el ensayo SSF con un valor similar al encontrado en la SHF, donde se realizd la
hidrélisis previa del almiddn. Esto indica que la enzima AMG actua rapidamente (en los
primeros minutos de la fermentacién), a pesar de que la reaccién enzimatica se realizé a
una temperatura mucho menor que la éptima de la enzima (a 302C en lugar de 602C) y el
pH a 4.5 en lugar de 4.0 (6ptimo para la enzima).

No se observé una fase lag pronunciada en las fermentaciones, lo cual puede ser
atribuido al buen estado del inoculo. Para su desarrollo se usé el mismo tipo de medio
gue el de fermentacion (ver Materiales y Métodos). La produccién de etanol comenzé en
las primeras horas de fermentacién. La concentraciéon total de células permanecié casi
constante durante todas las fermentaciones en el orden de 1.4 x 10® células/mL y la
fraccién viable varié en un rango entre 0.85 y 0.91.

También se realizaron ensayos con harina de boniato a escala de matraces. En la
Figura 4.3 se muestran perfiles tipicos. La conversion de los azucares fermentables fue
completa después de 24 h de fermentacién para todas las condiciones experimentales
estudiadas y se obtuvo en promedio 10, 6 y 11 g de glicerol por cada 100 g de etanol para
los ensayos SHF, SHF + SSF y SSF, respectivamente. Para las tres situaciones hubo una
hidrélisis del almiddn casi en forma inmediata al agregado de la enzima AMG.
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Figura 4.3. Perfiles tipicos de la fermentacion de harina de boniato correspondientes al
ensayo de: a) SHF, b) SHF + SSF y c) SSF para una relacién 1:5.

La Tabla 4.2 muestra los resultados obtenidos para los distintos ensayos con boniato
fresco y en forma de harina. Las enzimas comerciales (a-amilasa y AMG) utilizadas en la
licuefaccion y sacarificacion del boniato, hidrolizaron en promedio entre 72 y 96 % del
almidén de boniato bajo condiciones experimentales recomendadas por el fabricante.
Los valores encontrados estan dentro del rango reportado por otros autores para
materiales amildaceos. Se han reportado valores de hidrélisis de 76 % para harina de maiz
usando una combinacién similar de amilasa y glucoamilasa, y otros obtuvieron hasta un
80 % de conversidn para almiddn de cebada, maiz y de arroz, mientras que la conversion
para el almidén de papa fue menos eficiente. Por otro lado, se ha reportado
conversiones muy altas de almidén de maiz (mayores al 90 %) (Mojovi¢ et al., 2006).

El boniato fresco alcanzd los valores mds altos de rendimientos de hidrélisis del
almidon, siendo cercanos al 100 % de hidrdlisis. En el caso de la harina, se observd un
mayor grado de dispersion de los resultados, que se reflej6 en mayores valores de la
desviacién estandar (Tabla 4.2). La harina puede presentar este complejo
comportamiento frente a las enzima por la diferencias en la granulometria hallada en la
propia harina. Al aumentar la humedad de las particulas, tienden a adherirse a las
superficies internas del equipamiento y a apelmazarse, dificultando las operaciones de
manejo y transferencia de la suspension. El acceso al sustrato, las interacciones entre
particulas, la relacidon area/volumen tan variable del sistema particulado y el grado de
humectacién de la harina podrian estar influyendo en la dispersién de los resultados
(Barbosa-Canovas et al., 2005; Noda et al., 2008; Shariffa et al., 2009). Sin embargo, tanto



para boniato en forma de harina como fresco, la sacarificaciéon y la fermentacién
simultdneas mostraron un desempeiio global final de fermentacidn muy similares e
incluso algo superiores a los de hidrdlisis previa con ambas enzimas (tal como se discute
mas adelante; Tabla 4.2).

Tabla 4.2 Rendimientos de hidrdlisis y fermentacion de boniato para la relacion 1:5.

Boniato fresco Harina de boniato
SHF SSF SHF SHF + SSF SSF

Renc?lmlento de hldl’0.|!SIS 96+ 6 - 79 +93 88.3 o
previo a la fermentacién (%)
Concentracion final de etanol 68 +7 71+ 14 5144 554 57492
(/L)
Rendimiento global

0.46+£0.04 |0.48 £0.10| 0.38 £0.03 0.42 0.43+£0.02
(L etanol/kg boniato bs.)
Eficiencia Global” (%) 88+1 91+10 78+5 85 87t4
FLe”d'%':)”to agroindustrial | )05 4 440 | 4710+ 950| 37804260 | 4120 | 4220+ 180

etanol

SHF: la etapa de sacarificacién fue previa a la fermentacion.

SHF+SSF: se realizé un doble agregado de AMG: antes de la fermentacion y al inicio de la misma.

SSF: sacarificacion y fermentacidn simultanea.

" Eficiencia Global: calculada como el etanol obtenido sobre el etanol teérico que se deberia producir.

" la etapa de sacarificacién se realizé solo durante la fermentacidn, ver la seccidn de Sacarificacion del
Almidoén y Ensayos de Fermentacidn por mas detalles.

o Ensayo Unico.

No se observd una diferencia significativa (p < 0.05) en los resultados de etanol,
rendimiento y eficiencia global en los ensayos de SHF y SSF con boniato fresco (Tablas
A.6.1 a A.6.3 del ANEXO 6). Las concentraciones finales de etanol para los ensayos fueron
en promedio 68 g/Ly 71 g/L, y las eficiencias globales 88 % y 91 % para los ensayos SHF y
SSF respectivamente. Los datos sugieren que el etanol producido durante la
fermentacion no tuvo un gran efecto de inhibicién durante la hidrdlisis enzimatica.
Mojovic¢ et al., 2006 encontraron resultados similares para la fermentacién del maiz. Sin
embargo, otros investigadores encontraron un valor correspondiente a la inhibicion de
sustrato para la levadura de 25 % en concentracion de sacarosa (Breisha, 2010).

En cuanto al rendimiento global, se obtuvieron valores promedios de 0.46 y 0.48 L de
etanol por kilogramo de boniato seco para la sacarificacion previa y simultanea
respectivamente, cercanos al valor tedrico (0.49 L/kg, determinado a partir de la
composicidon tedrica promedios del boniato) en tiempos de fermentacién de 24 h.
Montesinos y Navarro (2000) obtuvieron rendimientos de 0.46 L etanol/kg tigo Y €ficiencias
globales de 90 %, luego de 36 h para condiciones experimentales similares de
sacarificacion y fermentacién simultaneas. Kim y Dale (2005) estudiando la produccién de
etanol a partir de granos de maiz, informaron una produccién de 0.38 L de etanol por
cada kg de grano de maiz seco.



Con la harina de boniato se evaluaron tres formas de agregado de AMG: previa a la
fermentacién (SHF), junto con el inéculo (SSF) y doble agregado (antes de fermentar, con
una segunda dosis en el momento de inoculacién del medio con la levadura, SHF + SSF). El
ensayo con doble agregado de enzima AMG (antes y después de la inoculacion), se realizé
con la finalidad de evaluar si era posible hidrolizar el almiddn residual de la etapa de
sacarificacion previa a la fermentacion, y de esta manera obtener un 100 % de hidrdlisis.
Se agregd una nueva dosis de enzima junto con el indculo, ya que luego de la etapa de
sacarificacién previa a la fermentacion, el medio fue pasteurizado a 1009C, y por tanto, la
AMG puede haber sido desnaturalizada en esta operacién. Se observd que el segundo
agregado de enzima (AMG) no mejoré el grado de hidrélisis del almidén (Ensayo SHF +
SSF, Tabla 4.2) respecto al ensayo SSF.

La Tabla 4.2 presenta los resultados obtenidos con harina de boniato. No se observo
una diferencia significativa (p < 0.05) en los resultados de etanol, rendimiento y eficiencia
global en los ensayos de SHF, SSF y SHF + SSF con harina de boniato (Tablas A.6.4 a A.6.11
del ANEXO 6). Las concentraciones de etanol luego de 24 h de fermentacién fueron
similares para las tres condiciones experimentales estudiadas (en el rango de 51 a 57 g/L
en promedio), asi como también los rendimientos globales (en el orden de 0.38 2 0.43 L
etanol/kg de boniato en base seca). Los valores promedios de eficiencias globales
estuvieron en el rango: 76 % a 87 %. Mojovi¢ et al. (2006) encontraron resultados
similares para la fermentacién del maiz.

En base a los resultados obtenidos a escala de matraces, donde no se observaron
mayores diferencias en entre los resultados obtenidos para una modalidad de
sacarificacion y fermentacién SHF y SSF, tanto para boniato fresco como harina de
boniato, se puede concluir que el tratamiento previo a la fermentacién con AMG no seria
necesario. Esto ahorra tiempo pues se realiza una etapa menos, y reduce el consumo de
energia del proceso ya que se elimina el calentamiento a 60°C.

Sin embargo, un analisis ANOVA mostré que hay diferencia significativa con respecto a
la concentracion final de etanol cuando se utiliza boniato fresco o harina y se trabaja
realizando la hidrélisis del almiddn previa a la fermentacion (Tabla A.6.12 del ANEXO 6).

4.3 Sacarificacion y fermentacion a distintas relaciones materia seca
a agua total del medio en reactor

A efectos de evaluar el incremento de materia seca en el medio, se hicieron ensayos
en un fermentador de laboratorio, mas similar a un equipo industrial de modo de
mejorar las condiciones operativas. Se estudiaron mayores relaciones de materia seca de
boniato a agua para conseguir una concentracién final de etanol superior. Cuanto mayor
es la concentracion de etanol obtenida menor es el consumo energético en la etapa de
destilacién y deshidratacion del alcohol a escala industrial. Los ensayos se realizaron
haciendo la sacarificaciéon y fermentacion en forma simultdnea, ya que a escala de
matraces se obtuvieron resultados equivalentes de eficiencia y rendimientos de etanol
entre los ensayos SSF y SHF, y ademads, la modalidad de fermentacion SSF presenta



ventajas sobre todo desde el punto de vista energético frente a SHF. Se utilizé harina de
boniato como materia prima, ya que no se disponia de mas boniato fresco del mismo lote
en buenas condiciones. Se realizé un ensayo con boniato fresco como control (relacién
materia seca a agua 1:8).

Las Figuras 4.4 y 4.5 a) muestran los perfiles de glucosa, fructosa, sacarosa, glicerol y
etanol para boniato fresco y en forma de harina, para la relacién materia seca a agua 1:8.
En el ensayo con boniato fresco se obtuvo una concentracion final de etanol similar a la
de harina de boniato, y el tiempo final de fermentacidon (cuando la concentracién de
azucares totales residuales en el medio fue despreciable y se alcanzé la mayor
concentracion de etanol) fue el mismo (Tabla 4.3, Figuras 4.4 y 4.5 a)). Sin embargo, se
obtuvieron mejores valores en el rendimiento, eficiencias globales y agroindustriales con
el boniato fresco 0.46 y 0.41 L/Kg boniato seco, 95 Y 83 %, y 4560 y 4020 L canoi/ha, para
boniato fresco y harina, respectivamente.
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Figura 4.5. Perfiles de fermentacidn de harina de boniato en fermentador de laboratorio
en modalidad SSF, con una relacion materia seca a agua total: a) 1:8; b) 1:5; c) 1:2.7.

Para fermentaciones con harina de boniato y relaciones de materia seca a agua 1:8 y
1:5, se pudo observar un consumo total de los azUcares fermentables del medio luego de
14 y 16 h de fermentacion (Figura 4.5 a) y b)). Sin embargo, para la relacién 1:2.7 (que
corresponderia a una suspension de boniato fresco sin agregado de agua), no se
consumieron todos los azucares. La concentracién de glucosa aumentd en las primeras
4 h de fermentacion y luego disminuyd lentamente hasta un valor residual de 55 g/L a las
36 h de fermentacion (Figura 4.5 c)). Esto indica que en las primeras horas la velocidad de
hidrdlisis del almidén fue mayor que la velocidad de consumo de sustrato por la
levadura, razén por la cual se empezd a acumular glucosa en el medio. La fructosa no fue
consumida por la levadura en este ensayo. Se puede concluir que hubo inhibicién de la
fermentaciéon en este ensayo. La fermentacién fue incompleta y mas lenta que los
ensayos con medios mas diluidos (16 h para 1:5y 14 h para 1:8) (Figura 4.5, Tabla 4.3). La
presencia de ciertos azucares (fructosa y glucosa) luego de las 22 h de fermentacidn
puede estar relacionada al estrés al cual fueron sometidas las células de Saccharomyces
cerevisiae por la alta concentracién de etanol en el medio. Para mejorar el desempefio de
la fermentacioén se requiere de investigacion adicional, por ejemplo evaluar la aplicacién
de distintas fuentes de nitrogeno, magnesio, suministro adecuado de oxigeno
(microaireacidén), ergosterol y acido oleico, ya que juegan un rol esencial en la estructura
y funciones metabdlicas del crecimiento celular y tolerancia al etanol (Srichuwong et al.,
2009; Breisha, 2010). También se podria seleccionar otras levaduras capaces de tolerar
mayores concentraciones de etanol (mayores a 100 g/L). Pereira et al. (2011) trabajaron
con tres cepas industriales en las cuales los efectos inhibitorios no se observaron para
una concentracion de etanol por encima de 140 g/L para un medio sintético en base



glucosa y puré de maiz, suplementado con sales. Zhang et al. (2011) informaron una
concentracion maxima de etanol alcanzada, productividad y rendimiento de etanol a
escala de laboratorio de 128 g/L, 4,76 g/L.h y 91.4 % para una relacion materia seca de
boniato a agua de 1:3.2 a 1:2.2 en un proceso SSF luego de 72 h de fermentaciodn,
utilizando una levadura S. cerevisiae CCTCC M206111 seleccionada del vino en un medio
suplementado con sulfato de amonio.

