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Introducción

La creciente demanda mun-
dial de bioetanol para su uso 
como combustible, solvente 
industrial o agente de limpie-
za ha generado la necesidad 
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de encontrar sustratos novedo-
sos de bajo costo y disponi-
bles para disminuir los costos 
de producción (Horta, 2006). 
Una alternativa ambientalmen-
te amigable consiste en el uso 
de los residuos agroindustria-

les como sustrato en los pro-
cesos biotecnológicos. Entre 
estos residuos se encuentran 
aquellos del procesamiento 
agroindustrial de la papa (So‑
lanum tuberosum), la cual es 
reportada como el segundo 

alimento más consumido a 
nivel mundial, de la que pue-
de generar entre 20 y 25% de 
residuos como la cáscara, con 
un alto contenido (>70%) de 
almidón (García y Olivares, 
2007; Afifi et al., 2011).

OPTIMIZacIÓN Del cOcUlTIvO De Aspergillus niger Y 
Saccharomyces cerevisiae Para la ObTeNcIÓN De eTaNOl a ParTIr 
De lOs resIDUOs Del PrOcesaMIeNTO aGrOINDUsTrIal De 
la PaPa (Solanum tuberosum)
José A. Morocoima, Annalisse Bertsch, Gabriela Domínguez, 
Claudio Mazzani e Isabel Díaz

RESUMEN

Se llevó a cabo la caracterización del cocultivo de Aspergillus 
niger y Saccharomyces cerevisiae para la obtención de etanol a 
partir de residuos del procesamiento agroindustrial de la papa (So-
lanum tuberosum). Se utilizó la metodología de superficie de res‑
puesta (MSR) mediante un diseño del compuesto central ortogonal 
(DCCO), para identificar las mejores condiciones en cuanto a volu‑
men (%) de inóculo de A. niger y de S. cerevisiae, el tiempo para 
inocular la levadura (h) y la concentración de sustrato (g·l‑1) para 
la producción de etanol (%p/v). Los resultados obtenidos duran‑
te el proceso de fermentación revelaron que el cocultivo degradó 
96,2% del almidón en el medio para producir 1,7% p/v de etanol 
(0,44g etanol/g sustrato), 91,3% del rendimiento teórico máximo. La 

actividad enzimática en el caldo se incrementó hasta alcanzar un 
máximo de 39,21UA/ml a las 24h para la amilasa y 2,95UI/ml para 
la glucoamilasa a las 32h. El análisis de regresión señaló que el 
parámetro de mayor relevancia fue la concentración de sustrato. Se 
empleó el análisis Ridge para obtener las siguientes condiciones: 
concentración inicial del sustrato (79,4g·l‑1), tiempo de inoculación 
de S. cerevisiae (24h), inóculo de A. niger (6%) e inóculo de S. ce-
revisiae (10%), con lo que se podría obtener 2,76% p/v de etanol. 
La comparación del cocultivo en las condiciones optimizadas y sin 
optimizar señala que en 56h es posible superar en 41% la concen‑
tración de etanol producida originalmente.
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OPTIMIZaTION OF Aspergillus niger aND Saccharomyces cerevisiae cOcUlTUre FOr THe PrODUcTION OF 
eTHaNOl FrOM POTaTO (Solanum tuberosum) aGrOINDUsTrIal PrOcessING WasTes
José A. Morocoima, Annalisse Bertsch, Gabriela Domínguez, Claudio Mazzani and Isabel Díaz

SUMMARY

The characterization of coculture of Aspergillus niger and Sac-
charomyces cerevisiae for ethanol production from agroindustrial 
residues of potato was carried out. It was used the response sur‑
face methodology (SRM) was used, employing a central compo‑
nent orthogonal design (CCOD) to identify the best conditions for 
the volume (%) of A. niger and S. cerevisiae inocula, the time to 
inoculate yeast (h) and the substrate concentration (g·l‑1) for the 
production of ethanol (% w/v). The results obtained during the 
fermentation process revealed that coculture degraded 96.2% 
of starch in the medium to produce 1,7% w/v ethanol and 0.44g 
ethanol/g substrate (91,3% of theoretical maximum yield). The en‑

