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RESUMEN.

El agotamiento constante de combustibles no renovables ha dado lugar a la investigacion de
nuevos procesos para la produccién de etanol a fin de compensar la demanda mundial del
bioetanol, por lo tanto, el presente estudio tuvo como principal objetivo la obtencidén de bioetanol
por hidrolisis enzimatica e hidrolisis acida partir de almidén de camote.

Las resultados obtenidos fueron: El rendimiento de almidén y el tiempo de hidrolisis con los acidos
clorhidrico y citrico ademas el tiempo de hidrolisis enzimética; fue seleccionada estas dosvariables
debido a que afecta directamente la cantidad de azucares formados, los cuales seran usados por
las levaduras para posteriormente convertirse en alcohol etilico. Los parametros de control fueron
los grados °Brix y pH. La obtencion de alcohol fue realizada en tres etapas. La primera fue la
obtencién de almidon de camote (Ipomea batata), consiguiendo un rendimiento de74,27 %. En la
segunda etapa se uso el almidén obtenido y se llevé a una etapa de gelatinizacién; una vez
enfriado se sometié a hidrolisis acida y enzimatica por separado, para convertir el almidén en
glucosa. Dentro de la tercera etapa se desarrolld la fermentacion, cuyas experiencias
permanecieron en fermentacion durante un tiempo pre-establecido (72 horas), paradeterminar las
variaciones que se producen tanto en grados °Brix y pH. Dentro de la inversion de azucares, se
obtuvo un mejor resultado con la hidrolisis enzimatica, siendo de 231,15 g/L en contenido de
glucosa. Mediante un analisis estadistico de los resultados se determiné que el mejor grado de
aceptacion fue con la experiencia con acido citrico. De las experiencias dadas sepudo constatar
que el mayor grado alcoholico obtenido fue con hidrolisis enzimatica obteniéndose 32 °GL.
Finalmente es posible la obtencion de etanol a partir de la hidrolisis acida y enzimatica del almidon
de camote (Ipomoea batata).

Palabras Claves: Hidrdlisis enzimatica y acida. Fermentacién anaerobica. Rendimiento,
Ipomoea batatas. Alcohol etilico.
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ABSTRACT

The constant exhausting of non-renewable fuels has been placed to the investigation of new
processes for the production of ethanol in order to compensate the world demand for bioethanol,
therefore, in the present study, the main objective was to obtain bioethanol by enzymatic and acid
hydrolysis from sweet potato starch, being the independent variables such as: starch
concentration and alpha amylase enzyme. The variables studied were: starch yield and hydrolysis
time with hydrochloric and citric acids, as well as enzymatic hydrolysis time; These two were
selected because they directly affect the amount of sugars formed, which will be used by yeasts
to later obtained ethyl alcohol. The parameters to considered are: ° Brix and pH. Obtaining alcohol
was carried out in three stages. The first one was to obtained sweet potato starch (Ipomoea
batata), achieving a production of 74, 27 %. In the second stage, the starch obtained was
subjected to gelatinization, after cooling, we submit it to hydrolysis with hydrochloric and citric
acids, and also make the same thing for the enzymatic hydrolysis, to convert the starch into
glucose and compare between them. The third stage was fermentation which lasted 72 hours
straight, all the experiences remained in fermentation for the same time, to be able to appreciate
the variations that occur both in ° Brix and pH. Through a statistical analysis of the results, it
determinate that the best treatment is to use the acid route. From the experience given, it can be
seen that we obtained a higher alcoholic degree by using enzymatic hydrolysis, which result is
32°GL. Finally, it can be told that is possible to obtain ethanol from the acidic and enzymatic
hydrolysis of sweet potato starch.

Keywords: Acid and enzymatic hydrolysis. Anaerobic fermentation. Yield, Ipomoea batata. Ethyl

alcohol.
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Introduccion

La batata (Ipomoea batata L.), camote o llamado también batata dulce es considerado uno de los
cultivos alimentaros mas importantes del mundo e importante en términos de consumo humano.
A pesar de su nombre, la batata no esta relacionada con la patata pues es una raiz no un
tubérculo (Blanca, 2019).

El camote es un cultivo no convencional que ha perdido importancia en Ecuador en la actualidad,
ya que se lo siembra en algunas partes de la sierra ecuatoriana y forma parte de los sistemas de
explotacién agricola de los pequefios y medianos agricultores.

Debido a un marcado desconocimiento sobre las utilidades de esta raiz; es frecuente su
utilizacién en las zonas rurales, como alimentacion para animales tales como cerdos y ganado.
El camote es uno de los cultivos prometedores para la obtencién de alcohol en el pais, debido a
que en su composicion posee almidon, el cual al ser hidrolizado, puede ser faciimente
fermentable (Martinez, 2016).

El proceso de producir alcohol a partir del almidon de camote consta de una variedad de
subprocesos en comparacion con la produccion de etanol con cafia de azucar, que solo a partir

de la molienda se pasa al proceso de fermentacion (Mendoza, 2018).

La produccién y el consumo de bebidas alcohdlicas es una de las actividades mas antiguas
desarrolladas por el hombre. La elaboracion de bebidas alcohdlicas presenta la mayor produccién
para las empresas biotecnolégicas, hoy la elaboracién de cerveza, vino y destilados son las
principales actividades comerciales en muchos paises y una importante fuente de ingresopara el

gobierno a través de impuestos (Totoy, 2017).

En esencia las bebidas alcohdlicas son soluciones aromatizadas de etanol derivadas de
numerosas materias primas: cereales (como cebada de la cerveza), uvas y otras frutas (como el
caso del vino), o ciertos carbohidrato (como licores destilados). Ciertamente la fermentacion

alcohdlica es un proceso biotecnoldgico mas antiguo realizado por el hombre.

Al inicio la fermentacion se utilizé6 como método de conservacion de jugos de frutas, pero después
se adoptd para elaborar bioetanol a partir de la fermentacién del almidén para posteriormente

realizar la destilacion del mismo (Martinez, 2016).

Por tal razon este estudio pretende ofrecer a los agricultores una alternativa para aumentar la

producciéon de camote, y comercializar este producto obtenido de sus cosechas ya que en
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Algunos casos por la abundancia del cultivo tienden a sufrir un decremento en los precios en los
mercados, y al estar en escases aumenta su valor, y por tanto se pretende generar empleos a los

agricultores, favoreciendo el desarrollo sustentable en su beneficio directo.

El sabor dulce que posee el camote se debe a gran parte a la degradacion del almidon durante
Su coccion, que se convierte en azucar (maltosa). También se encuentra presente otros azucares
como: sacarosa, glucosa y fructosa. En cuanto a proteinas, su contenido es bajo y pese a esto
tiene un elevado contenido del aminoacido lisina haciéndole que la harina del camote pueda
usarse como complemento de las harinas de cereales. Posee un bajo contenido de grasas y
naturalmente libre de colesterol. Entre los minerales se destacan el potasio, fésforo, calcio y

hierro (Hernandez-Medina et al., 2017).

El procesamiento de almidéon es una tecnologia que utiliza enzimas de licuefaccion y
sacarificacién, donde se obtiene glucosa que fermenta en etanol mediante levaduras

Saccharomyces (Mendoza, 2018).

En el proceso de hidrdlisis la Glucoamilasa (enzima desramificante), hidroliza los enlaces 1,6 en
la cadena para obtener glucosa del gelatinizado de almidon, ya que ambas enzimas tienen el
mismo rango de pH éptimo. La glucosa del almiddn se utiliza como sustrato en la industria de
fermentacion y para la produccion de jarabe de alta fructosa (Blanca, 2019).

El etanol ha ganado importancia como un aditivo de combustible renovable, el sustrato es el
principal componente de costo para la produccion industrial de etanol, y es esencial que la

produccion.

La mayor parte de procesos que realizan hidrolisis de almidén usan la hidrolisis enzimatica, esto
se debe a las ventajas que ofrece este en comparacion con la hidrélisis acida. Para ello las Alpha-
amilasa son las enzimas que realizarian la degradacion del almidén que contiene el camote, para
asi facilitar el accionar de las levaduras que intervendran en el proceso de fermentacion (Totoy,
2017).

Todas las levaduras no presentan la misma sensibilidad al etanol, S. cerevisiae es la especie de
levadura utilizada por tener mejores resultados para la obtencion de etanol a nivel industrial
debido a que es un microorganismo de facil manipulacion, no es exigente en cuanto a su cultivo,
no presenta alto costo, tolera altas concentraciones de etanol, ademas en la fermentacion
produce bajos niveles de subproductos, es osmotolerante y capaz de utilizar altas

concentraciones de azucares.
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En este trabajo de titulacién se buscé/propuso obtener alcohol a partir de camote, generando asi
un valor agregado y un uso industrial a esta raiz. Se utilizé técnicas de hidrdlisis y fermentacién,
donde la enzima Alpha-amilasa ayudo a obtener azucares reductores para facilitar el proceso de

fermentacién (Hernandez-Medina et al., 2017).
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OBJETIVOS.

OBJETIVOS GENERALES

e Evaluar la accién hidrolitica de la enzima y el acido sobre el sustrato en base al tiempo
y contenido de azucar a escala de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obtener etanol a partir del almidén del camote (Ipomoea Batata) a nivel de laboratorio.

e Cuantificar el contenido de azucares obtenida en los procesos de hidrdlisis.
e Realizar un andlisis sensorial del producto obtenido.

e Analizar los costos de produccién segun la hidrolisis utilizada.
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CAPITULO 1
1. CONTENIDO TEORICO.

1.1. El camote

El producto agricola conocido como batata, boniato o papa dulce, es un tubérculo originario de
la zona tropical de Sudamérica, se considera que tuvo sus hallazgos en Peru aproximadamente

hace 10000 afios desde entonces se ha distribuido a diferentes continentes (Arana, 2016).

Es una planta anual, su periodo de crecimiento corto puede durar entre noventa y ciento veinte
dias, la parte util de su raiz tuberosa constituyéndose en el objetivo comercial y asi ser cultivado,
presenta variedades que se diferencian en base a la coloracién de la pulpa presentandose de
color blanca, roja, rosa, morada y amarillo palido o naranja, diferenciandola cada una por su sabor

dulce o salado (L6pez, 2017).

A nivel mundial la produccién de camote alcanza los 133 millones de toneladas, ubicandolo en
séptimo cultivo de productos alimenticios, producido en Asia, Africa y América latina (Cusumano
& Zamudio, 2013).

Tabla 1 Paises y regiones productoras de camote (Ipomoea Batata)

Pais Produccién (millones de
toneladas por afio)

China 120
Sureste asiético 13
Africa 6
Oceania 6
América 29
Estados Unidos 0.7
Japon 1.5
Nueva Zelandia 0.6

México 0.05

Fuente: (Mendoza, 2020)

El ministerio de Agricultura y Pesca (MAGAP), indica que el Ecuador posee las condiciones

climaticas adecuadas para su siembra, siendo asi en el afio 2009 donde tuvo un cultivo de 1147
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Hectareas, una produccién estimada de 3613 toneladas. Su mayor aporte radica en la regién
costa con un porcentaje de 47 % seguido de la region sierra que tiene un 42 % y finalmente la
amazonia con un 11 %, principalmente en las provincias de: Azuay, Bolivar, Caiar, Carchi,
Chimborazo, Cotopaxi, Esmeraldas, El Oro, Guayas, Imbabura, Loja, Los Rios, Manabi,
Pichincha, Santo Domingo de los Tsachilas, Santa Elena y Tungurahua (Naranjo et al., 2016).

El camote es un producto muy competitivo frente a otros cultivos respecto a la calidad nutricional
debido al ser importante fuente de calorias, proteinas, vitaminas, empleando principalmente en
la alimentacion de poblacién rural y urbana, sobre todo en sectores menos favorecidos
econdmicamente. (Navarro, 2019). El camote se adapta a suelos pobres con pocos insumos y
aprovechando la poca agua que se encuentra en el suelo (Montero, 2017).

La batata o camote (Ipomoea batatas) pertenece alafamilia de los convolvulaceas y es originaria
de América, esta se siembra de zonas tropicales y subtropicales, su raiz comestible la cual
presenta gran contenido de azucares, carotenos y vitaminas, en la actualidad el cultivo del camote
es en mas de 100 paises y se ha ubicado Ecuador en el quinto lugar en orden de importancia
después del arroz, trigo, maiz y yuca. (Lopez, 2017). El centro internacional de la papa y la
organizacion las naciones unidas para la alimentacién y la agricultura ha sefialado queel camote
es una planta rustica y muy versatil, es muy tolerante a diferentes condiciones climaticas que muy
pocos cultivos podrian tolerar, lo cual hace importante desde el punto de vistaagricola, industrial y

alimenticio. También sefala su utilizacién como alimento sano (Padilla, 2015).

1.1.1. Estudio de la planta: Desde la raiz, hasta el fruto como tal.

Las raices tuberosas por los contenidos nutricionales son recomendados para la alimentacion de
bebes a través del uso de papillas. Otra forma de utilizacion es la elaboracién de chifles,

preparacion de coladas, dulces y conservas (Paredes, 2018).

Descripcién botanica del camote

Es una planta perdurable, esta presenta una raiz tuberosa redondeada en la parte central o
esférica en el extremo distal que mide alrededor de 30 cm de largo y 20 cm de diametro, con tallo
rastrero de color verde, purpura o en ocasiones rojizo, es cilindrico de hasta 40 cm de longitud,
sus hojas son verdes de forma acorazada, en otros casos hendida con peciolo de hasta 20 cm,
sus flores tienen una forma acampanada de coloracién blanca o violeta y su fruto es una capsula

redondeada pequefia con diametro de 3 a 7 mm (Padilla, 2015).
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La raiz del camote contiene grandes cantidades de almidén, vitaminas, fibras y minerales,
entre las cuales se destacan las vitaminas A, B1 y E. Cuanto mas amarillas es su raiz, mas
contenido de beta caroteno posee y, por lo tanto, las batatas de este color son mas usados de
Asia y Africa donde existe la deficiencia de vitamina A entre su poblacion. El sabor dulce se
debe a la sacarosa, glucosa y fructosa (Cusumano & Zamudio, 2013).