Es interesante destacar que en el caso de la fermentacién con una relacién 1:2.7 no
se observo inhibicién de la AMG por altas concentraciones de glucosa, tal como ha sido
reportado por algunos investigadores (Chouvel et al., 1983; De Mot y Verachtert, 1987,
Reilly, 1999; Montesinos y Navarro, 2000). A las 2 h de comenzada la fermentacién, la
concentracion de azucares totales expresado como glucosa es aproximadamente 195 g/L,
y se corresponde con un porcentaje de hidrélisis del almidén del 95 %. Este valor se
obtuvo de un balance de azlcares en el reactor para ese tiempo, considerandose un
consumo de 29 g/L de glucosa para la produccién del etanol (~ 15g/L de etanol) y un
contenido tedrico de azucares agregado al medio, dado por la composiciéon promedio de
la harina, de 237 g/L (Figura 4.6). Lo cual, afirma que la actividad de la enzima fue casi
completa para las primeras dos horas. Al finalizar la fermentacidn, los azucares residuales
se corresponden a un 100 % de hidrdlisis con un consumo de azucares de 160 g/L en la
obtencion de bioetanol (Tabla 4.3).

Las Figuras 4.6 y 4.7 muestran los perfiles de concentracion de azucares totales y
etanol para las fermentaciones con harina de boniato para las tres relaciones de materia
seca a agua estudiadas. Tanto en los perfiles de azlcares como en el de etanol, se
observé una mayor dispersion de los resultados para la fermentacién con relacién 1:2.7.
Esto podria deberse a la gran dificultad en la manipulacién del medio de fermentacion el
cual tenia una viscosidad muy elevada. No se observé una fase lag en las fermentaciones
para las tres relaciones estudiadas. Ademas, la velocidad de produccion de etanol no se
vio disminuida al aumentar el contenido de sdlidos en el medio, contrario a lo que se
podria esperar por efecto de inhibicidn por sustrato o producto (alto estrés osmético).
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En la Tabla 4.3 se observan los resultados obtenidos para harina de boniato. Se puede
observar que al aumentar la relacién materia seca a agua, aumentd la concentracién final
de etanol como era de esperar debido al mayor contenido de azlcares fermentables en
el medio para relaciones mads bajas, y el tiempo necesario para alcanzar la mayor
concentracion de etanol. Al disminuir la relacién materia seca a agua de 1:8 a 1:5, se
incrementd el contenido de azucares en el medio de fermentacion (50 %), y se produjo
un aumento en la concentracién de etanol final de un 74 % y de los rendimientos de un
11 %. El incremento en la concentracion de etanol fue tan solo de un 20 % al pasar de
una relacion 1:5 a 1:2.7. En cuanto a la eficiencia y el rendimiento global, asi como
también el rendimiento agronémico, presentaron un valor maximo para la relacion
intermedia (1:5). En el caso del medio de fermentacién mas concentrado en materia seca
(relacién 1:2.7), la disminucién del rendimiento global puede deberse a la existencia de
inhibicidn por sustrato (altas concentraciones iniciales de azucares) y por producto (alto
contenido de etanol) ya que no se consumieron todos los azlcares (Figura 4.5 c), Tabla
4.3).

Con respecto a los valores de rendimiento de etanol, en el afio 2003 mas de
12.5 x 10° L de etanol se produjeron en Estados Unidos con un rendimiento de alrededor
de 0.37 L de etanol por kilo de granos de maiz seco (con una humedad del 12 al 15 %),
(Glazer y Nikaido, 2007). En todas las relaciones materia seca a agua utilizadas con
boniato se obtuvieron valores por encima a 10s 0.37 L etanol/Kg sustrato seco,» €XCeptuando
para la relacién 1:2.7 que se corresponde al 73 % de dicho valor (0.27 L/kg), donde la
fermentacion fue incompleta. A pesar de ello, en la Tabla 4.3 se considera un
rendimiento de etanol potencial cuando la materia prima se trata de boniato de 125 L/t,
valor ampliamente superado hasta para la peor condicién (270 L/t). Esto nos indica que el
boniato K 9807.1 tiene un gran potencial para la produccién de bioetanol comparado con
el boniato promedio que fue reportado en la revisién realizada por Linoj Kumar et al.,
2006).



Tabla 4.3. Valores promedios de concentraciones de azucares y etanol final con sus
respectivos rendimientos para las fermentaciones con harina y boniato fresco.

Relaciones de materia seca a agua
Boniato fresco Harina de boniato
1:8 1:8 1:5 1:2.7
Tiempo de fermentacion (h) 14 14 16 36
AzUcares iniciales (g/L) 86 90 135 237
Azucares residuales (g/L) 0 0 0 75
Etanol final (g/L) 44+ 1 39+2 68+1 82
Glicerol final 146422 101422 111404 8.48
(g glicerol/loo 8 etanol producido)
Productividad  volumétrica | 5 12, g 2.76+0.19 4.28 +0.06 2.28
(g etanoI/L-h)
Rendimiento global 0.46 £ 0.01 0.41+0.02 0.46 +0.01 0.27
(L etanol/kg boniato s*e*co)
Eficiencia global (%) 95+3 835 92+2 55
Rendimiento agroindustrial | )00, 149 4020 + 240 4460 + 80 2670
(L etanol/ha)

" Calculados en base a la composicion de almiddn y azicares del material utilizado.

“Eficiencia global: calculada como el etanol obtenido sobre el etanol tedrico que se deberia producir.

™ Rendimiento agroindustrial: calculado considerando un rendimiento agricola promedio de 10 t/ha (base
seca) y eficiencia de destilacion del 98 %.

o Ensayo unico.

En las fermentaciones alcohdlicas es importante monitorear la concentracion de
glicerol producido, ya que representa sustrato (glucosa) que fue consumida para producir
este compuesto en lugar de etanol. La presencia de altas concentraciones de glicerol en
el medio puede explicar un bajo rendimiento de etanol. Asimismo, la levadura utiliza
sustrato para su propio crecimiento y mantenimiento celular, y por lo tanto, no es
posible alcanzar el rendimiento tedrico de glucosa a etanol (dada por la relacidon
estequiométrica de conversidn). La concentracion final glicerol promedio fue muy similar
en todos los ensayos, siendo baja tanto en la fermentacién con boniato fresco, (15 +2) g
de glicerol por cada 100 g de etanol producido, como para la harina (10+2) g, ((10 £ 2) g,
(11 £ 1) gy 8 g de glicerol por 100 g de etanol producido, para la relacion 1:8, 1:5y 1:2.7
respectivamente). Por lo tanto, la produccion de glicerol no explicaria los bajos
rendimientos obtenidos para las relaciones 1:2.7.

El pH final del medio estuvo en todos los casos cercanos a 4.5 y no se observd
contaminacién microbiana.

Tanto para boniato fresco como para harina de boniato, la concentracion y viabilidad
celular se mantuvo practicamente constante durante las fermentaciones. La Figura 4.8
muestra un perfil tipico de concentracién y fraccion viable para la fermentacién con
harina de boniato en relacién 1:8. La viabilidad en promedio para ambos sustratos se
mantuvo cercana al 95 %. En el caso del ensayo con harina de boniato en relacién 1:5, la
fraccién viable estuvo alrededor de 0.96 y el nimero de células se mantuvo constante en
6.3 x 107 células/mL (ver ANEXO 7). En la fermentacién mds concentrada (relacién 1:2.7)



fue imposible realizar recuento directo en cdmara de Neubauer por el alto contenido de
solidos en suspension y por lo tanto, se realizd recuento en placa en medio PDA. Se
obtuvo una concentracién final de 6 x 107 células viables/mL.
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Figura 4.8. Variacion de la concentraciéon total de levaduras y su fraccion viable en la
fermentacion que utilizé como materia prima harina de boniato en una relaciéon materia
seca a agua, 1:8.

Los ensayos realizados en fermentador dieron rendimientos promedios mayores que
los observados en matraces en las mismas condiciones experimentales: harina de
boniato, sacarificacién simultanea a la fermentacién y relacién materia seca a agua 1:5.
Se obtuvo: 0.43 L etano/Kg boniato Y 4220 L cano/ha en escala de matraces frente a
0.46 Letanol/KE boniato Y 4460 L etanoi/ha en fermentador de laboratorio. Esto puede deberse
a menores pérdidas evaporativas en el fermentador y durante la manipulacién (toma de
muestras durante la fermentacion).

Los efectos de inhibicion observados en la fermentacién con alto contenido de
sélidos y por tanto, altas concentraciones de azlcares iniciales, podria ser contrarrestado
cambiando la modalidad de fermentacion a un proceso tipo fed-batch con recirculacion
celular. Este tipo de procesos es muy empleado en la produccion de bioetanol en Brasil a
partir de jugo de cafia de azlcar. Ademas, seria recomendable utilizar cepas productoras
de etanol capaces de resistir altas concentraciones de producto, tal como se comenté
mas arriba en el texto. El alto nivel de biomasa garantizado por este modo de operacién,
permite la reduccidn de los efectos de deterioros celular por inhibiciones por sustrato y/o
producto y la minimizacidén de los costos asociados a la etapa de preparacion del inéculo
(Converti et al., 2003). Sin embargo, para el caso del boniato no es posible la recirculacién
de células pues quedan muchos sélidos en suspension al final de la fermentacién (fibras 'y



otros materiales del boniato) que no se pueden separar de las levaduras. La recirculacién
de este material para fermentar, aumentaria en forma significativa la concentracion de
solidos en suspension. Por otro lado, el agregado de suspensiéon de boniato en forma
gradual durante la fermentacién (para realizar la modalidad fed-batch) puede ser muy
complicado ya que altas concentraciones de sustrato implican altas relaciones de materia
seca a agua y por lo tanto, altas viscosidades, haciendo muy dificil la homogenizacion del
medio después de cada agregado v la transferencia.

Dadas las altas viscosidades de estos materiales y la alta concentracién de sélidos en
el medio resulta mas efectivo trabajar con una relacion media préxima a 1:5 donde se
obtuvieron los muy buenos resultados. La elevada viscosidad de las suspensiones por
encima de esta relacion dificultdé mucho la manipulacion, incluyendo la tomas de
muestras del reactor y el andlisis de las mismas.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Simulacion del proceso de obtencion de etanol con
sacarificacion y fermentacion simultanea

El analisis del proceso de produccién de bioetanol combustible a partir de boniato se
estudioé con la herramienta de software SuperPro Designer®, Intelligen Inc. versién 8.0.
Fue posible simular el proceso a escala comercial, obteniéndose como resultado un
diagrama de flujo que describe los balances de masa, el dimensionamiento de los
equipos involucrados y su consumo de energia.

Se evalud el consumo de energia en la produccién de etanol a partir de boniato
fresco y en forma de harina, utilizando diferentes configuraciones de procesos y valores
de parametros operativos. Para este estudio se utilizaron los resultados experimentales
obtenidos y discutidos en el Capitulo IV. La etapa de sacarificacién se considerd en forma
simultanea a la fermentacion.

5.2 Definicion del proceso simulado

Se establecid como caso base de estudio una produccion anual de bioetanol anhidro
de 90.000 m®>. Esta capacidad corresponde a la ampliacién prevista en la produccién
nacional de bioetanol combustible en los préoximos afios (aproximadamente
18000 m>/afio de ALUR en Bella Unién y 70000 m>3/afio en Paysandu). La calidad del
bioetanol a obtener, 99.2 % (v/v) se definié en base a la especificaciéon vigente para el
producto anhidro (UNIT 1122:2009). Se supuso que la planta trabaja las 24 horas del dia,
durante 320 dias al afio (~ 7680 h), destinando los restantes 45 dias para abastecimiento,
limpieza, mantenimiento y reparaciones de equipos. La capacidad nominal de la planta
corresponde a 130 t/h de boniato. Los datos del caso base tomado se resumen en la
Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Datos del caso base de produccién industrial de boniato.

Parametros Valores
Capacidad (m®/d) () 282
Produccién anual (m®/afio) () 90000
Tiempo de operacidn de la planta (dias) 320
Capacidad nominal de la planta (t/h) 130
Etanol (%) >99.2

(*) Expresado en etanol al 100 %



5.3 Definicidon de de condiciones operativas estudiadas

Se estudio el efecto de la variabilidad del contenido de azucares de las materias
primas, de la eficiencia de fermentacién y de la relacién materia seca a agua sobre el
consumo energético del proceso. Para el caso de harina de boniato, se incluyé el
consumo de energia del proceso de secado, considerando diferentes humedades finales.
Los rangos estudiados para cada materia prima se muestran en las Tabla 5.2. Se estudié
un parametro por vez, dejando fijos los valores de los demas parametros cuando la
materia prima a fermentar se trataba de harina. En la Tabla 5.3 se muestran los valores
gue se mantuvieron constantes.

Tabla 5.2. Rango de valores de los parametros estudiados.