zyme activity in the culture broth was increased to a maximum 
of 39.21AU/ml at 24h for amylase and 2.95IU/ml at 32h for glu‑
coamylase. Regression analysis indicated that the most important 
parameter was the concentration of substrate. The Ridge analy‑
sis identified as better initial conditions: substrate concentration 
(79.4g·l‑1), time of inoculation of S. cerevisiae (24h), size of inocu‑
lum of A. niger (6%) and inoculum of S. cerevisiae (10%) to ob‑
tain 2.76% w/v of ethanol. Comparing the coculture in optimized 
and non‑optimized conditions indicate that it is possible in 56h to 
obtain 41% more of ethanol than it was originally produced.
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El almidón de este tipo de 
sustrato puede ser fermentado 
directamente por algunos micro-
organismos, pero en la mayoría 
de los casos debe ser previa-
mente hidrolizado a azúcares 
simples (Nigam y Singh, 1995). 
En años recientes se ha intenta-
do, con resultados prometedores, 
eliminar el paso de la sacarifica-
ción y licuefacción enzimática 
mediante el empleo de un co-
cultivo simbiótico de organis-
mos amilolíticos y fermentado-
res de azúcares (Robertson et 
al., 2006). En este sentido, dife-
rentes estudios han demostrado 
que Aspergillus niger, a través 
de las enzimas amilolíticas que 
genera (α-amilasa y glucoamila-
sa principalmente), puede hidro-
lizar este polisacárido a azúca-
res que posteriormente pueden 
ser fermentados anaeróbicamen-
te por Saccharomyces cerevisiae 
(Mujica, 2006; Ado et al., 
2009). Se ha reportado que a 
partir de los residuos del proce-
samiento de la papa se alcanza 
un rendimiento teórico máximo 
de 56,7g de etanol/100g de almi-
dón crudo, así como la obtenci-
ón de 74l·t-1 de bioetanol (Abou-
zied y Reddy, 1986;Afifi et al., 
2011).

El uso de cocultivos permite 
disminuir los tiempos de reten-
ción, producir cantidades signi-
ficativas de biomasa, azúcares 
simples y enzimas como pro-
ductos colaterales, en compara-
ción con los monocultivos; así 
mismo permite prevenir las al-
tas concentraciones inhibitorias 

de los azúcares, mejora la acti-
vidad amilolítica y por ende el 
rendimiento en etanol (Abou-
zied y Reddy, 1986; León et 
al., 1997; Ado et. al., 2009). 
Aunque en el proceso de ob-
tención de etanol el uso de re-
siduos agroindustriales dismi-
nuye los costos, existen otros 
aspectos de la fermentación y 
recuperación del producto, tales 
como el uso de cepas altamente 
productoras de etanol, control 
de la viscosidad del proceso, 
recuperación de la biomasa, 
tamaño del inóculo y tempera-
tura del proceso, entre otros, 
que requieren de su optimizaci-
ón para que el proceso sea eco-
nómicamente rentable y compe-
titivo (Zhang et al., 2011).

El presente trabajo tiene 
como objetivo caracterizar el 
cocultivo de Aspergillus niger y 
Saccharomyces cerevisiae y 
optimizar los parámetros que 
influyen en el proceso de fer-
mentación para la obtención de 
etanol a partir de los residuos 
del procesamiento agroindus-
trial de la papa.

Materiales y Métodos

Acondicionamiento del 
sustrato

Los desechos del procesa-
miento agroindustrial de la papa 
fueron donados por una empresa 
de la localidad y trasladados a 
las instalaciones de la Planta de 
Vegetales del Instituto de Quí-
mica y Tecnología, Facultad de 

Agronomía, Universidad Central 
de Venezuela. Fueron deshidra-
tados en un secador de bandejas 
Proctor Schwartz (Philadelphia, 
PA, EEUU) a 60°C y velocidad 
de aire de 5m·s-1. Posteriormen-
te se redujo su tamaño en un 
molino de martillos Rietz Manu-
facturing (Santa Rosa, CA, 
EEUU) como acondicionamiento 
previo a los análisis físicos quí-
micos. La harina obtenida fue 
caracterizada siguiendo la meto-
dología de la AOAC (1990) y su 
composición (expresada en base 
seca) resultó ser: grasa 0,52%; 
cenizas 2,75%; proteínas 6,97%; 
glucosa 0,56%; almidón 89,61%; 
extracto libre de N2 88,05%; fi-
bra cruda 2,12%.

Proceso de fermentación 

Para hidrolizar el almidón se 
empleó un aislado de Asper-
gillus niger ANM-1 pertene-
ciente a la colección del cepa-
rio del Laboratorio de Micoto-
xicologia de la Facultad de 
Agronomía, Universidad Cen-
tral de Venezuela. Para la ob-
tención del etanol se utilizó 
una levadura deshidratada co-
mercial de Saccharomyces cere-
visiae.

Los microorganismos fueron 
cultivados en fiolas de 500ml, 
donde se incorporó 100ml de 
una solución salina conteniendo 
(por litro de agua): sulfato de 
magnesio 5g; sulfato de amonio 
2g; carbonato de calcio 0,5g; 
fosfato potásico monobásico 2g; 
extracto de levadura 2g; y sus-

trato (residuos de papa) 40g. El 
pH se ajustó a 5 con ácido 
clorhídrico para luego ser este-
rilizado a 121°C por 15min 
(García y Olivares, 2007).