Los tallos son cilindricos, la longitud del tallo y de sus entrenudos depende del habito de
crecimiento de cada variedad de camote y de la disponibilidad de agua. Las variedades de
crecimiento alcanzan hasta 1 m de largo, el color de los tallos varia totalmente desde verde a
totalmente morado (Lépez, 2017).

Las hojas son simples y se disponen en un patréon en el que existen 5 hojas arregladas en
espiral, en 2 circulos alrededor del tallo. El perfil de la hoja puede variar desde redondeado,
acorazado, hasta triangular y en forma de lanza. Las hojas poseen |ébulos profundos o
superficiales tienen un color de verde a morado, su tamafo dependera de la variedad del
camote (Naranjo et al., 2016).

La flor varia segun su cultivar, algunos no florecen y en otras ocasiones no producen muchas
flores, la flor del camote es bisexual, contiene 5 estambres (6rgano masculino) y el pistilo
(6rgano femenino) (Berrones, 2012).

Fruto y semilla: el fruto es una capsula esférica con una punta terminal, una vez madura se
vuelve de color marrén oscuro, y cada semilla es aproximadamente de 3 mm de largo (Naranjo
et al., 2016).

1.1.2. Variedades de camote

En la actualidad el Ecuador no dispone de variedades mejoradas de camote. Actualmente el
INIAP esta en proceso para mejorar este tipo de producto, mientras tanto recomienda lautilizacion
de variedades criollas que mejor se adapten en la zona, que posea demanda en el mercado. Sus
variedades se agrupan por el color de su pulpa: naranjada, amarilla, blanca y morada (Navarro,
2019).

Una variedad se distingue de la otra en funcion de las siguientes caracteristicas fenologicos:
(Paredes, 2018)

e Formay color de hojas y tallos

¢ Forma, tamafo y color de los tubérculos

e Segun la duracion del ciclo del cultivo

e Segun su tipo de pulpa y consistencia de la misma
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Camote Morado

La forma de su raiz es ovada, con ciertos defectos superficiales, el grosor de la corteza es
intermedia (2 mm). Follaje denso semirrecta, con tallos principales de 122 cm de longitud, sus
entrenudos son cortos de 3 a 5 cm, hojas medianas de 8 a 15 cm, el color de la hoja es verde con
los bordes de color morado, el grosor de la corteza es gruesa. El color predominante de la piel es

anaranjado palido, el color predominante de la pulpa es de color crema (Montero, 2017).

Camote Anaranjado

Producida mayormente en la provincia de Manabi, de follaje poco denso y disperso, con longitud
de tallos principalmente de 177 cm, con abertura de suelo medio, sus entrenudos varian entre 3
a 5 cm, y su diametro intermedio 7 a 9 cm, sus hojas medianas de 8 a 15 cm de longitud, el color
de la hoja madura es verde con borde morado. (Berrones, 2012) La forma de la raiz es ovada con
defectos de hendidura longitudinales. El color predominante de la piel es de color anaranjado,el

color predominante de la pulpa es anaranjado intermedio.

Camote amarillo

De follaje denso y disperso, con tallo de hasta 58 cm de longitud, sus entre nudos son cortes de
3 a5cmy sudiametro de 5 a 7 cm, sus hojas medianas de 8 a 15 cm, el color de su hoja madura
es de color verde, la forma de su raiz es eliptica con defectos de constricciones horizontales
superficiales; el grosor de la corteza es intermedia 2 a 3 mm. El color predominante de la piel es
anaranjado con intensidad, el color de la pulpa es de color amarillo o anaranjado con intensidad
intermedia. (Paredes, 2018)

Camote blanco

Este fue introducido desde Peru, bajo la denominacion de Mohc, con tallos de 207 cm de longitud,
sus entrenudos de 3 a 5 cm con un didmetro grueso de 10 a 12 cm, sus hojas medianas de 8 a
15 cm, el color de la hoja es verde, inmadura amarillo-verde (Lopez, 2017). La forma de la raiz es
oblonga con defectos de pequefias constricciones horizontales superficiales, la corteza gruesa3 a
4 cm. En la piel predomina el color crema palido, el color predominante de la pulpa es amarillo
palido. (Padilla, 2015).
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1.2. Taxonomia del camote:

El camote pertenece a la familia Convolvulaceae que agrupa aproximadamente 50 géneros con
100 especies, de las cuales unas 600 corresponden al género Ipomoea, incluida 13 especies

silvestres. (Naranjo et al., 2016)
El camote posee las siguientes caracteristicas taxonémicas:

Tabla 2. Caracteristicas taxonémicas del camote

Reino Plantae
Subreino Embryophyta
Division Magnoliopgyta
Subdivision Angiosperma
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Convolvulaceae
Género Ipomoea
Seccion Batatas
Especie Ipomoea batata

Fuente: (Mendoza, 2018)

1.3. Composicion del camote

La fundacion Universitaria Iberoamericana (FUNIBER) mediante su base de datos la composicion

por cada 100 g de camote amairillo:

Tabla 3. Composiciéon del camote general

Nutriente Cantidad
Energia 114
Proteina 1.10
Grasa total (mg) 0.10
Colesterol (mg) -
Glacidos 28.8
Fibra (g) 1.10
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i

Calcio (mg) 19

Hierro (mg) 210

Yodo (ug) -

Vitaminas A (mg) 10

Vitamina C (mgQ) 48

Vitamina D (ug) -

Vitamina E (mg) 0

Vitamina B12 (mg) -

Folato (ug) 0

Tabla 4. Composicién del camote global
Vitaminas Mg  Minerales Mg Energéticos Gr
Carotenos 4 Sodio 19  Proteina 1.8
Triptéfano 0.4  Potasio 320 Grasa 0.6
Niacina 0.8 Calcio 28  Carbohidratos 21.5
Tiamina 0.1 Magnesio 13  Fibra 2.5
Riboflavina 0.06 Fosforo 47  Azucar 9.7
B2
Vitamina 0.94 Hierro 0.7 Almidones y 11.8
B3 Dextrinas
Vitamina 0.22 Cobre 0.1 Agua 70
B5
Acido 52  Zinc 0.2
folico
Biotina - Cloro 64
VitaminaC 25
Fuente: (Totoy, 2017)
1.4. Propiedades organolépticas de la materia prima:

Sabor: La principal caracteristica que posee la batata o camote es dulzura, esto se debe a la
presencia de algunos azucares en estado crudo como la sacarosa, glucosa y fructosa, en algunos
casos se ha encontrado maltosa, la cantidad de estos azicares varian segun los tipos de
camotes, por ejemplo, el camote de pulpa morada es mas dulce que el camote de pulpa
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anaranjado (Cusumano & Zamudio, 2013). En el camote cocido la concentracién de maltosa
aumenta debido que la coccion provoca la degradacion del almidén, que es convertida en maltosa
y dextrina.

La maltosa esta formada por la union de dos unidades de glucosa, este aumento de
concentracion de maltosa es la causa que el camote cocido sea mas dulce que la cruda (Montero,
2017).

Textura interna: En promedio la batata tiene un 30 % de materia seca y el restante es agua, es
decir, un 70%. La materia seca dependera del clima, tipo de suelo. La incidencia de plagas y
enfermedades, la mayoria de esta materia seca constituye los hidratos de carbono, siendo el
principal componente del almidén. (Padilla, 2015). La sensacion de sequedad o humedad no es
sino un reflejo de las caracteristicas organolépticas, depende del contenido final del almidén y

fibra que quedara en el camote después de cocinarlo (Berrones, 2012).

El color: Se debe por pigmentos antocianinas (colores morados) y carotenoides (colores crema,
amarillos y anaranjados). El color que tiene la pulpa que muestran distintas variedades de camote
puede ser morado, blanco, crema y naranja, con conclusiones o pigmentaciones rojas o0 moradas,
que se disponen en varias formas en uno o varios circulos, una mancha central, o pequefias
manchas distribuidas irregularmente (Naranjo et al., 2016).

Propiedades quimicas del camote

El camote se puede utilizar para consumo directo, se puede llevar a la materia prima a un proceso
industrial y a su vez, dentro de la naturaleza sirve de alimento para ciertos animales. Esexcelente
productor de energia debido a que sus raices estan compuestas principalmente de almidon, cuyo
contenido varia de 50-70 % de materia seca, lo que representa aproximadamenteel 30 % del
peso fresco segun los diferentes cultivos. Se lo aplica en el uso medicinal, ya que posee
propiedades anticancerigenas, antidiabéticas y antiinflamatorias. Este tubérculo contiene
antioxidantes vitamina B6, vitamina C, calcio, hierro, magnesio, fésforo, potasio y zinc; por sus
altos indices de vitaminas y minerales es recomendable para todo tipo de consumidor desde los

nifios hasta personas de la tercera edad (Paredes, 2018).
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1.5. Cosecha y post cosecha del camote

El proceso de cosecha y post cosecha fue rescatado del Manual técnico de camote, propuesto
por INIAP (Instituto Nacional del Investigacion Agropecuarias).

a) Seleccion y preparacion del terreno

Se debe seleccionar un terreno que tenga acceso a fuentes de agua o con humedad remanente.
Usualmente el camote se lo cultiva en suelos con francos arcillosos y el terreno a utilizar se la

prepara ocho dias antes.
b) Seleccion de la semilla

Las zonas productoras de camote en Ecuador utilizan mayormente la seleccion y corte de guias
en plantaciones establecidas, ya que provee una semilla vegetativa de entre dos a tres meses de

edad, vigorosa, sanay libre de plagas.
c) Epoca de siembra

En la costa se establece como buena época de cultivo una vez terminada la fase lluviosa que
reside entre Abril - Mayo, o de igual manera, se puede realizar el cultivo en época de verano, pero
mediante controles de riego, entre Junio - Agosto. Sin embargo, para la sierra y amazonia toda

época es apta para el cultivo.
d) Siembra

En terrenos preparados con labranza minima, se inicia rompiendo y ablandando el suelo con un
pico o pala, a una profundidad de 10 cm, siguiendo la direccion de la cinta de riego por goteo.
Luego, se ingresa la semilla de aproximadamente 30-40 cm, para posteriormente cubrir con
tierras las tres cuartas partes de la guia dejando la ultima sin enterrar. Es muy importante realizar

la siembra en un suelo hiumedo en capacidad de campo.
e) Resiembra

Se debe realizar a los 15 dias de la siembra, en casos cuando el prendimiento es menor al 85

%. En esta parte del cultivo se observa dafios de la planta, tales como marchitamiento. Sin
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embargo, es una parte del método que no genera inversién y a su vez, pone una desventaja al

momento de comercializar.
f) Requerimiento hidrico

Para el cultivo de camote se necesita una precipitacion de entre 500-600 mm durante todo su
tiempo en suelo. Para ella, existen métodos alternos, como mantener una humedad remanente
mediante diferentes sistemas de riego, tales como la gravedad, goteo y aspersion. Es muy
importante considerar el clima en esta etapa, ya que, dependiendo de la radiacion, viento y

humedad, se calculara el tiempo que dure el agua en el suelo.
g) Densidad poblacional

Es recomendable sembrar las guias de camote a una distancia de un metro entre surcos por
cincuenta centimetros entre plantas. Este arreglo poblacional permite una buena distribucién de

plantas, y a su vez permite que cada planta tenga capacidades iguales de competir.
h) Aporque

Esta labor se efectia con la finalidad de romper la costra y remover el suelo, posteriormente
levantar la tierra hacia la base de la planta para dar forma al camelldn y asi no causar dafios a

las guias.
i) Cosecha

Se puede definir a la madurez del camote entre los 120-150 dias después de la siembra, esto
considerando también todos los parametros a controlar a lo largo de su ciclo. Cuando se llega al

proceso productivo, se corta el riego treinta dias antes de la cosecha.
j) Curado y almacenamiento

Se ubican las raices tuberosas a humedad relativa de 80-85 % y a una temperatura de 25-35 °C
por cinco a siete dias, luego se procede a almacenar hasta el consumo. Se ha determinado que
durante el acondicionamiento y almacenaje se puede perder entre un cinco y diez por ciento por
efecto de deshidratacion y procesos de respiracion. Parte de los almidones se transforma en

azucares lentamente durante el almacenamiento. Por esta razén, las raices de las variedades
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tipos blandas, quedan mucho mas dulces y muestran una consistencia mas suave después de

su acondicionamiento y almacenaje, comparandolo con las recién cosechadas.

1.6. Producciéon de camote en Ecuador

Ecuador ha sido como centro secundario de diversidad genética de Ipomoea batata.
La produccion de camote por regiones y provincias del Ecuador se muestran en la tabla adjunta,

y en ella se encuentra los siguientes:

Por orden porcentual, se observa que la amazonia representa el 54.9 %, la sierraun 27.3 % y la
costa 17.8 %. El rendimiento promedio nacional es de 1883 kg/ha; la costa sobrepasa a esta cifra
en 108,2 % vy la sierra en 28,4 %; mientras que el rendimiento de la Amazonia es inferior en 49
%.

Tabla 5. Produccién de camote en Ecuador

Regi6n Produccién
Provincia Toneladas
Sierra 1032
Azuay 79
Bolivar 87

Cafar 37

Carchi 25
Chimborazo 49
Cotopaxi 96
Imbabura 112

Loja 180
Pichincha 350
Tungurahua 17

Costa 1094

El Oro N/A
Guayas 252
Manabi 842
Amazonia 823

Morona Santiago 585

Napo 18
Pastaza 213
Sucumbios 7
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t . .
Orellana N/A
TOTAL NACIONAL 2949
Fuente: (Naranjo et al., 2016)
1.7. Usos del camote

El camote se destina a la alimentacion humana y animal como consumo fresco, y en productos

elaborados con harina, almidén, alcohol, jarabes, glucosa y como colorante.

1.8. Almidoén

El almiddn es la reserva de carbohidratos mas abundante en las plantas y se encuentra en las
hojas, flores, frutos, semillas, diferentes tipos de tallos y raices. El almidén es usado por las
plantas como fuente de carbono y energia. El almidéon se almacena y moviliza durante la
germinacion de las semillas, maduracién en los frutos y en el brote de los tubérculos. Las
principales fuentes de almidén son los cereales con un (40 % a 90 %), las raices (30 % a 70 %),
los tubérculos (65 % a 85 %), las legumbres (25 % a 50 %) y algunas frutas inmaduras tales como
platano o los mangos, el cual contiene aproximadamente el 70 % de almiddn por peso seco.