Rango estudiado
Materia - — = T,
prima Conttlemdo Relacu.m .Relacmn . Eficiencia .d’e Humedad
de azucares materia materia seca a agua fermentacién final (%)
e (]
totales (%) seca a agua (kg sélido seco/kg agua total) (%)
Boniato 69-81 | 1:2.7-1:8 0.13-0.37 70-92 | -
fresco
Harina de 69 - 82 1:2-1:8 0.13-0.50 70-92 8- 20
boniato

.
Azucares totales expresados como glucosa.
*k
Los valores limites de relacion materia seca 0.13 kg/kg se corresponde con la relacién 1:8 y la relacién de
0.37 kg/kg con la relacién materia seca a agua, 1:2.7.

Tabla 5.3. Condiciones estudiadas para los distintos pardmetros evaluados usando harina
de boniato.

Azucares Relacion Eficiencia de Humedad

Parametro evaluado . . . .
totales (%) | materia seca a agua | fermentacion (%) | harina (%)

Contenido de azucares |  --—-- 1:5 90 8.0

Relacién de materia % | 90 8.0
seca a agua

Eficiencia fermentacion 76 T 8.0

Humedad final harina 76 1:5 90 —




Los tiempos de fermentacidn utilizados en la simulacion para cada una de las
relaciones de materia seca a agua estudiadas se muestran en la Tabla 5.4. Los valores
para las relaciones 1:2.7, 1:5 y 1:8 con harina de boniato fueron determinados
experimentalmente (Capitulo IV). Para poder estimar los tiempos de fermentacion para
otras relaciones de materia seca a agua, se ajustd una ecuacion de segundo grado a los
datos experimentales, obteniéndose un valor de R? de 1.00 (por mas detalle ver ANEXO
8):

Tiempo mentacin () =371.15.R* —93.908R +19.936

siendo R = relacion materia seca a agua total (kg materia seca/ K8 agua total)-

Tabla 5.4. Tiempos de fermentacion para las distintas relaciones materia seca a agua.

o . Contenido de .
Relacién de materia . Tiempo de
materia seca ..
seca a agua (en peso) fermentacion (h)
(kgsélido seco/kgagua total)
1:8 0.13 14
1:6 0.17 15
1:5 0.20 16
1:4 0.25 20
1:2.7 0.37 36
1:2 0.50 48

5.4 Descripcion del proceso

El simulador dimensiona y cuantifica los requerimientos energéticos del proceso
considerando el consumo de cada equipo. El consumo de energia fue calculado
considerando tanto el consumo eléctrico de los equipos, como el consumo de vapor. Al
ingresar al programa se debe decidir la manera de operacién de la planta: discontinuo
(batch), semi-continuo, o continuo. En este trabajo se utilizé un proceso semi-continuo,
las primeras operaciones unitarias se realizan en forma discontinua (etapas de molienda,
licuefaccion, sacarificacién, fermentacion) y las etapas finales en continuo (etapas de
separacion y purificaciéon del etanol). Para la seleccion de los equipos se integrd procesos,
recirculando flujos para reducir el consumo de materiales y de energia.

Para el dimensionamiento de los equipos se ingresé al programa para cada materia
prima (boniato fresco y en forma de harina), sus composiciones y propiedades
fisicoquimicas, los flujos masicos de entradas, volUmenes maximos, areas maximas de
intercambio de calor, coeficientes de transferencia de calor y masa, entre otros
pardmetros propios de cada equipo. El procesamiento de harina de boniato tuvo dos
etapas mas que el boniato fresco: un proceso de secado y molienda previo a la etapa de
licuefaccion. El secado es una operacion energéticamente intensiva siendo su eficiencia



energética baja. Por lo cual se tomd una eficiencia de 70 % (Prof. Jorge Martinez,
Comunicacion personal, Departamento de Operaciones Unitarias, 11Q, FI, UDELAR, 2011).

Para los reactores de licuefaccion y fermentacién se considerd un volumen util de
83 % (Kwiatkowski et al., 2006), y para el resto de los equipos se considerd un volumen
de trabajo del 90 % del total. Para la etapa de deshidratacién se asumid el uso de una
columna de tamices moleculares, en lugar de destilaciéon ternaria azeotrdpica con
benceno como se utilizaba en el pasado, debido a las restricciones ambientales y de
seguridad relativas al uso de dicho solvente.

En el diagrama de flujo del proceso, al posicionarse con el cursor sobre cada linea de
flujo se pudo observar una descripcion completa del fluido que circula por dicha linea. El
programa permite identificar los voliumenes, la composicion y propiedades fisico quimica
de los flujos de entrada y de salida a cada equipo. Igualmente con el cursor sobre cada
equipo del proceso se pudo apreciar la informacion que lo describe.

Se utilizé informacién disponible en la base de datos de SuperPro Designer para la
preparacion de los distintos materiales en el proceso como agua, acido sulfurico
concentrado, glucosa, hidréxido de sodio, diéxido de carbono, etanol, amoniaco, aire,
cenizas, almiddn, fibras, proteinas, entre otros. Fue necesario crear una biblioteca con los
datos de otros insumos como las enzimas (a-amilasa, AMG), reactivos quimicos
(diluciones de H,S04, NaOH), y sales (MgS04.7H,0, (NH4),S04).

En la Tabla 5.5 se presenta la composicion usada de distintos lotes de boniato fresco
y en la Tabla 5.6 la composicion de distintos lotes de harina de boniato con diferentes
humedades, utilizados en la simulacién. La harina se obtendria secando un lote de
boniatos frescos con la misma composicion que el boniato fresco utilizado en los
experimentos discutidos en el Capitulo IV (Tabla 4.1). Dicha composicién coincide con el
lote Boniato 3 de la Tabla 5.5.

La cantidad de material a alimentar a la planta varid de acuerdo a la situacion
analizada y segun la materia prima utilizada. Dependiendo de las distintas situaciones
planteadas, se modificaron los flujos de entradas de las materias primas, algunos de los
equipos utilizados, su numero, agentes de transferencia de calor, nimero de tachadas
por afio, numero de tachadas en la secuencia de tachadas multiples, tiempos de
fermentacion, volumenes Utiles maximos, entre otros, para poder lograr los valores de
los pardmetros fijados que se presentan en la Tabla 5.1. Se trabajé con tachadas
multiples para variar la velocidad del proceso y poder cumplir con los parametros fijados
(Tabla 5.1). Los distintos tipos de equipos fueron seleccionados dentro de un banco de
datos que tiene el propio programa, eligiendo los mas utilizados dentro de la industria de
produccién de bioetanol para una escala similar (90000 m® de etanol anuales). A cada
uno de los equipos se le ingresaron los datos de las operaciones (ciclo de limpieza en el
lugar (cleaning-in-place, CIP), ciclo de esterilizacién en el lugar (sterilization-in-place, SIP),
transferencias de fluidos de equipo a equipo, cargas y descargas, venteo, fermentacion,
almacenamiento, etc.), los tiempos que insumen cada tarea, especificaciones de los
equipos (coeficientes de transferencias, material del equipo, presion y temperatura de
trabajo entre otros).



Tabla 5.5. Composiciones de boniato fresco usadas para la simulacion (en base seca).

Composicion en Boniato 1 | Boniato2 | Boniato3 | Boniato4 | Boniato5

base seca (%)

Proteina soluble 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7
Proteina insoluble 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7
No-fermentables ~ 34.0 30.9 27.3 24.7 22.1

Almidon 51.7 54.8 56.3 54.8 63.8
Glucosa 1.4 1.4 2.4 5.8 1.3
Fructosa 1.2 1.2 2.6 4.0 1.2
Sacarosa 8.3 8.3 8.0 7.3 8.2
TOTAL 100 100 100 100 100
Azucares totales 69 72 76 78 82
(expresados como glucosa)

* . . . .
Se considera como no fermentables a las grasas, fibra cruda, cenizas y los restantes no caracterizado

del boniato.

Tabla 5.6. Composiciones de la harina de boniato usada en la simulacién de la etapa de

licuefaccion (en base humeda).

b‘;?::g:‘::: ;2) Harina 1 Harina 2 Harina 3 Harina 4 Harina 5
Proteina soluble 1.6 1.6 1.5 1.5 1.4
Proteina insoluble 1.6 1.6 1.5 1.5 1.4
No-fermentables 25.1 24.4 24.1 23.0 21.8
Almiddn 51.8 50.6 49,5 47.8 45.0
Glucosa 2.2 2.2 2.1 2.1 1.9
Fructosa 2.4 2.4 2.3 2.3 2.1
Sacarosa 7.3 7.2 7.0 6.8 6.4
Humedad 8.0 10.0 12.0 15.0 20.0
TOTAL 100 100 100 100 100
Azucares totales 76 76 76 76 76

(expresados como glucosa)

‘
Se considera como no fermentables a las grasas, fibra cruda, cenizas y los restantes no caracterizado

del boniato.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Simulacion del proceso de obtencion de etanol a partir de
boniato

En la Tabla 6.1 se describe los principales equipos disefiados, para cada una de las
etapas: pretratamiento de la materia prima, gelatinizacion y licuefaccion, sacarificacién y
fermentacion, procesamiento del bioetanol, tanto para el boniato fresco como para la
harina. El material de los equipos fue de acero inoxidable o acero al carbono.

En las Figuras 6.1 a 6.5, se muestran a modo de ejemplo, los diagramas de flujos de
un proceso modelo de produccién etanol anhidro a partir de boniato fresco (relaciéon
materia seca a agua 1:5, eficiencia de fermentacion 90 %, 0.40 L/kg boniato, @zUcares
totales 76 %), elaborado con el programa. Las etapas de sacarificacion, fermentacién y
separacion de alcohol son comunes para las dos materias primas trabajadas (Figuras 6.2 a
6.4). En los casos que se utiliza para fermentar harina de boniato se requiere de una
operacion de secado y de molienda fina, previa a la etapa de licuefaccién como se
muestra en la Figura 6.5.

Tabla 6.1. Descripcion de los equipos principales de la planta de produccién de bioetanol.

Etapa Equipo Descripcion Detalle

HP-101 Pesaje del boniato|Tiempo de residencia 15 min

Lavado del Caudal de agua 3.2 m>/h

P17 / WSH-101 boniato Capacidad 3000 t/h

Capacidad 1100 t/h
Potencia 0.01 kW/(kg/h)

P25 /RDR 101 | Secador rotatorio Velocidad de evaporacién 30 (kg/h)/m?

Pretratamiento

de la materia Requerimiento de aire 5 kg/kg evaporado
prima Tiempo 45 min
P26 / GR101 Molienda Capacidad 500 t/h,

Potencia 0.01 kW/(kg/h)
Tiempo 30 min

P17 / SR-102 Trituradora  |Capacidad 1000 t/h
Potencia 400 HP

Volumen 300 m?

tinizacia
Gelatinizaciony | o\, 103 Tanquede  |Volumen til 90 %

licuefaccion licuefaccion |Tiempo del proceso 2.4 h
Coeficiente de transferencia 1500 W/m?K
P14 / HX-101 |Intercambiador de/Area de transferencia 100 m?
Sacarificacidony calor Temperatura salida del medio 762C
fermentacion Coeficiente de transferencia 1000 W/m?’K
simultanea Intercambiador de|/Area de transferencia 1300 m?

4058 calor Eficiencia 95 %

Temperatura de salida del medio 302C




Etapa Equipo Descripcion Detalle
Tér)qut'e, Volumen 300 m?
P10/ FR-101 sacarlflcauc?p Y Volumen dtil 83 %
fermentacién
Temperatura de operacién 812C
Volumen 65 m?
e Volumen util (15-90) %
501V Desgasificador Volumen trabajo 50 %
Tiempo de residencia 0.1 h
Eficiencia de transferencia de calor 90 %
Coeficiente de transferencia de calor
450 W/m’K
507E Condensador |Eficiencia de la transferencia 85 %
Temperatura de operacién 382C
Remueve el 99 % etanol (m/m)
Eficiencia por plato 36 %
Velocidad lineal por vapor 1.6 m/s
Columna -
Recuperacion del 502TT destilacion Temperatura de operacién del
bioetanol condensador 104 ¢C
Temperatura operacion del reboiler 1152C
Eficiencia del plato 40 %
Velocidad lineal del vapor 0.069 m/s
Columna ,
503TT rectificadora Numero de platos 39
Temperatura condensador 902C
Temperatura reboiler 1142C
Eficiencia 80 %
- Numero de etapas 14
S04TT Stripping Temperatura condensador 902C
Temperatura reboiler 114-2C
517 U Tamices Capacidad 15 t/h
moleculares |Remueve agua restante 97 %
P21/ AB-101 Pileta de Difusion del aire 1.7 STD m3/m3“q/min

tratamiento

Potencia 120 kW
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6.2 Descripcion de las etapas del proceso simulado

Las etapas del proceso de simulacién para obtencion de etanol a partir de boniato se
pueden dividir en: pretratamiento que incluye la recepcidon de la materia prima, lavado
(B1) y trituracién (B2); gelatinizacion y licuefaccién (B3); sacarificacion y fermentacién
(B4); procesamiento del bioetanol considerando la recuperacién del etanol y su
deshidratacién (B5), y el almacenamiento del alcohol (B6). El sistema de tratamiento de
efluente de todas las etapas se considerd dentro de B5 y el desarrollo de indculo se
incluyé en B4. El procesamiento de harina de boniato tuvo otra etapa de secado vy
molienda fina (B2-1) para la preparacion de la harina. En la Figura 6.6 se muestra un
diagrama de bloque para la produccidn de etanol a partir de boniato.

Recuperaciony
deshidratacion del
Recepcion Gelatinizacion Sacarificaciony  etanol; tratamiento almacenamiento
y licuefaccion fermentacion de efluente

boniato, lavado Trituracion

del producto

Molienda
y secado

Figura 6.6. Diagrama de bloques para la obtencién de etanol combustible utilizando
como materia prima boniato.

Pretratamiento

B1 - Recepcion de la materia prima, lavado

El boniato se coloca en un depdsito hasta ser ingresado en la linea de procesado. El
area de almacenamiento incluye la estacién de pesaje (HP-101) y de lavado del boniato
(P-17/WSH-101). Primeramente se pesa en una “tolva balanza” y se realiza una limpieza
para retirar objetos extrafios (basura) y la mayor parte de las impurezas (tierra). El lavado
consiste en trasladar los boniatos (flujo S-106) por una cinta transportadora rociando
agua a través de aspersores. El agua utilizada en el lavado (flujo S-135) es agua
recuperada de la corriente proveniente del tanque de condensados (S-104). Previamente
el agua de reciclaje circuld por el intercambiador de calor (P14/HX-101) como fluido de
intercambio para ayudar a enfriar el medio de fermentacidn. El agua resultante del
lavado del boniato y los residuos extrafios (corriente S-138) son enviados a las piletas de
tratamiento de efluentes (P-21/AB-101).



B2, B2-1 - Trituracidn, secado y molienda

El boniato limpio se trata inicialmente en un triturador giratorio (P-15/SR-102). El
material triturado puede tener dos destinos, uno descarga en el tanque de licuefacciéon
para continuar en el proceso de produccion de bioetanol como boniato fresco (B3), o el
otro pasa a un secador rotatorio y continta en el proceso como harina de boniato (B2-1).
En el secador (P-25/RDR-101) se lleva al boniato triturado a la humedad final deseada,
que puede variar entre el 8 y 20 %. El boniato secado continua en la linea de
procesamiento (corriente S-108), yendo a una etapa de molienda mas fina a través de un
molino de martillos (P-26/GRD-101) y finalmente como harina puede ser almacenado
(P-29/V-10). La harina deshidratada esta pronta para ingresar a la etapa de licuefaccion,
en la cual la harina serd suspendida en agua para formar una especie de puré.

Gelatinizacidén vy licuefaccidn

B3 - Gelatinizacion y licuefaccion

En los tanques de licuefaccion verticales con agitacién se mezclan la materia prima
(boniato fresco, harina) con a-amilasa (S-123), agua recuperada (S-136) y de reposicion.
El agua recuperada provenia del tanque de condensados (609-T) y se dividio en dos lineas
en un split (P-23/FSP-101): la linea hacia el lavado o hacia el tanque de licuefaccién (P-
7/V-103). Se selecciond el porcentaje de agua distribuida para cada linea en funcién de la
relacion de agua necesaria y la cantidad de boniato utilizada en el proceso. La cantidad
de agua total agregada al tanque depende de la relacion masa materia seca a agua
estudiada y del flujo de materia prima ingresado. Al preparado se le ajusta el pH a 5.8
agregando cal (flujo S-110) o acido sulfurico (S-113) segln corresponda. La suspension se
calienta a 862C y una vez alcanzada la temperatura se incorpora la enzima en una
proporcion de 3.6 mL/Kg poniato seco- La dosificacion utilizada fue menor que en el caso de
los ensayos experimentales discutidos en el Capitulo IV (5.4 mL/Kg boniato seco), €N base a
estudios posteriores del Departamento de Bioingenieria, en los cuales se encontrdé que
una dosificacidn de 3.6 mL/Kg poniato seco €ra suficiente para obtener los mismos resultados
de hidrélisis de boniato (Fajardo, 2011). El medio se deja a 862C durante 1 h. En la etapa
de gelatinizacion aumenta bruscamente la viscosidad de la suspension del medio que se
reduce al actuar la a-amilasa hidrolizando el almidén a oligosacdridos en un proceso
llamado licuefaccidn.

Sacarificacidon y fermentacién

B4 - Sacarificacidon y fermentacion

La sacarificacion y fermentacién se realizan en forma simultdnea en varios
fermentadores (P-10/FR-101) de 300 m* (3 a 6 dependiendo de la cantidad de medio a
ser fermentado). El medio antes de ingresar al reactor se enfria a 302C con dos
intercambiadores de tornillo en serie (P14/HX-101 y 405E). La suspension parcialmente
hidrolizada y ya diluida con agua se alimenta a los fermentadores (S-122). A la suspensién
se afiade AMG (S-117) y se inocula con la suspension de cultivo de la levadura (S-118). El
proceso de licuefaccidén reduce considerablemente el tamafio del polimero de almidén y



durante el proceso de sacarificacion los oligosacdridos son convertidos a glucosa por
hidrélisis enzimatica con amiloglucosidasa (AMG) y en la fermentacidn los azucares pasan
a dioxido de carbono y etanol (nuestro producto de interés).

Se agrega acido sulfurico (S-120) para reducir el pH del medio a 4.5. La dosis de AMG
es de 3.6 mL/Kg ssiido seco- La dosis fue menor que la utilizada en el Capitulo IV por las
mismas razones expuestas en la descripcion de B3. La relacidon materia seca a agua en el
reactor de fermentacidn varié segun la situaciéon estudiada. El medio de cultivo se inoculd
con un 10 % del volumen del fermentador, con una suspension de levaduras
Saccharomyces cerevisiae proveniente del desarrollo de indculo con una concentracién
de 0.0233 kg Ievadura/L-

El desarrollo de inéculo se realizé en un prefermentador (P-8/V-105) con un medio
conteniendo la mitad de los azucares iniciales de la etapa de fermentacion y afiadiéndole
sales de magnesio (0.12 g/L) y amonio (0.24 g/L). Se afiadieron al prefermentador la
suspension de boniato (medio), los nutrientes (sales), agua, AMG vy la levadura seca
(23.3 g/L).

Una vez agregados todos los componentes del medio y ser inoculado el fermentador
(P-10/FR-101), la suspensién tuvo un tiempo de residencia en el fermentador entre 14 y
48 h dependiendo del sustrato y la situacion simulada (Tabla 5.4) a 302C.

Se tomod un valor del 100 % para los porcentajes de conversion de sacarosa a glucosa
y fructosa, y de almidén a glucosa de acuerdo con los datos experimentales discutidos en
el Capitulo V. La eficiencia de fermentacion varid en el rango 70 y 92 %. La corriente de
salida fermentador (S-154) tiene entre 3 y 10 % de etanol (m/m).

La mezcla de reaccién se vacia en un tanque de retencién (P-24/EQ-101). El
fermentador se limpia y se prepara para otro ciclo del proceso. Varios fermentadores se
operan a intervalos escalonados para proporcionar una alimentacion continua con el
sistema de destilacidn.

Posteriormente el medio fermentado se envia a través de un desgasificador (501V)
para separar los componentes volatiles. La corriente de salida de gases en el fermentador
es principalmente didéxido de carbono, etanol y agua. Estos se llevan a un condensador
(507E) para separar el agua y el etanol, que se unen con la corriente liquida que llega al
destilador. El diéxido de carbono se envia a un una torre de lavado de gases (415PT).

Procesamiento del etanol

B5 - Recuperacion del etanol y su deshidratacidn, tratamiento de efluentes

El medio fermentado (flujo S-124) se precalienta a 812C en el desgasificador (501V)
antes de entrar en la columna de destilacion (502TT). El liquido que sale por el fondo
(flujo S-146) que contiene etanol, agua, levadura, sdlidos disueltos y suspendidos
principalmente, ingresa posteriormente a la columna de destilacion. Los gases que
escapan por la parte de arriba del equipo (S-128), que contiene didxido de carbono y algo



de agua y etanol, se juntan con el flujo S-129 proveniente de los gases de salida del
fermentador para ingresar al condensador (507E). En el condensador se remueve el 99 %
etanol que estaba con los gases, al bajar la temperatura hasta unos 382C y continua en el
proceso para ser destilado (flujo S-140). Los gases que no condensaron, principalmente
CO, (S-133), contindan hacia la torre de lavado de gases (415PT). La columna tiene una
eficiencia global del 99.9 %. El flujo del fondo de la columna (corriente S-142) se lleva al
tanque de depdsito de los condensados (609T).

La diferencia en las temperaturas de ebullicién del etanol (782C) y el agua (1009C)
permite que el agua se separe del etanol por calentamiento en las columnas de
destilacién. La destilacion se realiza en dos grandes etapas, utilizdndose una columna de
destilacién para la primera etapa y una columna rectificadora para la segunda. En la
columna de destilacion (502TT) se recupera etanol del medio fermentado. Se obtiene
una mezcla de etanol y agua, en una relacidon de aproximadamente 1:1. El agua de esta
mezcla se separa en la etapa de rectificacion, y posterior tratamiento con tamices
moleculares. La columna de destilacidon tiene una eficiencia por plato de 36 % y una
eficiencia global del 88 %. La parte inferior de la columna se encuentra a una
temperatura de 1152C. Por el fondo de la columna de destilacion (corriente S-143) se
retira la mayor parte del agua y materiales no fermentables y se envia a las piletas de
tratamientos de residuos. En la parte superior sale una mezcla de etanol-agua (flujo
S-148) que se mezcla con las corrientes que recuperan parte del etanol de la corriente
gaseosa del Stripping (504T) y de los tamices moleculares (flujo S-153) para ingresar en la
torre de rectificacion.

La columna de rectificacidon (503TT) tiene una eficiencia por plato del 40 % y se opera
con una temperatura de reboiler de 1142C. El destilado (flujo S-132) que contiene
principalmente el etanol se envia a los tamices moleculares (517U). El sistema de
columnas de destilacion/rectificacién puede producir 95 % de pureza del etanol. En este
punto, el etanol y el agua forman un azedtropo, lo que significa una mayor separacién
por el calor no puede ocurrir. La corriente S-149 que sale del fondo de la columna
rectificadora sigue hacia la columna de stripping (504T) para recuperar el etanol que
pudo quedar sin evaporarse. Esta columna tiene una eficiencia global del 80 %.

Para obtener etanol anhidro (mayor al 99.2 % (v/v)) se utilizan tamices moleculares.
Estos estdn compuestos de sustancias microporosas, disefiados para separar pequefias
moléculas de las de mayor tamafio, y capturan la Ultima cantidad de agua remanente. Los
tamices moleculares son regenerados por calentamiento, para eliminar el agua.

Todas las aguas residuales del proceso (corriente del fondo de la columna de
destilacion, S-143 y agua de lavado, S-138) ingresaron a la pileta de tratamiento
(P-21/AB-101) para ser tratadas por digestion aerdbica. Se generan aproximadamente
(540-1960) t/h en la corriente S-143 y (20-500) t/h en la de S-138 de aguas residuales. La
pileta fue disefiada para tener 14 horas de tiempo de retencion.



Producto final
B6 - Almacenamiento del etanol

La simulacién del proceso se realizé para obtener 282 m® de etanol combustible por
dia, que corresponde a 90.000 m?/afio, obteniéndose tanto para el boniato fresco como
para la harina entre 0.34 a 0.48 L/Kg poniato seco dependiendo de las condiciones del
proceso. El etanol anhidro permanece en un tanque (704T) hasta su transporte para la
venta como combustible afadido.

6.3 Estudio de sensibilidad para el boniato fresco

6.3.1 Estudio de sensibilidad para boniato fresco

Para que un balance de energia sea viable se debe tener que la energia necesaria
para producir una unidad de biocombustible sea menor que la energia que sale del
sistema (energia que se obtendria en la combustién del etanol producido: 21 GJ/m3etano|).
Si esto no se da, hay que ver qué tipo de energia se utiliza para satisfacer las necesidades
energéticas, a efecto de asegurar una real sustituciéon de la fuente fésil por energia
renovable.

En las Figuras 6.7 a 6.11 se muestran las curvas de consumo de energia del proceso
global de etanol expresados como GJ/m? para las distintas relaciones materia seca a agua
total en funcidon del contenido de azucares totales del boniato expresados como
equivalentes de glucosa y la eficiencia de fermentaciéon. Se obtuvieron consumos
energéticos inferiores a 21.1 GJ/m3etano| para las relaciones 1:6, 1:5, 1:4 y 1:2.7 que hacen
gue el sistema energético sea viable para todas las condiciones estudiadas de eficiencia 'y
contenido de azlcares de boniato. Para la relacién 1:8, el balance energético es mas
favorable cuando el contenido de azucares del boniato es mayor al 72 % y la eficiencia de
fermentacion supera el 90 %. También se consigue un proceso favorable cuando la
eficiencia es de 85 % y los azucares superan el 76 % o si la eficiencia es 80 % solo para un
contenido de azucar del 82 %.