1.8.1. Generalidades

El almidén o fécula, es la fuente de almacenamiento mas importante en las plantas desde el punto
de vista nutricional debido a su volumen de consumo, disponibilidad y precio. Se denominaalmidon
al producto extraido de semillas como: trigo, maiz, arroz, entre otros. Existen otros procedentes
de 6rganos subterraneos como: yuca, papa, camote, entre otros y son conocidos como fécula.

Los almidones presentan picos de viscosidad bajos, al hinchamiento de los granulos es
moderado y alcanzan temperaturas altas de gelatinizacion, por el contrario, las féculas se hinchan

rapidamente a temperaturas bajas y presentan picos altos de viscosidad.

El almidén es la segunda biomasa mas grande producida en la tierra. El almiddén se compone de
amilosa y amilopectina. El almidéon con alto contenido de amilosa produce peliculas fuertes y es
adecuado para la fabricacion de plasticos biodegradables, y el almidén de granulos pequefios es

un relleno de pelicula de polietileno.
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1.8.2.  Composicion quimica

El almidén consiste de dos polisacaridos quimicamente distinguibles: la amilosa y amilopectina.
La amilosa es un polimero lineal de unidades de glucosa unidas por enlaces a (1-4), en la cual
algunos enlaces a (1-6) pudiendo estar presentes. Estas moléculas no son solubles en agua,
pero pueden formar micelas hidratadas por su capacidad para enlazar moléculas por puentes de
hidrogeno y formar una estructura helicoidal que es capaz de desarrollar una coloracion azul por
la formacion de un complejo con el yodo. Mientras que la amilopectina es un polimero ramificado
de unidades glucosa unidas en un 94% a 96% por enlaces a (1-4) y en un 4% a 6% con uniones
a (1-6). Dichas ramificaciones se localizan aproximadamente a cada 15-25 unidades de glucosa.
La amilopectina es parcialmente soluble en agua caliente y en presencia de yodo produce un

color rojo violeta (Gallo, 2016).

Tabla 6. Composicién quimica promedio de Camote

Fuente Humedad liguidos Proteinas Fésforos Cenizas
Maiz 13 0.60 0.35 0.015 0.10
Papa 19 0.05 0.06 0.10 0.40
Trigo 14 0.80 0.40 0.060 0.15
Maiz 13 0.2 0.25 0.007 0.07
Sorgo 13 0.70 0.30 0.08
Sagu 0.10 0.10 0.020 0.20
Camote 13 0.05 0.10

Fuente: (Cusumano & Zamudio, 2013)

1.9. Hidrélisis enzimatica

La hidrélisis es una reaccion en la que se rompe un enlace covalente en dos subunidades por
medio de la adicion del equivalente a una molécula de agua; se agrega un atomo de hidrégeno

a subunidad y un grupo hidroxilo a la otra.

La hidrolisis enzimatica es el proceso en el cual tiene por objetivo la transformacién del almidon
de las materias primas amilaceas en azucares. Dicha transformacion es catalizada por enzimas

cuya funcion es romper las moléculas de almidén (Berrones, 2012).
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1.9.1. Fuentesy tipos de enzimas utilizadas

La hidrdlisis enzimatica es el proceso que tiene por objetivo la transformacién del almidén de las
materias primas amilaceas en azucares. Esta transformacion es catalizada por enzimas, cuya
funcién es romper las moléculas de almidén. Las enzimas a utilizar seran de dos tipos (a-amilasa

y Glucoamilasa).

La alfa-amilasa es una enzima hidrolitica, es decir que rompe los enlaces de hidrégeno, se
caracteriza por atacar los enlaces 1,4-a-glucosidicos en el centro de la cadena de los
polisacaridos, por lo que se le conoce como Endo amilasa, produciendo glucosa, maltosa y
oligosacaridos. Su nombre sistematico es a-1,4-glucan-4 glucanohidrolasa.

1.9.2. Condiciones del sustrato (almidon)

La a-amilasa es una enzima termoestable, el promedio de temperatura es alrededor de 70 y 90
2 C, trabaja con un pH éptimo de accion dentro del rango de 5-7, siendo de 6,5 la a-amilasa
bacteriana y pancreatica; su mejor rendimiento se obtiene con una concentracion de calcio de

entre 50 ppm y 100 ppm para.

1.9.3. Proceso de hidrolisis

La enzima a-amilasa es su accionar degrada la amilasa en maltosa y pequefios compuestos de
glucosa, transformando asi una sustancia inicialmente viscosa como es el almidon en una
sustancia dulce y menos viscosa debido a los productos formados. Sin embargo, esta enzima
solo es capaz de degradar parcialmente la amilopectinay el glucégeno debido a que no es capaz
de desdoblar los enlaces glucosidicos 1.6 encontrados en los puntos de ramificacion de la cadena

del polisacarido.

1.9.4. Licuefaccion

Es el primer paso en la produccién de glucosa, la concentracion del almidén debe ser del 45 %
y este es calentado para gelatinizarlo. En la actualidad existen a-amilasas termo resistente
producido por Bacillus licheniformis que permiten efectuar la gelatinizacion y la licuefaccion

simultanea (Gallo, 2016).

2nCeH1005+ NH20 ————) nC12H22011

Almidon Maltosa
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1.9.5. Sacarificacion

Los procesos enzimaticos para la produccidon de glucosa requieren de una segunda etapa
después de la licuefaccién del almidén. Esta etapa se efectua con la enzima conocida como

amiloglucosidasa o Glucoamilasa. Esta enzima es solo de origen bacteriano (Machado, 2016).

C12H22011 + H20 2CeH1206

Maltasa Glucosa

1.9.6. Amilasas

Usaremos la Glucoamilasa, esta enzima también llamada exohidrolasa ya que actua sobre el
terminal de la molécula; su nombre sistematico es 1,4-a-D-glucano glucohidrolsa. Se obtiene del
hongo Aspergillus Niger y actua sobre las dextrinas produciendo glucosa en lo que se traduce en
una aceleracion de la fermentacion. (Florez, 2018) La enzima Glucoamilasa tiene la capacidadde
hidrolizar tanto los enlaces a (1,4) como a (1,6) glucosidicos de moléculas de almiddn; su accién
prolongada puede causar ruptura total del polisacarido, el principal producto final de la accion de
la Glucoamilasa sobre el almidén es la glucosa, lo que diferencia claramente de la alfay beta
amilasa. Su actividad maxima entre pH 4 y 5.5 y temperatura de 55-65¢ C (Miranda, 2015).

La velocidad de reaccion cae rapidamente a medida que disminuye el tamafo de la molécula de
sustrato sobre almidones previamente sometidos a licuefaccion (Gallo, 2016).

1.10. Hidrdlisis acida

Para la hidrdlisis del almidon se utilizan acidos como el clorhidrico, sulfurico, fosforico, carboénico,
férmico, lactico, tartarico o citrico. La hidrdlisis se lleva a cabo a temperatura de ebullicién, para
lo cual se usa el bano Maria. El acido cataliza los enlaces glucosidicos del almidon, por lo que
ese formara una gran variedad de oligosacaridos, los cuales se convierte en glucosa. El tiempo
es un factor determinante, a mayor tiempo transcurrido se presenta una mayor hidrolisis del

almidoén, por tanto, mayor niumero de grupos reductores (Florez, 2018).
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Esto se determina con la utilizacion de acido 3.5. Dinitrosalicilico, que reacciona con los grupos
reductores y se convierte en acido 3-amino-5-dinitrosalicilico, compuesto anaranjado, cuyo color
se detecta en un espectrofotdbmetro, mediante su absorbancia a 540 nm.

1.10.1. Fuentesy tipos de reactivos usados

El almidon ya sea sometido con acido clorhidrico o acido sulfurico, sufre una serie de
modificaciones, donde las regiones amorfas asociadas con moléculas de amilopectina, son mas

susceptibles a la degradacion que las regiones cristalinas (Machado, 2016).

Los enlaces a-D-1,4 tanto de la amilosa como de la amilopectina son menos estables al ataque
del acido que los enlaces Ad-1,6. (Scheineder, 2017). El rompimiento de los enlaces no ocurre
al azar, ya que, al realizar la hidrolisis acida, el primer producto en aparecer es la D-glucosa,
seguida de disacaridos y trisacaridos, esto es debido a que los enlaces terminales de las
moléculas son rapidamente hidrolizados, y por tanto aparece inicialmente la glucosa. El
porcentaje de degradacion dependera de la concentracion del acido, la temperatura el tiempo de
hidrolisis. Los acidos mas usados para la produccion de dextrinas son el acido clorhidrico, el acido
nitrico y el acido sulfarico (Miranda, 2015).

1.10.2. Proceso de la hidrolisis

La hidrdlisis acida consiste en un tratamiento con acidos anadidos al almidoén, el cual se encarga
de romper en cadenas cortas de dextrina el almidon; es conocido como grado de degradacion y
el mismo dependera de la concentracion del acido, la temperatura y el tiempo de hidrdlisis. A
medida que actua el acido, el peso moleculary la viscosidad de los productos decrecen y el poder
reductor aumenta; las temperaturas menores a 160 °C proveen una adecuada hidrdlisis con poca
descomposicion de azucares; los acidos mas utilizados son el clorhidrico y el sulfurico(Machado,
2016).

Mediante la hidrdlisis acida obtendremos la siguiente reaccion:
(C6H1005), + H20—» nC6H120
Almidon Glucosa
El mecanismo de la hidrdlisis acida incluye:
a) Difusion de los protones de la matriz del sustrato

b) Protonacién del oxigeno en los enlaces monomeéricas de los azucares
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¢) Ruptura del enlace
La hidrdlisis usualmente se refiere a la accidon de acidos sobre almidones, y pueden subdividirse
en la accién de acido sulfurico que produce la llamada amilo dextrina y acido clorhidrico que
conducird a los almidones (Scheineder, 2017).

1.10.3. Acidos para hidrolizar

Actualmente no se usa acido sulfurico debido a que el producto terminado se forma sulfatos de
calcio insoluble. Este fue reemplazado por &cido clorhidrico ya que el producto obtenido
finalmente obtendra una buena apariencia y por tanto el acido clorhidrico presenta menos

complicaciones durante el procesamiento (Florez, 2018).

1.11. Fermentacion alcoholica.

La fermentacion alcohdlica es la degradacion de azucares en alcohol y didxido de carbono, que
actua en un medio anaerobio (Miranda, 2017). Por lo tanto, es un proceso biolégico por la

actividad de microorganismos (Cobos, 2019).

Cuando se refiere a la accién de fermentacion, una idea de la etapa mas critica en la fabricacion
de bebidas alcohdlicas, ya que esta sujeta a un numero de variables o parametros a considerar
que generaran el medio adecuado para el proceso fermentativo (Lopez, Zumalacarregui, & Perez,
2019).

Se puede obtener varios tipos de productos fermentados, tomando en cuenta el tipo de sustrato,
el microorganismo utilizado y los parametros de control en el proceso. Usualmente es la familia
de levaduras de genero Saccharomyces cerevisiae, la cual tiene las caracteristicas adecuadas
para convertir glucosa en etanol y didéxido de carbono (Miranda, 2017). Viene dada por la

siguiente ecuacion:

C6H1206) — 2C02 + C2H20H + ENERGIA

1.11.1. Parametros que influyen en la fermentacion

Temperatura.
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La temperatura optima de fermentacion, yace en un rango de 30-40 ° Celsius, esto debido a que
el desarrollo de levaduras se activa bajo estos rangos y si la temperatura aumentara,
descompondria al microorganismo y a su vez se generarian compuestos secundarios, fuera de

también tener un menor rendimiento en cantidad alcohdlica (Mendez, 2020).

Aireacion.
El medio se mantiene en un proceso anaerébico, es decir, que no exista la entrada de aire en la
fermentacion. Para ello existen equipos especializados encargados de generar un vacio, ya sea

en el proceso o una vez comenzada la etapa de reposo. (Mendez, 2020).

Nutrientes.

Una de las caracteristicas principales y fundamentales de las levaduras, es que se alimentan de
los azucares, los cuales son fuentes de carbono y energia para la misma. Por lo tanto, dichos
azucares deben encontrarse en concentraciones superiores a los 20 g/L, para que el proceso de
fermentacion sea mucho mas eficaz. Sin embargo, ademas de alimentarse de glucosa, también
existen sustancias nitrogenadas, sales y vitaminas que pueden estar contenidas en el medio o

que pueden ser anadidas para el mismo desarrollo de las levaduras (Miranda, 2017).

Compuestos quimicos de accion negativa.
Pueden existir compuestos que juntos con la acumulacion de los propios productos de la
fermentacion pueden actuar como inhibidores del crecimiento de las levaduras. Estas se pueden

hallar de forma natural (taninos) o artificial (pesticidas, SO2, etc.) (Miranda, 2017).

pH

El pH es el encargado de determinar el tipo de sustrato que van a metabolizar las bacterias, por
lo tanto, a pH bajos utilizaran acido malico, aunque exista la presencia de azucares, mientras que
a pH mas altos suelen utilizar preferencialmente los azucares. Por ello es importante determinar
el rango optimo del proceso, el cual se recomienda en un rango de entre 2,8 a 3,8 (Miranda,
2017).

1.11.2. Microorganismos utilizados en la fermentacion

Para un mejor resultado en el proceso de fermentacion, se debe elegir correctamente el
microorganismo a utilizar, el cual debe tener ciertos criterios a considerar (Mendez, 2020), tales

como:

- Lavelocidad de crecimiento debe ser alta.
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- La cepa utilizada debe ser estable y libre de contaminantes.

- Debe ser de facil conservacion por largos periodos de tiempo.
- Tiempos de proceso corto y completo.

- Costo reducido

Dentro del mas utilizado, se encuentra la familia del género Saccharomyces, quien contiene a la
levadura y el microorganismo eucariota mas estudiado. Las levaduras son los microorganismos

mas importantes y mas ampliamente utilizados en la industria (Mendez, 2020).

1.12. Levadura

Las levaduras son microorganismos eucariotas unicelulares pertenecientes a la division
Ascomycota. La mayoria de ellos son anaerobios facultativos lo que implica que en condiciones
anaerobias obtienen la energia mediante fermentacién. Ademas, tiene un amplio uso en la
industria alimentaria y biotecnologia. El 96 % de la produccién industrial de etanol la realizan
diferentes especies de levaduras por su alta productividad al momento de convertir azucares y

por su facil separacion después de la etapa de fermentacién (Cuvi, 2020).