Dadas las distintas relaciones materia seca a agua total estudiadas en esta simulacion
se obtuvo un rendimiento entre 0.31 a 0.47 L ctano/KE boniato seco, donde el valor de 0.31
corresponde a la eficiencia y contenido de azucares del boniato mds bajos (70 % y 69 %,
respectivamente) y el 0.47 a los mas altos (0.92 % y 82 % de azlcares respectivamente).
Estos valores estan dentro de los niveles reportados para las tecnologias actuales para
maiz, 0.42 L etanol por kg base seca con el proceso de molienda hiumeda (Bothast y
Schlicher, 2005).
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Figura 6.7. Curva de superficie obtenida a partir de valores de energia consumida en el
proceso que utiliza boniato fresco en relacion materia seca a agua total, 1:8 en funcién

de las eficiencias de fermentacion y del contenido de azlcares del boniato (expresados
en equivalentes de glucosa).
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Figura 6.8. Curva de superficie obtenida a partir de valores de energia consumida en el
proceso que utiliza boniato fresco en relacion materia seca a agua total, 1:6 en funcion

de las eficiencias de fermentacion y del contenido de azlcares del boniato (expresados
en equivalentes de glucosa).
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Figura 6.9. Curva de superficie obtenida a partir de valores de energia consumida en el
proceso que utiliza boniato fresco en relacion materia seca a agua total, 1:5 en funcién

de las eficiencias de fermentacion y del contenido de azucares del boniato (expresados
en equivalentes de glucosa).
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Figura 6.10. Curva de superficie obtenida a partir de valores de energia consumida en el
proceso que utiliza boniato fresco en relacién materia seca a agua total, 1:4 en funcion

de las eficiencias de fermentacion y del contenido de azucares del boniato (expresados
en equivalentes de glucosa).
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Figura 6.11. Curva de superficie obtenida a partir de valores de energia consumida en el
proceso que utiliza boniato fresco en relacién materia seca a agua total, 1:2.7 en funcién

de las eficiencias de fermentacion y del contenido de azlcares del boniato (expresados
en equivalentes de glucosa).

Se utilizd el siguiente modelo polindmico de segundo orden para encontrar una

relaciéon entre el consumo energético y las variables: relacion de materia seca a agua,
eficiencia de fermentacién y contenido de azlcares totales del boniato:

Energia=aR? +bE” +cA”? + dR+¢E + fA + gRE+hAE+iAR+ j
siendo: Energia = energia consumida en el proceso global (GJ/m3etano|);
R = relacion materia seca a agua (kg 4 iqos secos/k8 agua wotal)

E = eficiencia de fermentacion (%);

A = azlcares totales expresados como equivalentes de glucosa en base
seca (% m/m).

Se estimaron los coeficientes del modelo haciendo un ajuste no lineal de los
resultados con el software Statistica (version 7; Stats oft, Inc. 2004, Tulsa, OK, USA). Se
utilizaron los valores obtenidos en la simulacién del proceso y sus valores normalizados.
La Tabla 6.2 y 6.3 presentan los valores de los coeficientes obtenidos y datos estadisticos
relevantes. Se obtuvo un buen ajuste del modelo a los datos simulados con un R’=0.99.



Los valores de la variable R son mucho mas pequeiios (0.125 - 0.37) que los valores
de las variables restantes, eficiencia (70 - 92) y contenido de azlcares (69 - 82). Para
poder evaluar el peso relativo de cada una de ellas a través de la comparacién de los
pardmetros; se normalizaron. La normalizacién es una medida de estandarizar los
distintos valores de las variables independientes, de manera que cada valor de la variable
x del proceso, puede ser convertido en un valor z (con media cero y desviacién estandar
uno), el cual depende de la media y de la desviacion estandar de la distribucidn original
(Lépez, 2009):

El valor de la media para cada variable se determiné como:

1 n
x=—. X;
p =1

Y la desviacion estandar se calculé como:

Tabla 6.2. Coeficientes del modelo y datos estadisticos relevantes, calculados a partir de
los valores obtenidos.

Coeficiente | Desviacion - .
del modelo | estandar
a 251 7 38.3 | 0.0000
b 0.0020 0.0009 2.5 0.015
C 0.005 0.002 2.4 0.018
d -285 10 -28.3 | 0.0000
e -0.9 0.2 -5.2 | 0.0000
f -1.4 0.4 -3.9 | 0.0001
g 0.67 0.06 10.9 | 0.0000
h 0.003 0.001 2.3 0.021
i 0.7 0.1 6.9 0.0000
j 153 16 9.6 | 0.0000
R’ 0.99




Tabla 6.3. Coeficientes del modelo y datos estadisticos relevantes, calculados a partir de
los valores normalizados.

Coeficiente | Desviacion . .

del modelo | estandar
a 1.81 0.05 37.3 | 0.0000
b 0.13 0.05 2.4 0.019
c 0.11 0.05 2.3 0.022
d -5.29 0.05 -97.0 | 0.0000
e -1.25 0.04 -28.9 | 0.0000
f -0.87 0.04 -20.7 | 0.0000
g 0.44 0.04 10.5 | 0.0000
h 0.10 0.04 2.3 0.025
i 0.28 0.04 6.7 | 0.0000
i 12.8 0.1 131.3 | 0.0000
R 0.99

Para confirmacion del modelo se muestra graficamente en las Figuras A.9.1 (ANEXO
9) y 6.12, donde se comparan los valores de energia obtenidos experimentalmente con
los dados por el modelo global simple y el modelo global normalizado, respectivamente.

30
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o
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Figura 6.12. Relacion entre los valores de energia consumida simulada con los obtenidos
con el modelo global normalizado.

Todos los coeficientes asociados a las variables fueron significativas (p < 0.05). Todos
los factores evaluados tienen un efecto significativo sobre el consumo de energia. Los



efectos de primer orden, coeficientes d, e, f, fueron los mas importantes y de valor
negativo, al aumentar los niveles de dichos factores disminuye el consumo de energia.
Este impacto es menor al aumentar dichos factores debido a que los efectos de segundo
orden, coeficientes a, b, ¢, son positivos. Los efectos de interaccion fueron todos
significativos (coeficientes g, h, i). Por lo tanto, el valor a partir del cual un factor dado
tiene un impacto menor sobre el consumo de energia dependié del valor de los factores
restantes. Esto se discute mds adelante en el manuscrito.

De andlisis de los coeficientes del modelo polindmico se puede concluir que el
pardmetro mas influyente es la relacién materia seca a agua, ya que en la ecuacion
normalizada se observa que los mayores coeficientes estdn acompafnando a esta variable.
A la relacidn materia seca le sigue en orden de importancia, la eficiencia de fermentacion
y finalmente el contenido de azucares en el medio.

En el ANEXO 10 se muestra el desarrollo de un modelo especifico para cada relacién
materia a agua total, tomando como parametros independientes la eficiencia de
fermentacion y el contenido de azucares.

En Estados Unidos el bioetanol consume 13.7 GJ de energia por m> de etanol
producido in situ a partir de maiz (Bothast y Schlicher, 2005). Se obtuvieron con esta
simulacidn valores similares o incluso inferiores para las relaciones mas concentradas, a
partir de la relacion 1:5. Dada las grandes dificultades de manipulacién de la suspension
de boniato se considera mas aceptable trabajar con relacion materia seca a agua total de
1.5.

En las fermentaciones con boniato fresco se consiguieron valores de eficiencias entre
90 y 93 %, por lo cual se compararon los porcentajes de consumo energético respecto al
proceso con relaciéon 1:5, eficiencia del 90 % (conservadora) y aztcares promedio (76 %)
en las Figuras A.11.1 a A.11.4 del ANEXO 11. A modo de ejemplo se muestra la curva para
la relacién 1:6 que posee valores mas favorables (negativos) y menos favorable
(positivos) de porcentaje de comparacién de energias consumidas en la Figura 6.13.
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Figura 6.13. Curva de superficie obtenida a partir del porcentaje de energia necesaria
para obtener etanol a partir de boniato fresco en relacién materia seca a agua total, 1:6
respecto a la energia consumida en el proceso que cumple las siguientes condiciones:
relaciéon 1:5, azlcares totales 76 % y eficiencia de fermentacién de 90 %.

6.3.2 Estudio de la variabilidad en el contenido de azucares del
boniato fresco

Se estudié el efecto del contenido de azucares en el boniato y la relacidon materia seca

a agua sobre el consumo energético del proceso, para cada eficiencia de fermentacién
(Figuras A.12.1a A.12.5 de ANEXO 12).

En la Figura 6.14 se observan los perfiles de consumo energético en el proceso global
cuando se producen variaciones en el contenido de azucares del material y de la relacion
materia seca a agua en el medio para una eficiencia de fermentacion de 90 %. El gasto
energético disminuye al aumentar el contenido de azucares en el boniato. La simulacion
muestra que para una variacion de azUcares en el rango 82 a 69 %, el consumo de

energia cambia tan sodlo entre 11 y 18 % dependiendo de la relacién materia seca a agua
estudiada.

Para una relacién materia seca a agua de 1:5 y asumiendo un 90 % de eficiencia de

fermentacion (aproximada a las obtenidas experimentalmente), al aumentar el



contenido de azucares del boniato un 10 % (de 69 a 76 %, por ejemplo), el consumo
energético del proceso disminuye en una misma cantidad (~ 10 %).
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Figura 6.14. Variacién del consumo energético con respecto al contenido de azlcares del
boniato y la relacién materia seca a agua, considerando una eficiencia de fermentacién
del 90 %.

En la Figura 6.15 se observan los perfiles de consumo de energia en el proceso global
cuando se producen ciertas variaciones en la composicién del material y en la eficiencia
de fermentacion cuando la relacion materia seca a agua total en el medio es 1:5. Se
puede observar que el gasto energético disminuye al aumentar los valores del contenido
de azucares expresados en equivalentes de glucosa y sus perfiles son similares entre si.
Cuando la eficiencia de fermentacién se incrementa en un 31 % (de 70 a 92 %), el
consumo energético decrece aproximadamente en un 20 % para todos los contenidos de
azucares. En las Figuras A.13.1-A.13.4 del ANEXO 13 se muestran los perfiles para las
otras relaciones.



30

25

20

15

Energia (GJ/m3 etanol)

10

5 | | | |

65 70 75 80 85
Azucares totales (%)
—®— Eficiencia 70 % —&— Eficiencia 80 % —+— Eficiencia 90 %
—&— Eficiencia 75 % —O— Eficiencia 85 %

Figura 6.15. Variacion del consumo energético con respecto al contenido de azucares del
boniato y la eficiencia de fermentacidén para una relacién materia seca a agua de 1:5.

Tabla 6.4. Influencia de la composicién del boniato en el consumo energético del proceso
global de produccion de bioetanol.

Parametro estudiado Porcentaje de

Composicion de Eficiencia de Relacién Energia consumida | incremento en valor
azucares totales | fermentacion masa seca a (G)/Meana) energético en el

(%) (%) agua rango (%)

69 70-92 1:8-1:2.7 9.05-27.95 209

72 70-92 1:.8-1:2.7 8.73-26.61 205

76 70-92 1:8-1:2.7 8.34-24.84 198

78 70-92 1:8-1:2.7 8.06-24.01 198

82 70-92 1:.8-1:2.7 7.82-23.15 196

En la Tabla 6.4 se estudia la variacion en el contenido de azucares del boniato fresco
respecto a los cambios de eficiencias de fermentacién y relacién de sélidos en el medio.
La simulacién realizada con los valores encontrados experimentalmente de contenido de
azucares en el rango 69 — 82 %, recibe tan sélo un 13 % de incremento en el consumo
energético para cada composicidn y entre un 16 — 21 % en el proceso global.

En la Tabla 6.5 se fijaron los valores de eficiencias de fermentacidn y se dejo variar
libremente las demas variables, observandose una variacién en los porcentajes de
incrementos energéticos del 64 % entre la eficiencia del 70 % al 92 %. Y la energia
consumida se modificd entre un (5 —31) % en los valores limites.




Tabla 6.5. Influencia de la eficiencia de fermentacién en el consumo energético del
proceso global de produccion de bioetanol.

Parametro estudiado Porcentaje de
Composicion de Eficiencia de Relacién Energia consumida | incremento en valor
azlcares totales | fermentacion | masasecaa (GI/m>.tanal) energético en el
(%) (%) agua rango (%)

69 — 82 70 1:8-1:2.7 9.55-27.95 193

69 - 82 75 1:8-1:2.7 10.59 - 26.19 147

69 — 82 80 1:8-1:2.7 10.07 -24.21 140

69 — 82 85 1:8-1:2.7 9.54-21.85 129

69 - 82 90 1:8-1:2.7 9.19-21.75 137

69 — 82 92 1:8-1:2.7 9.05-21.27 135

En la Tabla 6.6 se variaron los porcentajes de azucar y las eficiencias dejando fijo los
valores de materia seca a agua para obtener los valores de energia consumida para cada
relacion. Esto condujo en un incremento entre el (129 - 152) % en la energia consumida
al pasar de una relacion 1:2.7 a 1:8. Y la variacion en el incremento en cada relacion fue
del 14 %, paso de un 42 % a 56 %.

Tabla 6.6. Influencia de la relacién de solutos en el medio de fermentacion en el
consumo energético del proceso global de produccion de bioetanol.

Parametro estudiado Porcentaje de
Composicion de Eficiencia de Relacién Energia consumida | incremento en valor
azlcares totales | fermentacion | masasecaa (GI/m>.tanol) energético en el
(%) (%) agua rango (%)

69 — 82 70-92 1:2.7 7.82-11.11 42

69 - 82 70-92 1:4 10.20—-14.87 46

69 — 82 70-92 1:5 11.89-17.79 50

69 — 82 70-92 1:6 13.69 —20.98 53

69 - 82 70-92 1:8 17.91-27.95 56

Dado los valores obtenidos de incrementos para cada situacidon se puede observar
que la relacién de sélidos afecta mas el consumo de energia del proceso como se obtuvo
en el modelo matematico.