1.12.1. Tipos de levadura.

Levadura prensada: Conocida también como levadura fresca. Se conserva en medios frios y
viene prensada en bloques de pasta, se diluye antes de usarla.

Levadura seca: Sellada al vacio, deshidratadas y granuladas. Pueden afiadirse directamente al

medio de fermento y posee un tiempo de vida mas elevado.

Levadura quimica: Mediante la accién de sustancias quimicas, se logra el mismo efecto que con
las levaduras biologicas, usualmente con un emulsionante artificial contenido en algunas harinas
leudantes, por lo tanto, no se una levadura (Raffino, 2018).

1.13. Destilacion

La destilacion simple es aplicable en los sistemas que contengan liquidos organicos de puntos
de ebulliciéon bastantes diferenciados, por ejemplo, sistemas agua-metanol. La destilaciéon es una
operacion utilizada con el fin de purificar y aislar liquidos organicos generalmente. Se aprovecha

las volatilidades y puntos de ebullicion de los componentes liquidos a separar (Romero, 2008).

El liquido se destila desde la matriz de destilacion, ocurriendo en primer lugar la vaporizacion,
estableciéndose el equilibrio liquido vapor. Parte del vapor se condensa en la parte del matraz,
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pero la gran parte pasa por la salida lateral condensandose debido a la circulacion del agua fria
por el tubo refrigerante, a este producto se le conoce como, destilado y a la porciéon que queda
en el balén de destilacion, manteniendo continuamente una gota de condensado en el bulbo del
termometro. Para evitar el sobrecalentamiento de los liquidos es necesario introducir en el balén,

nucleos de ebullicion y mantener constante el ritmo de destilacién (Chang, 2010).

Ya que la destilacion simple consiste en la separacién de uno o varios componentes de una
mezcla liquidan cuyos puntos de ebullicidn difieren entre si en un rango suficientemente marcado

de al menos 25 °C y deben ser inferiores a 150 °C (Gualan & Maria, 2014).

El liquido a destilar se coloca en un matraz, para después, mediante la adicion de calor impulsar
la vaporizacion. Una vez establecido el equilibrio liquido-vapor, parte del vapor se condensa en
las partes del matraz, y el resto pasa por la salida lateral, para después condensarse por efecto
del enfriamiento ocasionado por el agua fria que circula por un tubo refrigerante que forma parte

del equipo en esta operacion (Chang, 2010).

1.13.1. Tipos de destilacion

En la destilacion existen muchas formas de separacion de mezcla, cada una de ellas depende
mucho de las sustancias que se separaran, de los equipos que se utilizan los mas importantes

son: (Marcilla Gomis et al., 2013)

o Destilacion fraccionada: Este procedimiento para separar mezclas de distintos
liquidos en virtud de sus diferentes puntos de ebullicién (Torres, 2015).

o Destilacion al vacio: Este se realiza a baja presién, en estas condiciones los puntos
de ebullicién disminuyen algunos productos de punto de ebullicion alto que se
descomponen si se destilan a presiéon normal pueden en cambio ser destilados al

vacio a baja temperatura sin sufrir descomposicion.

o Destilaciéon por arrastre de vapor: Se refiere a paso directo de agua a través del
liquido a destilar, se utiliza para los productos que no son miscibles con agua y para

aquellos cuyo punto de ebullicion es mayor de 100 °C (Villaverde, 2016).

o Destilacion molecular: Se emplea en productos particularmente sensibles y
valiosos, mediante un aparato especial el liquido solo se calienta muy brevemente y

el vapor se condensa con gran rapidez (Marcilla Gomis et al., 2013).
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o Destilaciéon lenta: Proceso de gasificacion de hulla, lignito, turba y madera por
calefaccion lenta a 500-600 °C en ausencia de aire, por tanto, es posible el
desprendimiento de los componentes de alquitran.

o Destilacién vinica: La realizada a partir del mosto para obtener alcohol etilico. Los
vapores procedentes de la caldera pasan a una columna de destilacion fraccionada,
mas tarde los vapores etilicos pasan a un condensador y a un refrigerador,
obteniéndose finalmente alcohol etilico (Villaverde, 2016).

o Destilaciéon por lotes: También llamada destilaciéon por cargas, es el proceso de
separaciéon de una cantidad especifica de una mezcla liquido en productos. Este
proceso se utiliza ampliamente en laboratorios y en las unidades pequefas de
produccién, donde la misma unidad puede tener que servir para muchas mezclas.
Cuando existen n componentes en el material de alimentacion, sera suficiente una
columna por lotes, donde se requiere n-1 columnas de destilacion continua simples
(Torres, 2015).

o Destilacion continua: Es una separaciéon en curso en la cual una mezcla se
alimenta continuamente (sin interrupcion) al proceso y las fracciones separadas se
eliminan continuamente como flujos de salida (Villaverde, 2016).

1.14. Productos de bioetanol.

Conforme a la ley de promocién y desarrollo de las bioenergéticas, los biocombustibles se
definen como combustibles obtenidos de la biomasa provenientes de materia organica de
actividades agricolas, silvicola, residuos de pesca, mico organismos de enzimas, y sus
derivados producidos por procesos tecnologicos sustentables (Perales, 2018).

En la siguiente tabla se presenta la clasificacion por generacion dependiendo de la materia
prima empleada en su elaboracion (Ruiz & Maite, 2016).

Tabla 7 Clasificacién en generacién de biocombustibles

Generacion Materia prima Producto Ventajas Desventajas
Primera Insumos Etanol, metanol, Facilidad de Desvié de
alimenticios diésel y biogas procesamiento,  recursos
(cafia de azucar, baja emision de alimenticios
Gel hacia la
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€ g
remolacha, produccién de
maiz) bioenergéticas

Segunda Residuos Etanol, metanol, No existe Poca
agricolas y diésel e desviacion de disminucion de
forestales hidrogeno alimentos hacia los Gel con
(Bagazos de bioenergéticas respecto a la
caia, sorgo) primera
generacion.
Tercera Insumos Diésel y etanol Utilizacion  de Utilizacién  de

vegetales no
alimenticios
(algas verdes,

arboles)

CO2 para la
produccién de

insumos.

tierras de cultivo
destinadas para
sembrar

insumos.

Fuente: (Elizabeth, 2012)
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA DE ESTUDIO

2.1. Localizacion del estudio.

La experimentacion fue llevada a cabo en los laboratorios de reactores, operaciones unitarias y

el laboratorio de carnicos de la Universidad de Cuenca. En las mismas se efectuaron los analisis

fisicos y quimicos requeridos.

2.2 Tipo de estudio.

El disefio de investigacion fue del tipo experimental ya que este consistié en la manipulaciéon y

control de una diversidad de variables con la finalidad de observar los efectos producidos al

conseguir etanol a base del camote.

Los analisis fisico-quimicos consistieron en los siguientes parametros: pH, °Brix, acidez titulable,

contenido de azucares, contenido de alcohol y demas propiedades para la obtencion de etanol.

2.3.

Materiales, equipos y reactivos.

Los materiales, equipos y reactivos requeridos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 8. Materiales, equipos y reactivos utilizados

Materiales

Materiales Materiales  Material Equipos Insumos Reactivos
comunes de de

laboratorio envase
Cocina Vasos de Botellas Equipo de Levadura Enzima
Industrial precipitacié  de vidrio destilacion (Saccharomycc  Alpha -

nn es Cerevisiae) amilasa
Ollas de Varilla de Botellas Balanza digital Camote Meta
acero vidrio de plastico (lpomoea bisulfitode

Batatas) sodio
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i
Colador Bureta Recipiente pH-metro Alcohol etilico Acido citrico
s plasticos Monohidrata
do (97%)
Lienzo de Brixémetro Espectrofotomet  Azucar Agua
tela ro destilada
Cuchara Probetas Camara Solucion de
de madera Neubauer Lugol
Balde Alcoholimet Fenolftaleina
plastico ro
Termometr Hidroxido de
0 a escala sodio 0.1N
10-100°C
Pipetas Acido
sulfarico
concentrado
Tubos de Solucion de
ensayo fenol al 5%
Balones de Acido
aforo de Clorhidrico
(250,100,1
000) ml
Winnick
Fenol (20%)
2.4, Descripcion del proceso de obtencién de almidén de camote
2.4.1. Recepcion de materia prima

Para la de extracciéon del almidon se realizé la recepcion el camote en 6ptimas condiciones,

(ningun tipo de cuerpos extrafos libre de tierra y material vegetal), realizada la limpieza de sus

raices. Se debe observar que este tubérculo se encuentre entero y lo mas fresco posible.

24.2.

Lavado y pesado

Mediante el proceso de lavado se elimind la tierra y las impurezas que pudieron estar adheridas

a las, por lo cual se empleo agua potable para esta operacion. La cascarilla sera desprendida por

friccion de unas raices con otras durante el proceso de lavado.

2.43.

Troceado

José Ricardo Altamirano Samaniego
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Se realiz6 pelado y troceado utilizando cuchillos de corte u otros utensilios

2.4.4. Molienda o desintegracion
Se realiz6 la molienda en una licuadora industrial con el objetivo de desmenuzar las raices y
romper las paredes celulares liberando el grdnulo de almidén contenido dentro del tubérculo de
camote, obteniendo de esta manera una pasta homogénea compuesta de fibras, jugo de camote
y almidén, donde la piel y a las fibras se les conoce como pulpa mientras que al jugo del almidon
de las raices de camote se le conoce como lechada. La eficiencia de esta operacion determinara
en gran parte el rendimiento total de almidén en el proceso de extraccién; ya que, si el molido no
es suficiente, no se lograra separar totalmente los granulos del almidon de las fibras y demas
componentes presentes en la raiz y por lo tanto el rendimiento del almidon sera bajo ya que
existira una perdida alta de almidén en el desecho. Pero si la molienda es demasiada fina los

granulos del almidon sufrirdn dafios fisicos y mas tarde un deterioro enzimatico.

2.4.5. Filtracion.
Una vez obtenida esta masa pastosa se dejé reposar 30 minutos, se filtrd para separar la pulpa
o material fibroso de la lechada de almidon, extrayendo de esta manera la lechada de la cual el
almidén saldra méas adelante.

2.4.6. Sedimentacion
Una vez filtrado se lo dejé en reposo por 24 horas. Cuando el camote es lavado y colado se
obtiene almidon y fibra fina. Se utilizaron recipientes para separar los granulos de almidén de la
lechada. El cual se ira sedimentando, separandose asi el almidon del liquido sobrenadante, por
lo cual se dejara reposar durante un dia, tiempo en el cual se obtendra el almidén sedimentado
en la parte inferior del recipiente.

2.4.7. Secado
Se deshidraté el almidon humedo obtenido durante las etapas anteriores por medio de la
exposicion de calor una vez que se haya recolectado todo el almidon obtenido durante la etapa
de sedimentacion de los tanques de una manera higiénica y saludable. Para lo cual se utilizd un
secador de bandejas metalicas en el que la eliminacion de la humedad presente se realizara por
medio de la exposicién del material himedo al aire caliente a una temperatura de secado de 60

°C y si su peso es constante este proceso sera finalizado.
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2.4.8. Molienday Tamizado
Una vez secado el almidén obtenido se recogidé y se a introdujo a un mortero cuyo objetivo es
disminuir su tamafio debido a que durante la etapa de secado se obtiene una fracciéon gruesa y
luego de esto procedera la etapa de cernido o tamizado con el fin de obtener un grano mas fino

y una muestra homogénea.

2.4.9. Empaquey almacenamiento
Una vez extraido, pulverizado el almidon sera almacenado en fundas de polietileno y se debera
guardar en un lugar seco y fresco para su posterior control y verificar que la calidad del producto
este dentro de los parametros y cumpla con las necesidades para poder realizar las siguientes

etapas para la obtencién de etanol.

Paraidentificar al almidén obtenido se sometié alanormalizaciéon dela solucién con Yodo

como indicador.

2.5. Procedimiento para la elaboracién de almidon de camote.

Para esta experimentacion se partié con 30 libras de camote, debido a que el mismo tiene un

bajo contenido en almidén.

e Recepcion de materia prima: Se peso 30 libras de camote amarillo sin ninguin proceso
previo.

e El camote paso6 por un proceso de seleccion, donde se retiraron todos aquellos que
presentaban dafno en la superficie o que hayan estado cercanos al proceso de
pudrimiento, esto con la finalidad de obtener mejores resultados

¢ Una vez hecha la seleccién, se procedio a realizar un pelado manual de todo el
camote, primero retirando la cascara y luego cortando en cubos de 4-5 cm
aproximadamente.

e Los cubos cortados pasaron por un proceso de lavado, para remover cualquier tipo de
interferencia.

e Unavez lavados, se procedié a licuar los cubos de camote junto con el doble de
cantidad en agua.

e Retiramos el resultado previo de la licuadora para pasarlo por un proceso de filtrado,
para obtener un producto netamente liquido.

e El liquido resultante se coloco en bandejas y se dejoé reposar durante 24 horas, esto

permitié la precipitacién del almidon.
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e Una vez pasada las 24 horas, se retir6 todo el liquido sobrenadante y se observé una
capa superficial blanca, que viene a ser el almidéon humedo.

e Se realiz6 un lavado del almidon y posteriormente se lo dejo en reposo durante una
hora, con el fin de remover cualquier particula de suciedad o del propio camote sélido.

e Unavez pasada la hora, se retir6 el adicional de agua del lavado, y se procedié a
retirar el almidén de las bandejas, para colocarlas en otras de tipo metalico.

e Ya encontrando el almidon humedo en las bandejas metalicas, se le paso al mismo por
un proceso de secado a 65 grados Celsius durante 6 horas.

e Acabado el tiempo se procede a triturar el almidén via manual para tener particulas
mas pequefias y que sea mas practico la etapa de tamizacion. Es importante recordar
que se uso guantes, para no propiciar humedad en la muestra previamente secada.

e Una vez triturado se pasa por tamices de 106, 75, 69 y 54 nm respectivamente, esto
con el fin de separar la parte granular, del polvo fino del almidon.

e La parte final tamizada en el tamiz de 54 nm se guardé en fundas Ziploc, para evitar la
entrada de humedad.

e Se aplico el método de determinacién de yodo, usando el almidén obtenido como
indicador y al momento de adicionarlo, existié un cambio de coloracién, demostrando

asi que se obtuvo almidon puro.