6.3.3 Estudio de sensibilidad para la harina y comparacién con el
boniato fresco

Se analizaron los porcentajes de consumo energético de cada una de las etapas del
proceso de obtencién de etanol combustible para una relacion intermedia 1:5. Para
boniato fresco, las etapas que presentaron mayor consumo fueron la conversion de
azucares y fermentacion, y el procesamiento del bioetanol (destilacién y deshidratacién),
que tuvieron un gasto del 16.1y 83.7 %, respectivamente (Tabla 6.7). La etapa de secado
para la harina, representa un 68.1 % del consumo total de energia del proceso y le sigue
la etapa de destilacion y deshidratacion del etanol con un 31.6 %, las restantes resultan




insignificativas. El consumo energético para el proceso que utiliza harina para la
fermentacién alcohdlica (~ 36 GJ) supera 181.4 veces el gasto insumido cuando se utiliza
boniato fresco como materia prima (~ 13 GJ).

Tabla 6.7. Influencia del proceso de secado y molienda en el consumo energético del
proceso global de produccién de bioetanol para boniato con 76 % de azlcares totales,
eficiencia de fermentacién del 90 %, relacion sélido a agua de 1:5.

Boniato fresco Harina de boniato
Etapas del proceso ConSlfn?o Porcentaje en el Consu’n_m Porcentaje en el
energético proceso global energético proceso global
(Gj/msetanol) (%) (GJ/maetanol) (%)
Manipulacion'y 0.02 0.2 0.11 0.3
molienda
Secado ——— ———- 24.45 68.1
Conversion azucares,
desarrollo de indculo 2.06 16.1 0.01 <0.1
y fermentacion
Procesamiento de 10.68 83.7 11.34 31.6
bioetanol
Total 12.76 100 35.91 100

La etapa de secado y molienda para obtener la harina de boniato representa un gasto
energético alto (60 - 81) % en el proceso global (Tabla 6.7). Dado un PCl de etanol
anhidro de 6400 kcal/kg, la energia contenida en el combustible seria de 21.1 GJ/m3etano|,
valor inferior a la energia consumida en la etapa de secado. Por lo tanto, no seria
recomendable secar el boniato ya que el gasto energético que implica el proceso de
secado supera a la energia que seria capaz de dar la combustion del etanol producido.

Tabla 6.8. Influencia del proceso de secado y molienda en el consumo energético del
proceso global de produccidn de bioetanol para la harina de boniato.

Parametro estudiado Porcentaje de Energia
. .. .. ., Humedad | energia consumida | consumida en
Composicion | Eficiencia de Relacion .
, ., final de del proceso global secadoy
de Azucares | fermentacion | masa seca a . . .
totales (%) (%) e la harina | secado y molienda molienda
(%) (%) (Gjlmsetanol)
69 — 82 90 1:5 8 68.4—-70.0 23.0-27.6
76 70-92 1:5 8 69.0-69.4 24.4-30.8
76 90 1.8-1:2 8 60.2 -80.9 24.6 -24.8
76 90 1:5 8-20 67.8 —68.7 23.1-24.6

Como muestra la Tabla 6.8, para todas las condiciones estudiadas para la harina la

energia global del proceso superd los 21.1 GJ. A pesar de ello, analizaremos las grandes
tendencias para la harina de boniato. La variacion de la eficiencia de fermentacién no
afecta el porcentaje de consumo en las etapas de pretratamiento. Sin embargo, se ve
incrementado en un 26.2 % la energia consumida por m® de etanol producido al pasar de
una eficiencia del 92 a 70 %. Al contrario de lo anterior, la relacién materia seca a agua
en el medio de fermentacién influye sobre el porcentaje de consumo de energia en el



pretratamiento, pero no respecto a los GJ/M>etanol. Pasar de una relacién 1:8 a una 1:2
representa un aumento del 34.4 % en la influencia del secado en el proceso global.

En cuanto al contenido de azucares del boniato fresco a secar, una variacién de
(82 a 69) % en los azucares totales incrementa en un 20 % el consumo de la energia de
secado, mientras que el peso del secado en el proceso no cambia. Al variar la humedad
final alcanzada por la harina de un 20 % a un 8 % los valores de energia consumida por
metro cubico de etanol producido y la influencia en el proceso global se ven aumentados
apenas en un 6.5 y 1.3 % respectivamente. Estos valores tan bajos nos dan a entender
gue el mayor consumo energético se da para llevar a la harina a una humedad final de
20 % que se corresponde con la evaporacion de aproximadamente el 50 % del agua
contenida en el boniato fresco (~ 73 % de humedad inicial).

En general, el consumo en todo el proceso, tuvo mayor incidencia en los cambios de
eficiencia de fermentacién (26 %) y en la concentracion de sélidos en el medio (34 %).
Esta tendencia es seguida por la composicién del boniato fresco (20 %) y humedad final
de la harina (6.5 %). Los valores antes mencionados corresponden al incremento
porcentual entre el consumo de energia para los puntos extremos, analizados en cada
situacion referidos al valor de minimo gasto energético.

En las Figuras 6.16 a 6.19 se observan las tendencias del consumo energético para las
situaciones analizadas: humedad final, relacion de sdélidos en el medio, eficiencia de
fermentaciéon y contenido de azlcares de la harina. En la Tabla 5.3 se detallan las
condiciones del proceso fijadas para cada parametro analizado.
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Figura 6.16. Representacion de la energia consumida en el proceso global de obtencidn
de etanol a partir de harina de boniato para una relacién materia seca 1:5, un contenido
de azucares promedio de 76 % y eficiencia de fermentacién del 90 %, en funcion de la
humedad final alcanzada en el proceso de secado del boniato fresco.
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Figura 6.17. Representacion de la energia consumida en el proceso global de obtencidn
de etanol a partir de harina de boniato (8 % de humedad), contenido de azucares
promedio de 76 % y eficiencia de fermentacion del 90 %, en funcion de la relacién
materia seca a agua.
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Figura 6.18. Representacion de la energia consumida en el proceso global de obtencidn
de etanol a partir de harina de boniato para una relacion materia seca 1:5 y contenido de
azucares promedio de 76 %, en funcién de la eficiencia de fermentacion.
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Figura 6.19. Representacion de la energia consumida en el proceso global de obtencidn
de etanol a partir de harina de boniato para una relacion materia seca a agua de 1:5y
una eficiencia de fermentacion del 90 %, en funcién del contenido de azlcares.



Como era de esperarse en las Figuras se observa una caida en el consumo total de
energia al aumentar los azucares totales, la eficiencia de fermentacion, el porcentaje de
humedad final de la harina y la relacion de sélidos en el medio. Las curvas poseen
concavidad positiva exceptuando la Figura 6.16 que no se ve afectada la energia por la
humedad final en el rango estudiado (8-20 %). El perfil de la Figura 6.17 muestra una
tendencia a permanecer constante el valor de gasto energético a partir de una relacion
de 0.37 kgssiido seco/K8agua total (1:2.7) en adelante.
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7 CONCLUSIONES

El boniato Ipomea batatas K 9807.1 posee un alto contenido de almidén y azucares
solubles fermentables (76 % en base seca). Por lo tanto es una materia prima muy
promisoria para la produccidon de bioetanol combustible pudiéndose obtener cerca de
5000 litros por hectarea.

La fermentacién y sacarificacién simultdnea (SSF) mostré un comportamiento similar
a la hidrdlisis previa y separada de la fermentacion (SHF) en término de concentraciéon
final de etanol y rendimiento global. Dos adiciones de AMG, antes y después de la
inoculacién, no mejoraron significativamente la concentracion final de etanol y el
rendimiento. No se observd un efecto de inhibicién de AMG por glucosa. Por tanto se
recomienda la modalidad de operaciéon SSF ya que reduce el tiempo y los requerimientos
energéticos del proceso total.

Las enzimas comerciales utilizadas en este trabajo, mostraron un buen desempeio en
la hidrdlisis del almiddén de boniato, tanto en la forma fresca como en la harina.

En la relacidon materia seca a agua 1:5 se obtuvieron los mejores desempeios
(rendimiento, velocidad y manipulacién). Un aumento en la cantidad de materia seca por
volumen de agua agregado, si bien permite aumentar la concentracion final de etanol, el
rendimiento fue bajo, la fermentacion incompleta, tuvo baja velocidad y dificultad en la
homogenizacidn y transferencia de las suspensiones debido a la alta viscosidad.

Se dispone de un modelo de simulacién de un proceso industrial desarrollado en el
software SuperPro Designer que puede ser utilizado para evaluar otras materias primas
amildceas. Se disefidé un proceso semi-continuo que permite obtener 90.000 m? de etanol
anuales a partir de boniato fresco y en forma de harina con un proceso que incluye
sacarificacién y fermentacidon simultaneas. El uso de materia prima seca presentd un
consumo de energia del proceso global que superd el contenido energético del bioetanol
producido.

El consumo energético de la planta industrial, se ve afectado en primer lugar por la
concentracion de materia seca en el medio y en segundo lugar por la eficiencia de
fermentacion para las condiciones analizadas. Los valores obtenidos afirman la
importancia de trabajar a altas concentraciones de materia seca en el medio y con una
eficiencia de fermentacién alta. Por lo tanto, es importante desarrollar un proceso de
transformacién a etanol con alta eficiencia y que reduzca los problemas de manipulacidn
derivados de la alta viscosidad del material.

Un aumento en el contenido de azucares del boniato en un 10 % redujo el consumo
energético en un valor equivalente, lo cual pone de manifiesto la importancia de un
programa de mejoramiento vegetal.
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9 NOMENCLATURA

Tabla 9.1. Abreviaciones utilizadas en este trabajo.

Abreviacion

Nombre

A azucares totales expresados como glucosa bs
AC antes de Cristo

AMG amiloglucosidasa

ATP adenosin trifosfato

aw actividad de agua

azucares iotales

porcentaje de azucares totales en base seca encontrados en la
materia prima expresados como equivalentes de glucosa

bh base humeda

bs base seca

Ca concentracion de almiddn tedrica en el medio
Ca"" catién calcio

Cam composicion masica de almiddn de la harina de boniato en bs
Com concentracion biomasa muerta

Cov concentracion biomasa viable

Cot concentracion de biomasa total

Cer concentracion final de etanol en el medio

Crs concentracion final de fructosa en el medio
Cri concentracion inicial de fructosa en el medio
Cost concentracion final de glucosa en el medio
Cai concentracion inicial de glucosa en el medio

CG sacarosa

concentracion de glucosa proveniente de la hidrdlisis de  la
sacarosa

CHsCH,0H etanol

CsH12056 fructosa, glucosa

ChpLc concentracion obtenida por HPLC

CIP cleaning-in-place

DDGS sélidos secos y soluble residuales del proceso de la destilaciéon
del etanol a partir de grano

DMSO dimetilsulféxido

E eficiencia de fermentacién

E5 gasolina conteniendo 5 % de etanol

E10 gasolina conteniendo 10 % de etanol

E85 gasolina conteniendo 85 % de etanol

E95 gasolina conteniendo 95 % de etanol

FADH, forma reducida de flavin adenin dinucledtido

g aceleracién de la gravedad

GHG gases de efecto invernadero

H humedad

5-HMF

5-hidroximetilfurfural




HPLC

cromatografia liquida de alta resolucion

M

molaridad

Masa muestra

masa de la muestra

Masa patrén

masa del patrén

MBTE metil ter-butil éter

ppa puro para analisis

PCI poder calorifico inferior

PM fructosa peso molecular de fructosa

PM glucosa peso molecular de glucosa

PM sacarosa peso molecular de sacarosa

PVDF difluoruro de polivinilideno

R recuento de levaduras en 10 cuadrados en cdmara de Neubauer

R relacion materia seca a agua

Petanol densidad del etanol

o] desviacion estandar

SHF proceso con sacarificacién y fermentacién separadas

SHF+SSF doble dosificaciéon de AMG, proceso con sacarificacion previay
simultanea a la fermentacion

SIP sterilization-in-place

SSF proceso con sacarificacion y fermentacién simultdnea

ts tiempo final de fermentacién

Vv volumen

Ve volumen de fermentacién

Vs volumen final de fermentacion

VHG medio con alta concentracion de sélidos

V solucién volumen de la solucion

Xs concentracion final de biomasa en el medio

YPD medio conteniendo, extracto de levadura, peptona y glucosa




10 ANEXO

10.1 ANEXO 1: Determinacion de la humedad

Para determinar la humedad de las muestras se realizé el secado del material a 602C
hasta peso constante. Inicialmente se colocaron las cdpsulas necesarias para el ensayo en
estufa a 602C durante 1 h. Se dejaron enfriar en desecador media hora y luego se
pesaron en balanza analitica (masa de las cédpsulas).

Luego se adiciond a las capsulas aproximadamente 1 g de harina de boniato o 3 g de
boniato fresco (masa inicial) y se llevaron nuevamente a la estufa por 3 h. Una vez
transcurrido el tiempo, las cdpsulas con las muestras se retiraron de la estufa y se
colocaron en un desecador por media hora. Se midieron en balanza analitica las masas de
las respectivas muestras.

Las operaciones de secado, enfriado y pesada se repitieron hasta obtener peso
constante (diferencia menor a 0.5 mg entre pesadas consecutivas). Se tomd como masa
final este ultimo valor.

10.2 ANEXO 2: Determinacion de cenizas

Las capsulas de porcelana vacias se colocaron en la mufla a 5502C durante 1 h. Se
dejaron enfriar las capsulas en un desecador durante 1 h y se pesaron en balanza
analitica.

A las cdpsulas se agregaron aproximadamente 1.5 g de muestra (ya sea boniato en
forma de harina o fresco). Luego las capsulas con su contenido se pusieron a calcinar en
la mufla. La temperatura se incrementdé gradualmente hasta alcanzar los 550°C.

La muestra fue incinerada en la mufla por 4 h, se dejé enfriar una hora en desecador
y luego se pesd. Se repitié el procedimiento de calcinar, enfriar y pesar hasta conseguir
peso constante con una variacién entre valores de pesadas de 0.5 mg. Las cdpsulas se
colocaron en la mufla por intervalos de 1 h. Se asegurd que la ceniza fuese de color
blanco o pardo y se trabajé en campana. El ensayo se realizé por triplicado 2 veces.

10.3 ANEXO 3: Curvas de patrones

Las curvas de calibracion utilizadas con la técnica de HPLC se construyeron con cinco
puntos en un rango de concentracion de 0.1 a 2.0 g/L para la sacarosa (Merck kGaA),
maltosa (Supelco), D (-) fructosa (Merck kGaA) y D-glucosa (Mallinckrodt Chemicals) y de
0.001 a 0.05 g/L para el alcohol etilico (Dorwil SA) y glicerol (Merck kGaA).



Especificamente las diluciones utilizadas para determinar la curvas de calibracién fueron:
0.1, 0.5, 1.0, 1.6, 2.0 g/L para los azucares y 0.001, 0.005, 0.007, 0.01, 0.05 g/L para el
etanol y glicerol que se corresponden con la linealidad de las curvas dadas por el
cromatégrafo (HPLC). Las mismas se prepararon como una mezcla para simular las
posibles interacciones en la materia prima. Se pesé una masa de 1 g de cada patrén y se
prepararon las diluciones pertinentes para conseguir las concentraciones antes
mencionadas en matraces aforados de 50, 100 y 200 mL, utilizando como solvente agua
calidad milliQ.

En las Figuras A.3.1 a A.3.5 se encuentran curvas tipicas obtenidas con la columna
Shodex SUGAR KS-801 de los patrones de sacarosa, glucosa, fructosa, glicerol y etanol,
respectivamente. Los rangos de linealidad hallados para las condiciones trabajadas en la
columna fueron a concentraciones de 0.1 a 2.0 g/L para los azlcares, glicerol y etanol.
Por lo cual, para el analisis de los datos se debid llevar mediante diluciones con agua
milliQ a concentraciones comprendidas en este rango, para poder realizar las
interpolaciones correspondientes con las curvas obtenidas para cada uno de los
patrones.
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Figura A.3.1. Curva de calibracién para los patrones de sacarosa.
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Figura A.3.2. Curva de calibracién para los patrones de glucosa.
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Figura A.3.3. Curva de calibracion para los patrones de fructosa.
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10.4 ANEXO 4: Determinacion de almidon

Para determinar almiddn se utilizaron dos buffers: MOPS y acetato. El buffer MOPS,
se prepard con 11.55 g de MOPS en 900 mL de agua milliQ y se ajusté el pH a 7.0 usando
NaOH 5 M. Se agregd 0.74 g de cloruro de calcio dihidratado y se llevd con agua milliQ a
1 L en material aforado. El buffer acetato consiste en 11.8 mL de acido glacial en 900 mL
de agua milliQ. Se ajustd el pH a 4.5 con hidréxido de sodio 1 M y luego se agregd agua
milliQ hasta completar 1 L.

10.5 ANEXO 5: Distribucion del tamaiio de particula

En la Tabla A.5.1 se detalla la distribucién de particulas obtenidas por tamizado para
la harina de boniato. El 22 % de la harina cae en un tamafio de particula inferior a las
40 um y el 64.2 % por encima de las 100 um, lo cual significa que en el sistema
particulado predominan las fuerzas gravitacionales. Pero igualmente, el comportamiento
puede ser muy variable porque se tienen dos tamafios muy distintos y que se comportan
de forma muy diferente.

Tabla A.5.1. Distribucién de tamafio de particulas de la harina de boniato K 9807.1.

Diametro de particula (um) |Fraccion peso (%)

d>590 16.2+0.3

177 <d <590 32.0+0.2
149<d <177 9.8+0.6
105<d <177 6.2+0.3

74 <d <105 49+0.1
44<d<74 9.0+0.8

d<44 21.9+04

10.6 ANEXO 6: Analisis ANOVA con los distintos momentos de
dosificacion de la enzima AMG, en fermentaciones a escala de
matraces

En las Tablas A.6.1 a A.6.19 se muestran los anadlisis de varianzas realizados para
comparar los resultados obtenidos experimentalmente (concentraciéon de etanol final,
rendimientos y eficiencias globales) a distintos momentos de dosificaciéon para las
distintas materias primas (boniato fresco y harina).

Desde la Tabla A.6.1 a A.6.3 se trabajd con los resultados obtenidos en las
fermentaciones con boniato fresco, comparando dos grupos: hidrdlisis previa vs
sacarificacién y fermentacién simultdnea. Para el caso de trabajar con el boniato fresco
tampoco se encontrd una diferencia significativa de hacerlo con hidrélisis previa o



simultdnea. Los valores estudiados de concentracion de etanol final, rendimiento
agronomico, rendimiento expresado como litros de etanol por kilogramo de boniato
fresco y la eficiencia global no se vieron afectados estadisticamente.

Desde la Tabla A.6.4 a A.6.11 se presentan los resultados utilizando harina de
boniato, con tres grupos a comparar (hidrolisis previa, doble dosificacidn y sacarificacion
simultanea a la fermentacidn). Las interacciones entre los pares de grupos se estudiaron
por Tukey. De aqui, se encontré que no existen diferencias significativas entre los
momentos de dosificaciéon de la enzima AMG, considerando un valor de a del 5 %, ya que
todos los valores de p obtenidos fueron superiores a 0.05.

Se realizé una tercera comparacion entre los materiales utilizados: harina vs boniato
fresco, que se observan en la Tablas A.6.12 a A.6.19. En esta situacion no se hallé
diferencia significativa para los procesos de hidrolisis previa y simultanea en cuanto a los
valores de rendimientos y eficiencias. Sin embargo comparando la concentracion final de
etanol para el proceso de hidrdlisis previa, si existiria diferencia significativa entre ambos
materiales, harina y boniato fresco (p < 0.05).

Tabla A.6.1. Analisis de ANOVA para el rendimiento (L etanol/KE boniato bs) Obtenido con
boniato fresco, considerando dos grupos de acuerdo al momento de dosificaciéon de la
AMG (hidrdlisis previa o hidrolisis simultdnea a la fermentacion).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 0.00040 0.00040 0.069 0.82
grupos
Error 2 0.012 0.0058
Total 3 0.012 0.0040

Tabla A.6.2. Analisis de ANOVA para la eficiencia global obtenida con boniato fresco,
considerando dos grupos de acuerdo al momento de dosificacién de la AMG (hidrdlisis
previa o hidrdlisis simultanea a la fermentacion).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 10 10 0.22 0.68
grupos
Error 2 92 46
Total 3 103 34




Tabla A.6.3. Analisis de ANOVA para el rendimiento agrondmico obtenido con boniato
fresco, considerando dos grupos de acuerdo al momento de dosificacion de la AMG
(hidrdlisis previa o hidrdlisis simultanea a la fermentacion).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 34782 34782 0.06 0.82
grupos
Error 2 1084029 542014
Total 3 1118811 372937

Tabla A.6.4 y A.6.5. Andlisis de ANOVA para concentracion final de etanol en la harina,
considerando tres grupos de acuerdo al momento de dosificacion de la AMG (hidrdlisis
previa, hidrdlisis simultanea a la fermentacion y doble agregado de AMG).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 3 2 55.7 27.9 3.2 0.15
grupos
Error 4 35.2 8.8
Total 6 91.0 15
Tukey (comparacion de todos los pares comparativos)
Comparacidén Diferencia de Iql p 95 % CL
las medias
Simultdnea vs Hidrdlisis previa 6.0 35 0.14 -2.7a
14.6
Simultanea vs Doble dosis AMG 1.3 0.6 0.92 -109a
13.5
Doble dosis AMG vs Hidrdlisis 4.6 1.9 0.44 -7.6a
previa 16.8

Tabla A.6.6 y A.6.7. Andlisis de ANOVA para el rendimiento (L etanol/KE boniato bs) Obtenidos
con la harina, considerando tres grupos de acuerdo al momento de dosificacion de la
AMG (hidrdlisis previa, hidrodlisis simultdnea a la fermentacién y doble agregado de

AMG).
Analisis de varianza
Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 3 2 0.0034 0.00088 3.7 0.12
grupos
Error 4 0.0018 0.00047
Total 6 0.0052 0.00088




Tukey (comparacion de todos los pares comparativos)
Comparacidén Diferencia de Iql p 95 % CL
las medias

Simultanea vs Hidrdlisis previa 0.047 3.7 0.12 -0.016 a
0.11

Simultanea vs Doble dosis AMG 0.010 0.56 0.92 -0.079 a
0.099

Doble dosis AMG vs Hidrdlisis 0.037 2.1 0.39 -0.052 a
previa 0.13

Tabla A.6.8 y A.6.9. Analisis de ANOVA para la eficiencia global obtenida con la harina,
considerando tres grupos de acuerdo al momento de dosificacion de la AMG (hidrdlisis
previa, hidrdlisis simultanea a la fermentacién y doble agregado de AMG).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 3 2 129 65 3.2 0.15
grupos
Error 4 82 20
Total 6 211 35
Tukey (comparacion de todos los pares comparativos)
Comparacién Diferencia de Iql p 95 % CL
las medias

Simultanea vs Hidrdlisis previa 9.1 35 0.14 -4.1a22.3

Simultanea vs Doble dosis AMG 2.1 0.56 0.92 -16.5a20.7

Doble dosis AMG vs Hidrdlisis 7.0 1.9 0.45 -11.6 2 25.6

previa

Tabla A.6.10 y A.6.11. Analisis de ANOVA para el rendimiento agrondmico obtenido con
la harina, considerando tres grupos de acuerdo al momento de dosificaciéon de la AMG
(hidrdlisis previa, hidrdlisis simultanea a la fermentacién y doble agregado de AMG).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 2 309011 154505 3.2 0.15
grupos
Error 4 195551 48888
Total 6 504562 84094




Tukey (comparacion de todos los pares comparativos)
Comparacidén Diferencia de Iql p 95 % CL
las medias
Simultanea vs Hidrdlisis previa 444 35 0.14 -199 a 1088
Simultanea vs Doble dosis AMG 100 0.55 0.92 -810 a 1009
Doble dosis AMG vs Hidrdlisis 345 1.9 0.44 -565a 1254
previa

Tabla A.6.12. Anilisis de ANOVA para la concentracién de etanol final obtenida
realizando hidrdlisis previa, considerando dos grupos (boniato fresco y harina de

boniato).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 358 358 16 0.028
grupos
Error 3 67 22
Total 4 426 106

Tabla A.6.13. Andlisis de ANOVA para el rendimiento (L etanol/KE boniato bs) Obtenido
realizando hidrdlisis previa, considerando dos grupos (boniato fresco y harina de

boniato).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 0.0071 0.0071 6.9 0.079
grupos
Error 3 0.0031 0.0010
Total 4 0.010 0.0025

Tabla A.6.14. Analisis de ANOVA para la eficiencia global obtenida realizando hidrdlisis
previa, considerando dos grupos (boniato fresco y harina de boniato).

Analisis de varianza

Origen de la variaciéon | Grados de Suma de Promedio de p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 123 123 6.6 0.082
grupos
Error 56 19
Total 4 179 45




Tabla A.6.15. Andlisis de ANOVA para el rendimiento agronédmico obtenido realizando

hidrélisis previa, considerando dos grupos (boniato fresco y harina de boniato).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 666328 666328 6.2 0.089
grupos
Error 3 324799 108266
Total 4 991127 247782

Tabla A.6.16. Analisis de ANOVA para la concentracion de etanol final obtenido
realizando sacarificacién y fermentacién en forma simultanea, considerando dos grupos
(boniato fresco y harina de boniato).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 239 239 3.4 0.16
grupos
Error 3 213 71
Total 4 452 113

Tabla A.6.17. Andlisis de ANOVA para el rendimiento (L etanol/KE boniato bs) Obtenido
realizando sacarificacidon y fermentacion en forma simultanea, considerando dos grupos
(boniato fresco y harina de boniato).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 0.0030 0.0030 0.87 0.42
grupos
Error 3 0.010 0.0035
Total 4 0.013 0.0034

Tabla A.6.18. Andlisis de ANOVA para

la eficiencia global obtenida realizando

sacarificacion y fermentacion en forma simultanea, considerando dos grupos (boniato
fresco y harina de boniato).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 22 22 0.54 0.51
grupos
Error 3 119 40
Total 4 140 35




Tabla A.6.19. Analisis de ANOVA para el rendimiento agrondmico obtenido realizando
sacarificacion y fermentacion en forma simultanea, considerando dos grupos (boniato
fresco y harina de boniato).