2.6. Proceso de inversion de azucares

2.6.1. Mezclado
El proceso es consiste en la accion de diluir el polvo fino de almidén en agua destilada.
Previamente se realizan ensayos para conocer qué cantidad de almidén es el 6ptimo para ser
pesado y de esta forma conocer su concentracion en dilucion.

2.6.2. Gelatinizacion
Consiste en que los granulos son insolubles en agua fria, pero pueden contener agua al aumentar
la temperatura, es decir los granulos de almidon sufren el proceso dominado gelatinizacion.
Durante este proceso se produce la lixiviacion de la amilosa, la gelatinizacion total se produce
normalmente dentro de un intervalo de temperatura. En los ensayos realizados se produjo la

gelatinizacion a los 60°C.

2.6.3. Reposo
Se deja enfriar a la muestra, hasta que llegue a temperatura ambiente, esto con el fin de evitar

cualquier interferencia con la via de hidrdlisis usada.
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2.6.4. Hidrolisis acida
Para que se produzca esta la celulosa es transformada con las soluciones de acido citrico y acido

clorhidrico concentrado.

Para poder realizar la fermentacién se trabajo en medio liquido y para que eso suceda se sometio

a la solucién a presiones altas para que exista ese cambio de estado.
2.6.5. Filtrado.

Una vez culminado el proceso de hidrolisis, quedé una parte del resultante como gel y el resto
como un liquido que predomina al mismo, por lo cual, se procede a realizar una separacion, para

quedarnos con la parte liquida e inmediatamente pasar al proceso de fermentacion.
2.6.6. Almacenamiento.

Se procedid a guardar el liquido en frascos de vidrio transparentes y refrigerarlos hasta 3 ¢
Celsius.

2.7. Procedimiento de inversion de azucares

e Se agreg6 400 gramos de almidén de camote en 2 litros de agua destilada y se agito la
muestra hasta mezclar los dos componentes. Se ley6 grados °Brix y pH iniciales.

e Alamuestra se le colocé en una hornilla y se controlé que la temperatura no sobrepase
los 60 ¢ Celsius. Durante 5 minutos se mantiene dicha temperatura de forma constante.

e Sedejo en reposo durante 20 minutos para tener una temperatura cercana a la del medio.

e La muestra previamente enfriada se le adiciona 3 ml de HCI concentrado por cada 500
ml de solucién, Por lo tanto, se diluyo 12 ml de concentrado en 2 litros de solucion de
almidén gelificado.

e En caso de la hidrolisis con el acido citrico se diluye 50 gramos de acido citrico en 1000
ml de agua destilada.

e Se dejo reaccionar al acido con la solucién de almidon durante 10 minutos y
posteriormente trasvasamos el liquido a unos envases metalicos y sellarlos.

e Se colocaron dichos envases en una autoclave eléctrica a presion de 20 PSI, temperatura
130 °C, durante 40 minutos. Una vez acabado dicho tiempo, se someten a los envases a

bafio Maria para enfriar el resultante.
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o Sefiltré a la muestra con un papel WATTMAN tipo estandar.

e Se almaceno al liquido resultante en balones de aforo de 1 litro a una temperatura de 5
Celsius. Se leyo grados °Brix y pH finales obtenidos.

2.8. Hidrolisis enzimética
Para este procedimiento se utilizé la enzima Alpha amilasa, cuyo procedimiento fue:

Se mezcl6 20 gramos de almidon en 100 ml de agua, esta mezcla se somete a calor a fuego
indirecto una vez que se produce la gelatinizacion se retira de la fuente de calor y esperamos que
se enfrié y colocamos la enzima, no se debe colocar cuando este caliente ya que esto puede

desactivar la enzima.

Se dejo en reposo hasta aproximadamente 1 hora en la cual crece la mayor cantidad de enzimas,
esto se puede observar mediante el método de Neubauer.

2.9. Método de Neubauer

La camara de recuento, Neubauer, es un dispositivo de precision hecho de vidrio dptico especial.
Usado para el conteo de células y otras particulas en suspension bajo el microscopio. Esta es
usada principalmente para el conteo de bacterias, este consta de un grueso portaobjeto de cristal,
dividido en tres secciones, la secciéon media cuenta con un rayado fino formando cuadriculas de
3mmx3mm que se identifica facilmente en el microscopio. (Cruz, 2017)

Los ensayos realizados mediante este método para tener el mejor crecimiento de la enzima

fueron los siguientes:
2.9.1.  Procedimiento para la preparacion del método de Neubauer

Se procedio con el conteo de las levaduras por lo cual:
e Se utilizd 10 pl de cada disolucion, se utilizara una micro pipeta
e Se coloco una gota de azul de metileno
e Se utilizo este indicador para identificar las células de la enzima
e Antes de usar el microscopio se coloco en el portaobjeto

e Se procedi6 a contar las células segun el rango de tiempo propuesto

2.10. Fermentacion
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Para este proceso se colocé 2 litros de muestra en un biorreactor y se tomé en

consideracion los siguientes parametros:

Tabla 9. Parametros de control fermentacion

Observaciones

Si es seca debe activarse en agua a 30°C y

dejar en reposo por 20 minutos

Si el brix es muy bajo el grado alcohdlico
obtenido sera bajo, por el contrario, si el brix
es muy alto la fermentacion no se efectua,
pues la presion osmética que se ejerce
sobre las levaduras es grande y no permite

que actué sobre los azucares.

Factores Caracteristicas
Levadura Saccharomyces cerevisiae
Grados Brix 16-20
pH 3,5-4,5

La levadura trabaja mejor en medio acido;
por lo que debera ajustarse al mosto a este

requerimiento.

Temperatura 35-40

La descomposicidn de los azucares produce
una reaccion exotérmica es decir con
desprendimiento de calor. Si la temperatura
es muy baja la fermentacion es lenta, si la
temperatura excede de los 35°C disminuye
la accién de las levaduras y si esta aumenta
por encima de los 40°C esta se puede

detener.

Nutrientes Nitr6geno

La levadura necesita la presencia de
nutrientes para que la fermentacién sea
correcta, ya que como ser vivo necesita

alimentarse para poder trabajar.

2.10.1. Procedimiento para la fermentacién en un biorreactor
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LA

e Se ingreso la muestra a una temperatura de 30 °C para agilitar el proceso del
aumento de temperatura dentro del biorreactor.

o El biorreactor se disefi6 para evitar la entrada de organismos que contaminen la
muestra.

e El volumen del material a fermentar se mantuvo constante a una temperatura
de40 °C.

e Los niveles de oxigeno disuelto se mantuvieron por encima de los niveles
criticos para evitar el crecimiento de organismos aerobios.

e Los parametros ambientales como la temperatura o pH se controlaron y estar en
constante mezclado.

e Se evitd la sedimentacion por lo que las paletas deben estar en constante
movimiento mientras este en uso el biorreactor.

e Unavez se mantenga constante el Brix se considerd ya fermentado la muestra.

e Retiramos la muestra y dejamos en reposo hasta temperatura ambiente.

e Se mantuvo en refrigeracion a la muestra para posterior destilacion.

2.11. Método fenol - acido sulfurico.

El ensayo colorimétrico mas confiable y conocido para carbohidratos es posiblemente el ideado
por Du Bois, el cual consiste en realizar una mezcla entre hidratos de carbono y fenol en agua,
para su vez adicionar acido sulfurico. El calor de la reaccion permite que se impulse la
deshidratacion y por consiguiente los derivados de furfural y de hexosas. Estos productos
derivados de la catalisis acida de los azucares se condensan con fenoles para dar paso a la

formacion de complejos de color amarillo anaranjado. (Causil, 2020)

La intensidad de la coloracion es proporcional a la cantidad total de carbohidratos presentes en
la muestra, lo cual puede ser medido por espectrofotometria a una longitud de 492 nm. (Causil,
2020))

FENOL + H2S04 + CARBOHIDRATOS ==== HMF (amarillo — naranja)

Calor
Hexosas a = hidroximetil furfural
Pentosas a - furfural

Para realizar la cuantificacion de carbohidratos dentro del espectrofotometro, hay que considerar

gue la concentracién de las especies absorbentes es proporcional a la absorbancia, por lo que
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es necesario elaborar una curva patrén con glucosa como estandar, (Romero & Naranjo, 2019),
donde:

A=Bx+C

A: absorbancia de las diluciones de la curva patron.

B: pendiente a partir de la ecuacion de la linealidad patron.

X: concentracion de carbohidratos.

C: interseccion basada en la ecuacion de linealidad de la curva patron. (Romero & Naranjo, 2019)

2.11.1. Procedimiento para el método fenol - acido sulfarico

e Se realizaron las diluciones necesarias de las muestras para que puedan ser leidas por
el espectrofotdmetro.

e Adicionamos 2 ml de la solucién de azucares a cada tubo de ensayo.

e Medimos y agregamos 1 ml de fenol al 5% a la solucién de azucares.

e Medimos 5 ml de H2SO4 concentrado y se introdujo en el tubo de ensayo.

e Dejamos en reposo durante 10 minutos.

e Seagitdlos tubos de ensayo durante 30 segundos, se presenta una reaccion exotérmica.

e Se dej6 los tubos de ensayo durante 20 minutos en bafio Maria de agua fria.

e Medimos la absorbancia en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 490 nm.

e Se realizo el ensayo por triplicado para verificar resultados.

Finalmente se realiza los calculos para determinar el porcentaje de eficiencia de cada hidrolisis

aplicada, dado por:

Azucares reductores (glucosa) (1 )

Hidrolisis (%) =

Pesode lamuestra (g)

De donde:

Azucares reductoras: Azucares resultantes posterior al proceso de hidrolisis.

Peso de la muestra: Peso total diluido de almidon.

2.12. Método de Winnick.

Para el desarrollo de este proceso se usan cajas bipetri. Este proceso permite conocer la
concentracion de etanol que se produce con células inmovilizadas y con células libres en funcién

del tiempo.
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2.12.1. Procedimiento para el método de Winnick

e Se coloco 2 ml de la muestra previamente diluida en el compartimiento A de la caja
bipetri.

e Se midié 2 ml de carbonato de potasio para posteriormente colocarlo en el
compartimiento A de la cada bipetri, con agitacién suave mezclar los reactivos.

e Adicionamos 1 ml de dicromato de potasio 0,4 N preparado en acido sulfuricoy se colocé
en el compartimiento B de la caja bipetri.

e Cerramos la caja bipetri herméticamente, utilizando cinta aislante.

e Colocamos las cajas bipetri en el secador de bandejas a una temperatura de 502 Celsius,
durante 2 horas.

e Transcurrido dicho tiempo se retird del secador y posteriormente se removieron los
cierres herméticos de las cajas bipetri para destaparlas.

e Colocamos 1 ml de yoduro de potasio 3 N'Y 3 gotas de indicador de almidén en la camara
b de la caja bipetri.

e Mezclamos bien los reactivos contenidos en la camara b

e Valoramos la solucion con tiosulfato de sodio 0,1 N con agitaciéon constante hasta que
se dé el viraje de color a azul.

e Se registro el volumen de tiosulfato de sodio consumido para posterior uso en calculos.

e Se realizo el ensayo por triplicado para verificar resultados.
2.13. Método picnémetro para densidad aparente de alcohol.

No se recomienda el uso del picnémetro con una capacidad menor de 25 ml. (Moret-Fernandez
& Lépez, 2018)

2.13.1. Procedimiento para el método del picnémetro.

e Se limpio el picndmetro con agua destilada o alcohol

e Se aplico una fina pelicula de vaselina al borde superior de picndmetro para asegurar
la hermeticidad de la tapa.

e Se coloco el picndometro y su tapa en el instrumento de pesaje y anotar.

e Se lleno el picndmetro y tener mucho cuidado, evitar la introduccién de burbujas de
aire.

e Se coloco el tapon en el picndmetro.

o Pesamos el picndbmetro con el liquido dentro de este y anotar.
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e Retiramos el liquido y secar el picnédmetro y limpiar el exceso con un pafiuelo o papel
apropiado.

e Serealizo los calculos.

2.14. Destilacion.

2.14.1. Procedimiento de destilacion

e Colocamos 100 ml de la solucién fermentada en el matraz de destilacion.

e Se armd el equipo para destilacion simple

e Se abrio la valvula para el paso de agua de enfriamiento que va al condensador.

e Encendimos el sistema de calentamiento hasta una temperatura maxima de 80 °C.

e Observamos el incremento de temperatura a medida que transcurre el tiempo,
empleado para ello un termémetro.

e Cuando la medida del termdmetro llegd a 80 °C se tomd las medidas pertinentes para
realizar la recoleccion del destilado.

e Una vez estabilizada la temperatura a alcanzar recolectamos todo el destilado hasta un
tiempo de 90 minutos.

e Detuvimos la recoleccion del destilado cuando el termémetro indique una temperatura
mayor a 95°C.

e Se apago el sistema de calentamiento.

e Se determind la concentracion de las distintas fracciones recolectadas.

e Se detuvo el paso del agua de enfriamiento.

e Vaciamos el destilador una vez enfriada la solucion residual.

2.15. Evaluacion estadistica del etanol en base de almidén de camote.

Para la determinacion del tamafio de muestra que se le aplicara a la evaluacion se procede

a aplicar la siguiente ecuacion estadistica:

Ng?72
n=————-:{1
(N—1)e2+02e? ( )

Siendo:
n= Tamafo de muestra
N= Tamano de poblacion total

o= Desviacion estandar

En situaciones donde el valor de la desviacion estandar se desconozca, generalmente se

toma el valor equivalente a 0.5.
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Z= Valor obtenido del nivel de confianza considerado.

El nivel de confianza se fija en funcion del interés del investigador. Los valores mas comunesson 99%,
95% y 90%.

Tabla 10. Nivel de confianza segun su porcentaje.
Porcentaje del nivel de confianza
90% 1.64
95% 1.96
99% 2.57

e= Limite aceptable de error muestral.

Estos valores generalmente van desde el 1% (0,001) hasta 10% (0,1) (Aguilar-Barojas,

2016)

Segun los datos obtenidos en bibliografia se procede a utilizar los siguientes datos.