Analisis de varianza

Origen de la variacion | Grados de Suma de Promedio de F p
libertad cuadrados los cuadrados
Muestra de los 2 1 284993 284993 0.90 0.41
grupos
Error 3 954781 318260
Total 4 1239773 309943

10.7 ANEXO 7: Biomasa en reactor, relacion 1:5

En las Figuras A.7.1 y A.7.2 se puede apreciar la evolucién de la concentracién de
levadura en el fermentador de laboratorio para la condicién de relacién masa seca a
agua, 1:8 con boniato fresco y relacidn 1:5 con harina de boniato, respectivamente.

La concentracion en general para la harina, permanecié constante durante la
fermentacién en un valor cercano a 6.30 x 10’ células/mL. En cuanto a la fraccién de
células viables siempre estuvo por encima de 0.90, con un promedio de 0.96 células
vivas/células totales.
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Figura A.7.1. Variacién de la concentracion total de levaduras y su fraccion viable en
la fermentacion que utilizd como materia prima al boniato fresco en una relacién materia
seca a agua, 1:8.
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Figura A.7.2. Variacién de la concentracion total de levaduras y su fraccién viable en la
fermentacion que utilizé como materia prima harina de boniato en una relacién materia
seca a agua, 1:5.

10.8 ANEXO 8: Determinacion de la curva de mejor ajuste para los
tiempos de fermentacion

Para determinar los tiempos de fermentacion para los medios con distintas relaciones
solido a agua se halld la curva de mejor ajuste obtenida para los datos experimentales
disponibles (Tabla A.8.1):

Tabla A.8.1. Tiempos de fermentacion experimentales para las distintas relaciones
materia seca a agua.

Relacidn sélido a agua Tiempo de
(kg sélido seco/kg agua total) fermentadén (h)
0.13 14
0.20 16
0.37 36

En la Figura A.8.1 se apreciar la tendencia de los valores de tiempos de fermentacién
y la ecuacion polindmica que mejor lo representa.
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Figura A.8.1. Tiempos de fermentaciones para las distintas relaciones sélido seco a agua
del medio de fermentacion con harina de boniato.

10.9 ANEXO 9: Verificacion del modelo global

La Tabla A.9.1 muestra los valores de los coeficientes obtenidos para el modelo global
y el normalizado. La Figura A.9.1 se muestra la verificacién del modelo global, que
contiene las tres variables (relacion materia seca a agua, contenido de azucares y
eficiencia de fermentacioén).

Tabla A.9.1. Coeficientes del modelo y datos estadisticos relevantes, calculados a partir
de los valores obtenidos y normalizados.

Coeficiente del Estimacion * desviacion
modelo Modelo global Modelo global normalizado
a 2517 1.81+£0.05
b 0.0021 + 0.0009 0.13+0.05
C 0.005 + 0.002 0.11+0.05
d -284 +10 -5.29 £ 0.05
e -0.9+0.2 -1.25+0.04
f -1.4+04 -0.87 £0.04
g 0.67 £ 0.06 0.44 +0.04
h 0.003 + 0.001 0.10+0.04
i 0.7+0.1 0.28+0.04
i 153 + 16 12.8+0.1
R’ 0.99 0.99
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Figura A.9.1. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los obtenidos
con el modelo global.

10.10 ANEXO 10: Modelo especifico para cada relacion materia seca
a agua total

Se hizo un modelo especifico para cada relacién materia seca a agua, dado por la
ecuacion:

Energia=bE* + cA* + eE + fA+hEA+ j

Los resultados para cada una de las relaciones se detallan en la Tabla A.10.1. Y en las
Figuras A.10.1 a A.10.10 se encuentran las verificaciones de dichos modelos.

En las Figuras A.10.1 a A.10.5 se graficaron las concordancias entre los valores
obtenidos por simulaciéon para las distintas relaciones materia seca a agua y los modelos
matematicos encontrados para explicar el gasto energético de una planta de produccion
de etanol a partir de boniato, variando las eficiencias de fermentacion y el contenido de
azucares de la materia prima. En las Figuras A.10.6 a A.10.10 se representan la
comparacion con el modelo creado a partir de variables normalizadas.



Tabla A.10.1. Descripcién de los parametros y sus errores para los modelos de cada
relacion materia seca a agua total.

Coeficientes

Relaciones materia seca a agua

1:8 1:6 1:5 1:4 1:2.7
b 0.0038 £ 0.0005 | 0.0022 +0.0002 | 0.0019 +0.0002 0.0016 £ 0.0002 | 0.0009 £ 0.0002
c 0.009 + 0.001 0.0054 £ 0.0006 | 0.0054 £ 0.0006 0.0049 £ 0.0005 | 0.0029 £ 0.0005
e -1.28 £+ 0.09 -0.74 £ 0.04 -0.65 +0.04 -0.52 £0.03 -0.33+£0.04
f -2.0+0.2 -1.24 £ 0.09 -1.20 £ 0.09 -1.04 £ 0.07 -0.65 +0.08
h 0.0025 £ 0.0003 | 0.0025 +0.0003 | 0.0024 +0.0003 0.0020 £ 0.0002 | 0.0012 £0.0005
j 173 +9 110+ 4 99 +4 83+3 54+4
R’ 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99

Tabla A.10.2. Descripcién de los parametros y sus errores para los modelos de cada
relacion materia seca a agua total normalizados.

Coeficient Relaciones materia seca a agua

oeticientes 1:8 1:6 1:5 1:4 1:2.7
b 0.23£0.03 0.014 £0.01 0.12 £0.01 0.10+£0.01 0.06%£0.01
c 0.18 £0.03 0.11+£0.01 0.11+0.01 0.100 £ 0.009 0.06 £0.01
e -2.01£0.02 -1.49£0.01 -1.18 £ 0.01 -0.946 £ 0.008 -0.644 + 0.009
f -1.38+0.2 -1.01+£0.01 -0.82+£0.01 -0.666 £ 0.008 -0.60 £0.01
h 0.19£0.02 0.09£0.01 0.09 £0.01 0.071 £ 0.008 0.043 £ 0.009
j 21.50£0.04 16.49 £ 0.02 14.05 £ 0.02 11.89 £0.02 9.07 £0.02
R’ 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99

En la Tabla A.10.2 se describen los pardmetros para el modelo con las variables
normalizadas a distintas concentraciones de solutos en el medio.

Los mayores valores de coeficientes en las ecuaciones se encuentran afectando a la
eficiencia de fermentacién. Entonces, la eficiencia representa la variable que mas incide
en el valor de la energia consumida por el proceso para todas las relaciones materia seca
a agua estudiadas. Esto nos indica que conviene estudiar el comportamiento del boniato
como materia prima para la produccidon de etanol en el proceso de sacarificacion y
fermentacion simultdneas, de manera de maximizar el rendimiento para cada una de las
relaciones. Al aumentar el grado de dilucién del medio de fermentacion (de 1:2.7 hacia
1:8), el contenido de azucares tiende a afectar mds en la ecuacién de energia, ya que la
relacidon entre los coeficientes que acompafnan a la variable A y la variable E disminuye.
Entonces, trabajar en conseguir altos porcentajes de azucares a nivel agrondmico puede
incidir en el consumo energético para la produccién a escala industrial de etanol para una
relacién materia seca concentrada (1:2.7 o menos).
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Figura A.10.1. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los
obtenidos para el modelo que se corresponde a la relacién 1:8.
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Figura A.10.2. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los
obtenidos para el modelo que se corresponde a la relacién 1:6.
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Figura A.10.3. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los
obtenidos para el modelo que se corresponde a la relacién 1:5.
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Figura A.10.4. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los
obtenidos para el modelo que se corresponde a la relacién 1:4.
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Figura A.10.5. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los
obtenidos para el modelo que se corresponde a la relaciéon 1:2.7.
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Figura A.10.6. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los

obtenidos para el modelo con las variables normalizadas que se corresponde a la relacién
materia seca a agua 1:8.
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Figura A.10.7. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los
obtenidos para el modelo con las variables normalizadas que se corresponde a la relacion
materia seca a agua 1:6.
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Figura A.10.8. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los

obtenidos para el modelo con las variables normalizadas que se corresponde a la relacién
materia seca a agua 1:5.
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Figura A.10.9. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los
obtenidos para el modelo con las variables normalizadas que se corresponde a la relacion
materia seca a agua 1:4.

30

25)

20

Energia consumida predicha modelo (GJ/m?3)
o

0 5 10 15 20 25 30
Energia consumida simulada (GJ/m?3)
Figura A.10.10. Relacién entre los valores de energia consumida simulada con los

obtenidos para el modelo con las variables normalizadas que se corresponde a la relaciéon
materia seca a agua 1:2.7.



10.11 ANEXO 11: Curvas de energia comparando respecto un
proceso particular

En las Figuras A.11.1 a A.11.4 se comparan las energias consumidas por los procesos a
cada relacién materia seca a agua, respecto a la situacion de contenido de azlcares
promedios, eficiencia del 90 % (valor encontrado en promedio experimentalmente para
estas condiciones) y relacién 1:5. Los valores de porcentajes positivos representan un
gasto energético mayor al obtenido para el punto comparado (12.9 GJ/m3).
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Figura A.11.1. Curva de superficie obtenida a partir del porcentaje de energia necesaria
para obtener etanol a partir de boniato fresco en relacion materia seca a agua total, 1:8

respecto a la energia consumida en el proceso que cumple las siguientes condiciones:
relaciéon 1:5, azlcares totales 76 % y eficiencia de fermentacion de 90 %.
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Figura A.11.2. Curva de superficie obtenida a partir del porcentaje de energia necesaria
para obtener etanol a partir de boniato fresco en relacién materia seca a agua total, 1:5

respecto a la energia consumida en el proceso que cumple las siguientes condiciones:
relacion 1:5, azucares totales 76 % y eficiencia de fermentacion de 90 %.
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Figura A.11.3 Curva de superficie obtenida a partir del porcentaje de energia necesaria
para obtener etanol a partir de boniato fresco en relacién materia seca a agua total, 1:4

respecto a la energia consumida en el proceso que cumple las siguientes condiciones:
relacion 1:5, azucares totales 76 % y eficiencia de fermentacion de 90 %.
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Figura A.11.4. Curva de superficie obtenida a partir del porcentaje de energia necesaria
para obtener etanol a partir de boniato fresco en relacion materia seca a agua total, 1:2.7

respecto a la energia consumida en el proceso que cumple las siguientes condiciones:
relacion 1:5, azucares totales 76 % y eficiencia de fermentacion de 90 %.

10.12 ANEXO 12: Curvas de energia variando el contenido de

azucares y las relaciones de materia seca a agua en el medio
para las distintas eficiencias de fermentacion.

En las Figuras A.12.1 a A.12.5 se muestran las variaciones de los consumos

energéticos respecto al contenido de azucares variando la relacion materia seca a agua
para las distintas eficiencias de fermentacion.
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Figura A.12.1. Variacion del consumo energético con respecto al contenido de azlcares
del boniato y la relacién materia seca a agua, considerando una eficiencia de
fermentacion del 70 %.
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Figura A.12.2. Variacién del consumo energético con respecto al contenido de azucares
del boniato y la relacion materia seca a agua, considerando una eficiencia de
fermentacion del 75 %.
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Figura A.12.3. Variacion del consumo energético con respecto al contenido de azlcares
del boniato y la relacion materia seca a agua, considerando una eficiencia de
fermentacion del 80 %.
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Figura A.12.4. Variacién del consumo energético con respecto al contenido de azucares
del boniato y la relacion materia seca a agua, considerando una eficiencia de
fermentacion del 85 %.



30
25
= I
=
8 2
[
5 L
2 L
=
) I .
= L o
& 15 - e
= —o0—
|- E\\ o
5 I 7\\“‘““““‘& -
7 . [
i ’""**7”7—7”7——7—7”*,”
10 - D
|- -
i e
. . e 20 85
Azucares totales (%)
—®— Relacion 1:2.7 —4&— Relacion 1:5 ~ 7 Relacion1:8
—&— Relacion 1:4 —O— Relacion 1:6

Figura A.12.5. Variacion del consumo energético con respecto al contenido de azucares
del boniato y la relacion materia seca a agua, considerando una eficiencia de
fermentacion del 92 %.

10.13 ANEXO 13: Curvas de energia variando el contenido de
azucares del boniato y las eficiencias de fermentacion para las
distintas relaciones de materia seca a agua en el medio

En las Figuras A.13.1 a A.13.4 se muestran las variaciones del consumo de energia
respecto al contenido de azlcares, variando las eficiencias de fermentacién para cada
relacion materia seca a agua.
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Figura A.13.1. Variacion del consumo energético con respecto al contenido de azlcares
del boniato y la eficiencia de fermentacién para una relacién materia seca a agua de

1:2.7.
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FiguraA.13.2. Variacion del consumo energético con respecto al contenido de azucares
del boniato y la eficiencia de fermentacion para una relacion materia seca a agua de 1:4.
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Figura A.13.3. Variacion del consumo energético con respecto al contenido de azlcares
del boniato y la eficiencia de fermentacidn para una relacién materia seca a agua de 1:6.
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Figura A.13.4. Variacion del consumo energético con respecto al contenido de azucares
del boniato y la eficiencia de fermentacion para una relacion materia seca a agua de 1:8.