Tabla 11. Datos para determinar el tamafio de muestra

N Nivel de Z %error o
confianza
150 90% 1,64 10 0,5

Fuente: (Autor).
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CAPITULO 3

3. Resultados y discusiones.

3.1. Resultado de la obtencion de almidon
Desarrollo experimental:

Rendimiento del proceso de obtencion de almiddn a partir de camote amarillo (Ipomea
batata).

Para el proceso de obtencién de almidon, se realizaron varias experiencias, partiendo siempre
de la misma cantidad de camote, la cual fue de 30 libras por ensayo, por lo tanto, todos estos
célculos estan sometidos a ese peso inicial. Sin embargo, para los calculos se realiza el
analisis solo por triplicado para mejores resultados. (Schneider, 2017)

Tabla 12. Resultados de obtencion de almidén en gramos

Peso/ensayo Ensayo 1(gramos) Ensayo 2(gramos) Ensayo 3(gramos)
Inicial de camote 13920
Posterior ala 12712 13370,3 11804

selecciéon de

materia primay

lavado

Posterior al pelado 8989,2 11350 8035,8
Previo ala etapade 634,33 1140,32 550,48
secado

Posterior a la etapa 357,79 741,14 291,10
de secado

Posterior al 237,31 550,45 185,31
tamizado

Almidén granulado 120,48 190,55 105,79

Utilizamos los valores correspondientes del almidon posterior al tamizado y el posterior a la
etapa de secado de los 3 ensayos para calcular el % rendimiento, dado por:

.. PesoTamiz x 100
% Rendimiento =——— "~ (2)
PesoPosS
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Donde:

Peso Tamiz: Peso posterior al tamizado

PesoposS: Peso posterior a la etapa de secado

Aplicando la formula, se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 13. Resultados de obtencién de almidén en % rendimiento

Rendimiento/Ensayo Ensayo 1(%) Ensayo 2(%) Ensayo 3(%)
% Rendimiento 66,32 74,27 63,65

Con los resultados obtenidos podemos darnos cuenta que el mejor rendimiento ha sido con la
segunda experiencia obteniendo un % rendimiento del 74,27. Todos los valores fueron obtenidos

en base del contenido de almiddn una vez pasada el proceso de secado.

3.2 Resultados para la hidrolisis acida y enzimatica.

3.2.1. Resultados por hidrolisis acida con HCI.

Para conocer la cantidad de acido a utilizar, se realizaron ensayos manteniendo constante la
dilucion de la muestra de almiddn en agua destilada y variando el uso de acido desde 1 ml hasta

3 ml, con aumentos de 0,5 ml respectivamente. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 14. Resultados para hidrolisis acida con HCI

Muestra Cantidad de ° Brix °Brix pH pH
acido inicial final inicial  Final

utilizado
20 gramos 1 ml HCI 0 10,0 2,34 2,35

de almidén  concentrado
+ 100 ml 1,5 ml 1 11,2 2,29 2,31

H20
2,0 ml 1 12,5 2,20 2,24
destilada

2,5ml 1 15,4 2,09 2,11
3,0 ml 1 17,0 2,00 2,04

Segun los ensayos realizados la cantidad de acido clorhidrico a utilizar son de 3 ml, ya que nos

proporciona un numero optimo en ° Brix para el proceso de fermentacion.
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3.2.2. Resultados por hidrdlisis acida con acido citrico.

Para la segunda experiencia con acido citrico, se mantuvo constante la diluciéon de la muestra de
almidon en agua destilada y se vario el uso de acido desde 10 gramo hasta 50 gramos, con

aumentos de 10 gramos respectivamente. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 15. Resultados para hidrolisis acida con Ac. Citrico

Muestra Cantidad de ° Brix © Brix pH pH
acido citrico inicial final inicial  Final
utilizado

20 gramos 10 gramos 2,0 7.4 1,71 1,72
dealmidon 20 gramos 2,4 8,2 1,45 1,47
+100 ml 30 gramos 3,1 9,0 1,40 1,42
H20 40 gramos 3,6 12,8 1,31 1,34
destilada 50 gramos 4,0 16,0 1,16 1,15

Segun los ensayos realizados la cantidad de acido clorhidrico a utilizar son de 50 gramos, ya que

proporcion6 un numero optimo en grados Brix para el proceso de fermentacion.

3.2.3. Resultados por hidrélisis enzimatica con Alpha amilasa

Se realiz6 6 ensayos con variaciones en peso de la enzima desde 0,2 g, 0,4g,0,6g,0,8g, 1g
y 1,2 g cada 10 minutos. Se observé mediante microscopio el conteo del crecimiento de las
enzimas dandonos cuenta que el crecimiento maximo se da a los 60 minutos, sin embargo, a los
40 minutos de la etapa de hidrolisis enzimatica podemos observar que el crecimiento se mantiene

constante hasta el rango de 60 minutos. (Alajo Sarzosa, 2019).

Tabla 16. Resultados para hidrolisis enzimatica con alpha amilasa

Muestra Cantidad de ° Brix ° Brix pH pH
enzima inicial final inicial  Final
utilizado

20 gramos 0,2 gramos 2 14 54 54
de almidén 0,4 gramos 3,5 16 5,0 5,0
+ 100 ml 0,6 gramos 41 17 49 4,9
H20 0,8 gramos 4,5 18 4,7 4,7
destilada 1,0 gramos 5,0 20 45 45
1,2 gramos 6,0 22 4,3 4,3
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Segun los ensayos realizados la cantidad de Alpha amilasa a utilizar son de 1,0 gramos, ya que

proporciona un numero 6ptimo en grados °Brix para el proceso de fermentacion.

3.3. Resultado del analisis de grados °Brix frente al tiempo

Mediante el uso del biorreactor, generando un medio adecuado, tomando parametros de control,

tales como: tiempo de fermentacion, temperatura, pH y agitacion, se obtuvieron los siguientes

resultados:

Tabla 17. Tiempo de fermentacién vs grados Brix de los tres ensayos
Tiempo de °Brix °Brix °Brix
fermentacion(horas) viaacida Via acida Via enzimética

(Acido (Acido citrico) (Alpha amilasa)
Clorhidrico)

0 17 16 20,0

2 15,2 15,3 18,0
4 14,8 15,0 15,0

6 14,3 14,2 14,0
8 14,0 13,6 13,2
10 13,7 12,5 13,0
24 10,5 12 9,5
26 9,5 11,5 9,5
28 9,1 11,4 9,5
30 8,2 11,2 9,2
32 8,0 11,0 9,2
34 7,9 10,8 9,0
48 7,0 10,0 9.0
50 7,0 9,8 9,0
52 6,8 9,6 8,9
54 6,5 9,0 8,9
56 6,0 9,0 8,7
58 6,0 9,0 8,7
72 6,0 9,0 8,7
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llustracién 1. Comparacion de los tres ensayos

Por la grafica presentada de los tres ensayos podemos apreciar que obtuvimos un ° Brix mayor
en la hidrolisis con HCl y la enzima Alpha amilasa y manteniéndose constante en un intervalo de
tiempo de entre 0 a 8 horas aproximadamente. Ademas, observamos que la etapa de
fermentacion en los tres ensayos culmind, ya que, pasado cierto periodo de tiempo, uno de los
parametros controlados, el cual fue el 2 Brix, se mantuvo constante. Finalmente, podemos decir
que el proceso se llevo a cabo de manera eficaz, ya que la grafica demuestra caidas de 2 Brix a

lo largo del tiempo, indicativo de que las levaduras estan alimentandose por las azucares

obtenidas posterior al proceso de hidrolisis (Hoyos, Urbano, & Villada, 2010).

3.4. Resultado del andlisis de cuantificacién de azucares.

El patron utilizado fue de glucosa, se realizaron ensayos previos para delimitar que

concentraciones utilizar, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 18. Glucosa en concentracion vs absorbancia

Solucién de Glucosa

Concentracion Absorbancia

(ppm) (lambda)
0 0,05
300 0,143
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350 0,169
400 0,216
450 0,298
500 0,36

Para la grafica de concentracion vs absorbancia se excluyo el blanco, ya que las concentraciones
elegidas estaban muy fuera del rango, generando asi una desviacion estandar poco confiable.

Por ello, se obtiene la siguiente curva de calibracion, y con ella la ecuacion de la recta.

Curva de calibracion

0.4
0.35

y=0.0011x- 0.2132
R2=0.9678

©
w

Absorbancia
o
© ©
N (9]

o
=
(6]

o
i

0.05

300 350 400 450 500
Concentracidn

llustracion 2. Curva de calibracion de glucosa mg/L

Para las experiencias con HCI, &cido citrico y la enzima Alpha amilasa, se realizaron ensayos
para elegir la concentracion de lectura. Por lo tanto, se decidid trabajar en diluciones de 500 y

1000 ppm, por triplicado, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 19. Resultados obtenidos de concentracion de glucosa a partir de la ecuacion despejada de la recta
de los tres ensayos en ppm

Concentracién HCI (Absorbancia) C6H807(Absorbancia) Alpha Amilasa (Absorbancia)
ppm lambda
500 0,255 0,207 0,236
0,231 0,198 0,240
0,249 0,211 0,220
1000 0,251 0,257 0,266
0,262 0,301 0,332
58
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0,255 0,276 0,288

Luego, mediante la curva de calibracién del patrén de glucosa se calcula la concentracion, por la

ecuacion de la recta:

y =0,0011x —0,2132 (3)
Donde:
X: Concentracion

Y: Absorbancia

Por lo tanto, se procede a despejar x de la ecuacion:

_ y+0,2132
00011 (4)

Con los datos de la tabla anterior, se reemplaza “y” por todos los valores de absorbancia

obtenidos, teniendo asi los siguientes resultados:

Tabla 20. Resultados obtenidos de concentracion de glucosa a partir de la ecuacién despejada de la recta
por diferentes mecanismos de hidrolisis en ppm.

HCI C6H807 Alpha amilasa
Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentraciéon Absorbancia Concentracion

(Ppm) (Ppm) (ppm)
0,255 425,63 0,207 382 0,236 408,36
0,231 403,81 0,198 373,81 0,240 412
0,249 420,18 0,211 385,63 0,220 393,81
0,251 422 0,257 427,45 0,266 435,63
0,262 432 0,301 467,45 0,332 495,63
0,255 425,63 0,276 444,72 0,288 455,63

El promedio de las concentraciones en 500 y 1000 ppm, obteniendo estos resultados:

Tabla 21. Resultados obtenidos del promedio de la tabla 17 de concentracion de glucosa de los tres
ensayos en ppm.

Concentraciéon Hidrolisis acida Hidrolisis acida con Hidrolisis enzimatica con
en dilucién(ppm) con HCI C6H80O7(Concentracion Alpha amilasa
calculada ppm)

59

José Ricardo Altamirano Samaniego
Jenny Lorena Portilla Farez



& UNIVERSIDAD DE CUENCA

g N
(Concentracion (Concentracion calculada
calculada ppm) ppm)
500 416,54 380,48 404,72
1000 426,54 446,54 462,30

Se realiza la contra dilucién por célculos de las tres experiencias, ya que se debe conocer el valor

general de glucosa de las muestras, sin estar en dilucién. Se obtuvo los siguientes resultados:

Tabla 22. Cantidad de azUcar invertida en g/L

Concentracion Hidrolisis acida Hidrolisis acida con Hidrolisis enzimatica con
en dilucion(ppm) con HCI C6H80O7(Concentracion Alpha amilasa
(Concentracién g/L) (Concentracion g/L)
g/L)
500 213,27 190,24 202,36
1000 218,27 223,27 231,15

Finalmente, aplicamos la formula (1) para conocer el % de hidrolisis, obteniendo los siguientes

resultados:

Ensayo 1: 0,545 = 54,5 %
Ensayo 2: 0,558 = 55,8 %
Ensayo 3: 0,577 = 57,7 %

Por lo tanto, podemos afirmar que la mejor inversion de azucares, ocurrié en via enzimatica,
donde se obtuvo un valor de 231 g/L de glucosa. Este resultado positivo se debe a, que existe
una mayor actividad enzimatica, puesto que la misma, se inoculd directamente en nuestra
muestra (agua + almidén) y empezo a transformar la mayor parte de carbohidratos en azucares
fermentables. Ademas, de que este viene dado con valores menores de absorbancia, los cuales
tienen una relacién directamente proporcional a la concentracién remanente de almidén sin
hidrolizar (Yahiquez, 2019).
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3.5. Resultado de método Neubauer.

Tabla 23. Conteo de células de Alpha amilasa con Neu Bauer

Tiempo(minutos) 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2
gramos  gramos gramos  gramos gramos gramos

0 2 4 6 8 10 12
10 5 9 16 25 32 41
20 10 19 27 41 52 92
30 17 32 44 56 67 154
40 35 55 92 101 125 201
50 35 56 92 103 130 201
60 36 56 92 103 130 202

El procedimiento de recuento en superficies o profunda requiere mucha inversion de tiempo y

materiales que puede verse afectados por la destreza de la persona que realice dicho conteo de

enzimas. Podemos observar que el crecimiento de la enzima Alpha amilasa se dara a partir de

los 50 minutos manteniéndose casi constante su crecimiento y por tanto el tiempo de espera es

en sesenta minutos.

3.6. Resultados de método de Winnick

Para la determinacion por el método de Winnick se utilizaron los resultantes del proceso de

destilacion, donde se obtuvo 12 muestras destiladas entre cabeza, cuerpo y colas en diferentes

tiempos, por lo tanto, se decidié realizar el método para cada uno de ellos, teniendo los siguientes

resultados en viraje:

Tabla 24. Na2S203 consumidos en el viraje.

Anlisis  Analisis  An2ISIS
i con con experiencia
destiadominitos) “P5er®® CEeends ™ apna
__amilasa
Na, S,03; consumidos(ml)
) 2,2 2 1,3
10 2,9 2,2 1,9
15 2,8 2,9 1,8
20 3,4 3,1 2
25 3,4 3,4 2
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30 3,8 3,5 2,6
35 3,6 3,5 2,5
45 3,9 3,5 3,2
55 3,7 3,6 3
65 4,1 3,8 3,8
75 4,6 3,6 3,1
90 4,8 4 3,4

También se realiz6 el viraje del blanco de las tres experiencias para posterior calculo, obteniendo

lo siguiente:

Tabla 25. Na2 S203 consumidos en el blanco

Blanco Naz S203 consumido(ml)
HCI 54
C6H807 4,6
Alpha amilasa 5,6

Luego, se aplica la formula de Winnick, dada de la siguiente forma:

Etanol (%) = oW~ V)
L

Vm

De donde:

* 11,51

N: Normalidad del tiosulfato de sodio (0,1 N)

Vb: Volumen de Na2S203 consumido en la titulacion del blanco (ml)
Vm: Volumen de Na2S203 consumido en la titulacion de la muestra problema (ml)

VM: Volumen de muestra utilizada en la experimentacion (2 ml)

11,51: Se basa en la reaccion Redox, el valor viene del resultado de dividir el peso molecular de

etanol para 4.
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Aplicando la formula se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 26. Resultados obtenidos de etanol en (g/L) de la destilacién en los 3 ensayos

Método de Winnick

Tiempo de Ensayo 3
) i Ensayo 1 Ensayo 2 )
destilado(minutos) o o EnzimaAlpha
HCI Acido citrico
Amilasa
Etanol(g/L)
5 36,832 29,926 49,493
10 28,775 27,624 42,587
15 29,926 19,567 43,738
20 23,02 17,265 41,436
25 23,02 13,812 41,436
30 18,416 12,661 34,53
35 20,718 12,661 35,681
45 17,265 12,661 27,624
55 19,567 11,51 29,926
65 14,963 9,208 20,718
75 9,208 11,51 28,775
90 6,906 6,906 25,322
Método de Winnick de los 3 ensayos
60
50 ]
\1;4-‘3-.._& -
__ 40 N\
< \
L0
S 30 —&#— Con HCI
c
E —&— Con acido citrico
20
—#— Con enzima Alpha Amilasa
10
0

0 20 40 60 80 100

Tiempo (minutos)

llustracion 3. Tiempo vs cantidad de etanol de los tres ensayos
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Se pudo observar el comportamiento de los tres métodos mediante graficas en funcion del tiempo
de destilacion y el contenido de etanol (g/L). De donde, los primeros datos de la cabeza del
destilado comprendidos entre 5 a 20 minutos, tienen las mayores cantidades en etanol por
gramos por litro. La segunda parte que viene a ser el cuerpo del destilado, tiene y abarca valores
constantes en el intervalo de 25 a 55 minutos de etanol en gramos por litro. Finalmente, los
valores referentes a la cola del destilado, comprendido en tiempos de entre 65 a 90 minutos, se
observa una disminucién del contenido de etanol en gramos por litro, ya que a medida que pasa
el tiempo de destilacion, parte del destilado se arrastra con los vapores de agua, haciéndolo
menos puro, esto debido a que, a la misma temperatura de trabajo en la etapa de destilado se
pueden evaporar tanto el etanol como el agua, creando asi una mezcla azeotrdpica, con menos
contenido en grado alcohdlico a lo largo del tiempo (Veiga, 2016). Esto ultimo se demuestra con
la grafica resultante, donde, a medida que transcurre el tiempo, el contenido de etanol (g/L) es

cada vez menor.

3.7. Analisis del método de picnémetro.

Para la determinacion por el método de picnometro se utilizaron los resultantes del proceso de
destilacion, donde se obtuvo 12 muestras entre cabeza, cuerpo y colas en diferentes tiempos,
por lo tanto, se decidioé realizar el método para cada uno de ellos, teniendo los siguientes

resultados:

Peso picndmetro vacio: 16,9992 gramos
Peso picndmetro + agua destilada: 22,7141 gramos

Tabla 27. Peso del picndbmetro mas muestra cada ensayo

Tiempo(minutos) Peso picnémetro + muestra(gramos)
HCI C6H807 Alpha amilasa
5 22,5755 22,6545 22,512
10 22,5943 22,6618 22,4979
15 22,5845 22,6623 22,514
20 22,5836 22,6718 22,4991
25 22,5753 22,5773 22,5123
30 22,5791 22,6677 22,5423
35 22,5753 22,6707 22,5315
45 22,6291 22,6697 22,5226
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55 22,6291 22,6832 22,5347
65 22,6564 22,6902 22,5126
75 22,6392 22,6824 22,5607
90 22,5873 22,6337 22,5683

Una vez pesadas todos los ensayos se procede a utilizar la férmula para el céalculo de densidad

alcohdlica, dado por:

De donde:

Pp+m
Oga =
9 Pp+a

Pp+m: Peso picndmetro + muestra

Ppv: Peso picnémetro vacio

Pp+a: Peso picnémetro + H20 destilada

Dh20: Densidad agua destilada

- P,

P * 8p20
-P,

Aplicada la formula se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 28. Densidad de alcohol en diferentes tiempos del destilado

Tiempo(minutos)

Densidad alcohol (kg/cm3)

En Hidrolisis acida

En hidrolisis acida

En hidrolisis

con HCI con C6H807 enzimaticacon

Alpha amilasa
5 0,9757 0,9895 0,9646
10 0,9790 0,9908 0,9621
15 0,9773 0,9909 0,9649
20 0,9771 0,9925 0,9623
25 0,9757 0,9915 0,9646
30 0,9763 0,9918 0,9699
35 0,9757 0,9924 0,9680
45 0,9851 0,9922 0,9664
55 0,9851 0,9945 0,9686
65 0,9899 0,9958 0,9647
75 0,9868 0,9944 0,9731
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90 0,9902 0,9928 0,9744

Con estos valores, se procede a tabular en una tabla correspondiente a densidad aparente de

alcohol vs grados alcohdlicos. (Ver anexos). Por lo tanto:
Tabla 29. Concentracion de alcohol en cada ensayo en diferentes tiempos del destilado

Tiempo(minutos) Concentracion de etanol (Grado Gay Lussac)
HCI C6H80O7 Alpha amilasa

5 20 8 30,5
10 17 7 32,5
15 18,5 6,8 30,5
20 19 5 32,0
25 20 6 31

30 19,5 6 26

35 20 5 27,5
45 11 5 29,0
55 11 4,5 27,0
65 8 3,5 30,5
75 10,5 4,0 22,5
90 7 5,0 21,5

Grafica de contenido de alcohol

w
]

w
o
8
&
\»
I ]
®

N
(€]

N
o

—&— HCl

[y
(€]

—#— Citrico

2 Alcohdlico

=
o

—— Alpha amilasa

vl

o

0 20 40 60 80 100

Tiempo

llustracion 4. Porcentaje de etanol vs tiempo en cada ensayo

66

José Ricardo Altamirano Samaniego
Jenny Lorena Portilla Farez



ﬁ UNIVERSIDAD DE CUENCA

[ = ]

Se pudo observar que, los mayores valores en alcohol obtenidos, corresponden a la experiencia

con Alpha amilasa, siendo en las primeras muestras de entre 5 a 20 minutos de la misma donde

se obtienen grados alcohodlicos comprendidos entre 30 y 32 ¢ respectivamente.

3.8. Analisis de costos para la elaboracion de alcohol etilico a partir del almidon de

camote

Para la evaluacion de costos se considerd los gastos que se han generado por la compra de

insumos, el numero de unidades producidas, servicios basicos, no se considera los gastos de la

mano de obra. Se considera un costo del alcohol etilico a 5.00% el litro.
Tabla 30. Costos en la obtencién de etanol con acido clorhidrico

Costos por Insumos Directos con HCI

Peso Unidad Precio ($) Peso Costos
utilizado
Camote 30 Libras 0,5 30 15
Papel filtro 1 Pliego 1,5 1 1,5
HCI concentrado 1 Litro 25 0.6 1,5
Nitrégeno 3 Litro 318,14 1 106,04
NaOH 1 Kg 17,5 0.2 0,35
Costo por material
Latas metalicas 8 Unidades 0,5 8 4
Tubos de 12 Unidades 0,05 12 0,6
ensayo
Costos indirectos de fabricacién
Agua 1 Metro cubico 0,83 0.2 0,16
Luz 1 kWh 0,04 20 1,00
Equipos 0,96 kWh 0,04 72 horas 4,68
COSTO TOTAL
Unidades elaboradas aproximadamente 100 ml| 134,79
Precio por ml 1,3479
Tabla 31 Costos en la obtencion de etanol con &cido citrico
Costos por Insumos directos con Acido citrico
Peso Unidad Precio ($) Peso Costos
utilizado
Camote 30 Libras 0,5 30 15
67
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Papel filtro 1 Pliego 1,5 1 1,5
Acido citrico 100 gramos 12,32 100 12,32
Nitrégeno 3 Litro 318,14 1 106,04
NaOH 1 Kg 17,5 0,2 0,35
Costo por material
Latas metalicas 8 Unidades 0,5 8 4
Tubos de 12 Unidades 0,05 12 0,6
ensayo
Costos indirectos de fabricacién
Agua 1 Metro cubico 0,83 0.2 0,16
Luz 1 kWh 0,04 20 1,00
Equipos 0,96 kWh 0,04 72 horas 4,68
COSTO TOTAL
Unidades elaboradas aproximadamente 100 ml| 145,65
Precio por ml 1,4565

Tabla 32 Costos en la obtencion de etanol con la enzima Alpha amilasa

Costos por Insumos Directos con la enzima Alpha Amilasa

Peso Unidad Precio ($) Peso Costos
utilizado
Camote 30 Libras 0,5 30 15
Papel filtro 1 Pliego 1,5 1 1,5
Enzima Alpha 100 Gramos 556 20 111,2
amilasa
Nitrégeno 3 Litro 318,14 1 106,04
NaOH 1 Kg 15,5 0.2 0,35
Costo por material
Latas metalicas 8 Unidades 0,5 8 4
Tubos 12 Unidades 0,05 12 0,6
Costos indirectos de fabricacién
Agua 1 Metro cubico 0,83 0.2 0,16
Luz 1 kWh 0,04 20 1,00
Equipos 0,96 kWh 0,04 72 horas 4,68
COSTO TOTAL
Unidades elaboradas aproximadamente 100 ml 244,53
Precio por ml 2,4453
68
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El costo de produccién via acida con acido clorhidrico fue de $134,79 con un contenido de 100
mly por 1 ml un costo de $1,34, en la experiencia via acida con acido citrico obtuvimos un costo
de $145,65 y por 1ml un costo de $1,45, mientras que con la Ultima experiencia via enzimatica
con la enzima Alpha amilasa tenemos un costo por 100 ml de alcohol etilico obtenido de $244,53
y por 1ml $2,44, se pudo determinar que existe un mayor costo de produccion cuando se usa
enzima Alpha amilasa, mientras que el de menor costo fue el obtenido mediante la experiencia

con acido clorhidrico, y el de mayor costo es la experiencia con la enzima.

Estos costos han sido debido al consumo de insumos que elevan este costo tal como es el caso
del precio del nitrégeno que se usa en las tres experiencias, pero este es de vital importancia en

el proceso de fermentacion.

3.9. Evaluacion de las encuestas sensoriales

En base a la informacién expuesta anteriormente se procedio a calcular el tamafio de muestra y
aplicar la encuesta de aceptabilidad cuyo modelo se encuentra en el Anexo 10.
No2Z2
- (N —1)e? + o2e?
150(0,5)2(1,645)2
~ {150 —1)(0,1)% + (0,5)2(1,645)2
n =41

n

n

Las graficas presentadas demuestran el grado de conocimiento de los entrevistados acerca de
bioetanol y métodos alternos de obtencion. Ademas, muestra la aceptacion visual y olfativa

resultante de todos los procesos aplicados.
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PREGUNTA 1. ¢ CONOCE USTED SOBRE LA EXISTENCIA

DEL BIOETANOL?
No
2%

Si
98%

llustracion 5. Resultado de encuesta de la pregunta uno

PREGUNTA 2. ¢ QUE TIPOS DE FUENTES DE BIOETANOL
Insumos CONOCE?

vegetales
8%
Productos
agricolas
30%

Insumos
alimenticios
62%

llustracion 6. Resultado de encuesta de la pregunta dos
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PREGUNTA 3. ¢HA ESCUCHADO SOBRE LA OBTENCION
DE BIOETANOL A PARTIR DE ALMIDON DE CAMOTE?

No
80%

llustracion 7. Resultado de encuestas de la pregunta tres

Pregunta 4. Grado de aceptacion

6
5
S 5
L
o 4
3
© 3
S
-8 2
® 1
(U]
Ensayo 1(HCl) Ensayo 2(Ac. Ensayo 3(Enzima
Citrico) Alpha amilasa)
B Aroma 5.62 3.77 4.87
M Color/Turbidez 5.206 2.358 4.739
B Sabor 5.544 4.357 4,938

llustracion 8. Resultado de la encuesta de la pregunta cuatro
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES

La obtencién de almidén fue un proceso extenso, pero a su vez de facil acceso y preparacion. Se
realizaron 3 ensayos para determinar el % de rendimiento que tenian los mismos. Partiendo de
la misma cantidad de materia prima, se obtuvo en el segundo ensayo el mayor rendimiento de
obtencién de almidon, siendo este de 74,27 %. La pérdida de porcentaje, se debe al pelado el
cual pudo producir mayor pérdida de material; otro motivo es la maduracién del tubérculo y el
tiempo de licuefaccién elevado. Ademas, se debe considerar, que el porcentaje obtenido es solo
referente a la cantidad total de polvo fino de almidén de camote, considerando como el 100 % a
la suma del polvofino con la parte granular del almidon. ElI de menor rendimiento fue de la tercera
experiencia siendo del 63,65 % en rendimiento.

La hidrolisis acida aplicada, presentd en inversion de azucares de hasta 213,2727 g/L con HCl y
de 223,2727 g/L con acido citrico, mediante el método de acido fenol sulfdrico, mientras que para
el caso de la enzima Alpha amilasa, se obtuvo un valor maximo de 236,1515 g/L. Por lo tanto, se
pudo afirmar que el mejor método para hidrolizar en funcion del contenido de azucares finales,
es la via enzimatica, ademas de considerarse un proceso mas sencillo, donde la enzima solo
necesitaba que la muestra haya pasado previamente por el proceso de gelificacion para ponerla
a prueba, a diferencia del método acido, que se debe trabajar con ayuda de una autoclave, para
que los acidos rompan al gel. Estos valores también se demuestran con la toma inicial de datos

en ° Brix, donde se partié con un valor de 220 Brix para el caso de la enzima.

Para la fermentacion, ya sea por via acida o enzimatica, se logré obtener alcohol, previo al
proceso de hidrolisis, demostrando que es posible el uso de almidén como método alterno para

obtencién de bioetanol.

Ademas, se realiz6 un estudio de 72 horas en el tiempo de fermentacion, se pudo observar que
existe un comportamiento similar en los dos métodos, ya sea via acida o enzimatica, cuando este
alcanza sus 10 horas de tiempo de fermentacion, donde los valores fluctian entre 12-13 °Brix.
De lamisma manera, latoma de datos constante, indicé que las experiencias al pasar del tiempo,
disminuian los °Brix, demostrando asi, que existia un consumo de azucares, mediante la accion

de las levaduras contenidas en el medio, ilustrada en la tabla 12.

Dentro de la etapa de destilacion, se realizaron dos métodos para demostrar la existencia de
etanol en el producto final. Uno de ellos fue el método de Winnick, el cual, una vez realizada la
experiencia nos dio como resultado que, en los primeros tiempos de destilaciéon, comprendidos
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entre 5y 10 minutos, es donde se hallaba méas contenido en etanol, siendo asi de 36,832 g/L para
via acida con HCI, 29,926 g/L para via acida con &cido citrico y de 49,493 g/L para via enzimatica
con Alpha amilasa. Lo cual indica que el método enzimético es mas eficaz, ademas de encontrar
una similitud en las tablas 23, 24 y 25 respectivamente, del contenido de etanol donde se
mantiene constante sus cantidades en tiempos de entre 25 a 55 minutos. Es por esto, se aplicd
el segundo método, referente a densidades relativas por picndmetro, para asi demostrarde otra
forma que experiencia tomar en consideracion. Gracias a ello, se pudo observar como existe una
variacién de grado alcohdlico en funcién del tiempo para los dos ensayos, donde la enzima
comprende valores entre 20 hasta 31 grados Gay Lussac, mientras que, en el caso del HCI, sus
valores entran en un rango de 7 hasta 20 grados Gay Lussac, datos demostrados en latabla 28.
Entonces, se confirma que el mejor método de estudio para obtencién de etanol, es mediante la
ayuda de la enzima Alpha amilasa. La experiencia con acido citrico se descarta, ya que a pesar
de tener un valor maximo en Winnick de 29,926 g/L, con el segundo analisis, se observo que
existe una poca cantidad de alcohol, una vez pasado el proceso de destilacion, convalores

comprendidos entre 3 hasta 8 grados Gay Lussac.

Con respecto al analisis econdmico se determind que la via acida con HCI es el método mas
barato, siendo de $134,79 para 100 ml de producto final. Su costo se justifica por la cantidad del
reactivo usado en la hidrolisis. EI de mayor costo resulto ser el ensayo con la enzima Alpha
amilasa, siendo de $244,53 para 100 ml de producto final. El costo de produccion es proporcional
al precio de la enzima, ya que un gramo de esta, cuesta alrededor de $5,56, aun asi, las tres

experiencias tienen costos excesivos ilustrados en la tabla 29.

Finalmente, con las evaluaciones de aceptabilidad, se obtuvo resultados positivos para el caso
del ensayo 1 con HCI, ya sea en color, sabor y aroma, en diferencia con la de base enzimatica.
Los resultados en base acida con Ac. Citrico son resultados medianamente negativos, siendo su

color, la variable menos aceptada por el encuestador.
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5. RECOMENDACIONES

Incentivar al sector agricola sobre el cultivo del camote, ya que este producto ha crecido en su

utilizacién en las industrias, pero no ha sido utilizado en nuestro pais.

El estudio del uso del almidén de camote como medio alternativo para la elaboracién de etanol

es bastante limitado por el cual se recomiendo ampliar el estudio del mismo.

Investigar otros métodos para la obtencion de almidon y no desperdiciarlo tal como la molienda

en via seca o pulverizacion.

Para un mejor rendimiento en la obtencion del almidén es el pelado quimico, para asi no tener

mayores pérdidas en el tubérculo.

Para lograr un buen rendimiento en los ensayos de hidrolisis acida, asi como enzimatica es
necesario que el almidén se encuentre en excelente estado y que este sea homogéneo,

respetando las cantidades exactas de estos reactivos.

En el proceso de fermentacién este debe estar completamente esterilizado con el fin de evitar la

contaminacioén y el desarrollo de microorganismos que alteren el proceso de obtencion de etanol.

En el proceso de fermentacion e hidrolisis acida y enzimatica ya que se debe monitorear el pH
mediante soluciones buffers o amortiguadoras para asegurar el correcto funcionamiento de la

enzimay de la levadura de estos procesos.

Ensayar con otro tipo de enzima para tener una comparacion con estas dos clases en el proceso

enzimatico.
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7. ANEXOS

Anexo 1.
Tabla 33. Relacion entre Concentracion de Etanol y Gravedad Especifica Fuente: (Ledn, 2010)

g 2 3 8 § 2 8 8 § 2 8 8 g2 % 8
S % 6§ & & G5 % & & & 8% & g & 3
0 1.0000 26 0.9698 52 0.9303 78 0.8693
1 0.9985 27 0.9687 53 0.9283 79 0.8666
2 0.9970 28 0.9676 54 0.9263 80 0.8638
3 0.9956 29 0.9665 55 0.9242 81 0.8610
4 0.9942 30 0.9653 56 0.9221 82 0.8528
5 0.9928 31 0.9642 57 0.9200 83 0.8553
6 0.9915 32 0.9630 58 0.9178 84 0.8524
7 0.9902 33 0.9617 59 0.9156 85 0.8494
8 0.9890 34 0.9604 60 0.9134 86 0.8464
9 0.9876 35 0.9591 61 0.9112 87 0.8436
10 0.9866 36 0.9577 62 0.9089 88 0.8402
11 0.9854 37 0.9563 63 0.9066 89 0.8371
12 0.9843 38 0.9548 64 0.9043 90 0.8338
13 0.9832 39 0.9533 65 0.9020 91 0.8305
14 0.9821 40 0.9518 66 0.8997 92 0.8270
15 0.9810 41 0.9502 67 0.8973 93 0.8235
16 0.9800 42 0.9486 68 0.8949 94 0.8198
17 0.9789 43 0.9469 69 0.8924 95 0.8160
18 0.9779 44 0.9452 70 0.8900 96 0.8121
19 0.9769 45 0.9435 71 0.8875 97 0.8079
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€ g
20 0.9760 46 0.9417 72 0.8850 98 0.8036
21 0.9750 47 0.9399 73 0.8824 99 0.7989
22 0.9740 48 0.9381 74 0.8799 100 0.79389
23 0.9729 49 0.9362 75 0.8773
24 0.9719 50 0.9343 76 0.8746
25 0.9708 51 0.9323 77 0.8720
Anexo 2.
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Diagrama 1. Proceso de la elaboraciéon de almidon de camote
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Anexo 3.

*Almidon de camote
eAgua destilada

*El aumento de temperatura aumenta su eficacia

eHasta que llegue a temperatura constante

*Mezcla de 50g de acido citrico mas 1000 ml de agua destilada
*Medicion de Brix y pH, iniciales y finales

e «Dejar reposar hasta que tenga temperatura ambiente y colocar en un envase metalico y sellar
ellado

AUEEEL ePresion de 20 PSly 130°C
ve

N
w eFiltrar y colocar el filtro en un baldn de 1 litro de capacidad
J

Diagrama 2. Proceso para la inversion de azucares con &cido citrico.

Anexo 4.
ARGl [ 1o [ APA T « Mediciones iniciales de Brix
de agua destilada » Mediciones iniciales de pH

» Tiempo maximo 5 minutos
» Temperatura maximo 60 °C

R ¢ Durante 20 minutos
eposar » Adicionar 3 ml de HCl concentrado
Trasvasar « Envases metalicos y sellados

* A presion de 20 PSI

Colocar en autoclave * Atemperatura de 130 °C
» Tiempo maximo 40 minutos

Filtrar * Papel whatman tipo estandar
Almacenar *Balonesde 1 litroa 5 °C, leemos los Brix y PH iniciales

Diagrama 3. Proceso para la inversion de azucares con &cido clorhidrico

Colocar a la estufa
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eAparicion de grumos

e Afadir calor temperatura maxima 60 °C

eHasta alcanzar tem peratura constante

e Actla a temperatura ambiente

eTiempo minimo 1 hora

*Uso de papel filtro

eColocar en un balén y guardar en refrigeracion

Diagrama 4. Proceso para la inversion de azlcares con enzima alpha amilasa

>
]
@
X
o
o

Disoluciones pa * Realizar varias pruebas en tubos de ensayos

Adicion de 2ml de solucién a

. e Colocar en cada tubo de ensayo
de azUcar

Adicion de 1ml de Fenol mas 5ml de

H2504 * Se colocara en cada tubo de ensayo

Reposo e Dejar reposar durante 10 minutos

Agitar ® Por un tiempo de 30 segundos
Sumergir en agua ¢ Dejar en bafio Maria con agua fria
Realizar lecturas e Con longitud de onda de 490 nm

Lecturas por triplicado e Verificamos los resultados

Diagrama 5. Proceso para el método fenol-sulfirico
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Anexo 7.

Diluir la muestra

1ml de KI mas 3
gotas de almidon

enlacajaB

Titular con
Na2S203 hasta el
viraje color azul

Anexo 8.

Pesar el picnometro
vacio, limpioy seco

2ml de muestra
en la cAmara A

Retirar el cierre
de las cajas y
destapar.

Realizar los
ensayos por
triplicado

Diagrama 6. Proceso para el método de Winnick.

Llenar

completamente

2ml de K2CO3 en
la cdmara A

Colocar las cajas
a 125°F por 2
horas

Pesar todo

1ml de K2Cr207
en lacamaraB

Cerrar las cajas
bipetri
herméticamente

Realizar los calculos

pertinentes

incluido el capilar

Diagrama 7. Proceso para el método de picndmetro para densidad de alcohol
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Anexo 9.

Cargar el baldn de
destilacion con el Introducir agua en
material el serpentin
fermentado

Colocar los tapones
para el cierre del
sistema

Terminar el proceso

hasta que no haya Proceder ala
existencia de limpieza del equipo
alcohol etilico

Diagrama 8. Proceso para la destilacion simple
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Anexo 10.

UNIVERSIDAD DE CUENCA
CARRERA DE INGENIERIA QUIMICA

ENCUESTA DE ACEPTACION SENSORIAL DE BIOETANOL A PARTIR DE ALMIDON DE
CAMOTE DIRIGIDA A PUBLICO EN GENERAL.

La presente encuesta tiene como objetivo determinar el grado de aceptabilidad sensorial de un
método alterno de obtencion de bioetanol. El producto consiste en la obtencién de etanol a partir
de almidon de camote, mediante la accidn de tres procesos diferentes, se pretende obtener un
criterio del publico, al analizar varias caracteristicas del producto final, mayoritariamente visuales
y en base a esto, reconocer que ensayo fue el mas aceptado.

El tiempo estimado para realizar la encuesta es de 2 minutos. (GRACIAS POR SU
COLABORACION!

Datos:
Género: Masculino: Femenino: No especifica:

Edad:

1. ¢Conoce usted sobre la existencia del bioetanol?
Si

No

En caso de ser negativa su respuesta, dar por terminada la encuesta.

2. ¢Qué tipos de fuentes de bioetanol conoce?
Insumos alimenticios (Cafia de azucar, remolacha, maiz)
Residuos agricolas (Bagazo de cafa, sorgo)
Insumos vegetales (Algas verdes, arboles)
3. ¢Ha escuchado sobre la obtencién de bioetanol a partir de almidén de camote?
Si_

No

4. Marque con una X para indicar su nivel de agrado correspondiente a las caracteristicas
estudiadas del bioetanol, de acuerdo a la siguiente escala:

6 5 4 3 2 1
Excelente Aceptable Moderadam Poco Regular Inaceptable
ente aceptable
aceptable
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Ensayo 1

Evaluacion
Caracteristicas
1 2 3 4 5 6

Aroma

Color

Sabor

Ensayo 2

Evaluacion
Caracteristicas
1 2 3 4 5 6

Aroma

Color

Sabor

Ensayo 3

Evaluacion
Caracteristicas
1 2 3 4 5 6

Aroma

Color

Sabor

5. ¢Tendria en cuenta a este bioetanol como fuente alterna de combustible en porcentaje
5% en mezcla con combustibles comerciales, con el fin de reducir el impacto ambiental?
Si

No

6. ¢Qué ensayo piensa usted que fue el mas facil y econémico de obtener?
Ensayo 1
Ensayo2

Ensayo 3

FIN DE LA ENCUESTA
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Anexo 11.

Imagen 1. Recepcidn de materia prima Imagen 2. Licuado de materia prima

Imagen 4. Precipitado de almiddn de camote

/ 6. Almiddn d s de la etapa d do.
Imagen 5. Etapa de secado de almiddn humedo magen fmidon despues de la etapa de secado
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Imagen 7. Andlisis preliminar para hidrélisis dcida

Imagen 10. Filtrado de muestra posterior a la hidrdlisis.

-~
“u N -~ -
Imagen 11. Centrifugado de muestras previo al filtrado. Imagen 12. Diluciones en 500 y 1000 ppm de los 3
ensayos.
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Imagen 13. Uso de microscopio para conteo de células de

Imagen 14. Azul de metileno usado en método de Neu
enzima Alpha amilasa.

Bauer.

Imagen 15. Alpha amilasa vista desde el microscopio. Imagen 16. Ensayos diluidos y agregados H2504 para
lectura en cromatdgrafo.

OO0 WENMI NOTE Y
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Imagen 17. Glucosa diluida en distintas concentraciones en Imagen 18. Curva de calibracion de glucosa obtenida.
celdas para lectura en cromatdgrafo.
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Imagen 19. Fermentacion en biorreactor con ensayo via dcido Imagen 20. Fermentacion en biorreactor con ensayo via
citrico. Alpha amilasa.

Imagen 21. Fermentacion en biorreactor con ensayo via dcido
clorhidrico.

Imagen 23. Colocacion de destilado en cajas bipetri para Imagen 14. Etapa de secado en método de Winnick.
método de Winnick
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Imagen 25. Viraje de muestras en método de Winnick.
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