Por cada 100ml de medio de 
cultivo se inoculó una suspen-
sión de esporas de A. niger, la 
cual se obtuvo por raspado de 
superficie de una colonia en 
crecimiento en papa dextrosa 
agar en cuña. Este raspado fue 
arrastrado con agua destilada y 
la suspensión formada se filtro 
eliminando los restos de mice-
lio y conidióforos, para unificar 
el inóculo con la presencia de 
los conidios. La concentración 
del inóculo fue de 1×106 espo-
ras/ml, contabilizadas en cáma-
ra de Newbauer. Así mismo, 
por cada 100ml de medio se 
inoculó una suspensión de S. 
cerevisiae previamente hidrata-
da en agua estéril a razón de 
20g·l-1 por 30min. La fermen-
tación se llevó a cabo a 38°C y 
90 oscilaciones/min durante un 
total de 72h, incluyendo la fase 
aeróbica de hidrólisis y la ana-
eróbica de fermentación alcohó-
lica (Bertsch et al., 2010).

Cinética de fermentación

Durante la fermentación, los 
cambios fueron monitoreados 
mediante las mediciones de pH 
medido con un equipo Orión 
modelo 420A con electrodo de 
vidrio; almidón según el méto-
do colorimétrico de Mc Cready 
modificado (Mc Cready et al., 
1956); azúcares reductores por 

OTIMIZaÇÃO DO cO-cUlTIvO De Aspergillus niger e Saccharomyces cerevisiae Para a ObTeNÇÃO De eTaNOl a 
ParTIr DOs resÍDUOs DO PrOcessaMeNTO aGrOINDUsTrIal Da baTaTa (Solanum tuberosum)
José A. Morocoima, Annalisse Bertsch, Gabriela Domínguez, Claudio Mazzani e Isabel Díaz

RESUMO

Realizou‑se a caracterização do co‑cultivo de Aspergillus ni‑
ger e Saccharomyces cerevisiae para a obtenção de etanol a 
partir de resíduos do processamento agroindustrial da batata 
(Solanum tuberosum). Utilizou‑se a metodologia de superfície 
de resposta (MSR) mediante um desenho do composto central 
ortogonal (DCCO), para identificar as melhores condições 
quanto a volume (%) de inoculo de A. niger e de S. cerevi-
siae, o tempo para inocular a levedura (h) e a concentração 
de substrato (g·l‑1) para a produção de etanol (%p/v). Os re‑
sultados obtidos durante o processo de fermentação revelaram 
que o co‑cultivo degradou 96,2% do amido no meio para pro‑
duzir 1,7% p/v de etanol (0,44g etanol/g substrato), 91,3% do 

rendimento teórico máximo. A atividade enzimática no caldo 
se incrementou até alcançar um máximo de 39,21UA/ml em 
24hs para a amilase e 2,95UI/ml em 32hs para a glucoamila‑
se. A análise de regressão mostrou que o parâmetro de maior 
relevância foi a concentração de substrato. Empregou‑se a 
análise Ridge para obter as seguintes condições: concentração 
inicial do substrato (79,4g·l‑1), tempo de inoculação de S. cere-
visiae (24hs), inóculo de A. niger (6%) e inoculo de S. cerevi-
siae (10%), com o que se poderia obter 2,76% p/v de etanol. A 
comparação do co-cultivo nas condições otimizadas e sem oti‑
mizar mostra que em 56hs é possível superar em 41% a con‑
centração de etanol produzida originalmente.
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el método de Nelson-Somogyi 
(Nelson, 1944; Somogyi, 1945) 
y el etanol según el método 
estándar de destilación (AOAC, 
1990). Adicionalmente, se eva-
luó la actividad de la glucoami-
lasa en el caldo, la cual fue 
reportada en unidades interna-
cionales (UI/ml), definida esta 
unidad como la cantidad de 
enzima que produce un 1µmol 
de glucosa en 20min a pH 5 y 
60°C a partir de una solución 
con almidón (Olmos, 1987). La 
actividad enzimática de la 
α-amilasa fue reportada en uni-
dades amilolíticas (UA/ml), 
unidad definida como la capa-
cidad de hidrolizar 0,1mg de 
almidón en 30min a pH 5 y 
37°C, según el método de Ho-
phins y Bird modificado (Ho-
phins y Bird, 1954).

Diseño experimental

Se empleó la metodología 
de superf icie de respuesta 
(MSR) la cual incluye un con-
junto de métodos y procedi-
mientos matemáticos y estadís-
ticos que permite obtener un 
modelo polinomial de bajo or-
den para representar la varia-
ble de interés en función de 
los factores involucrados, y así 
ubicar las combinaciones de 
los factores que generan una 
respuesta óptima. La MSR fue 
utilizada en el proceso fermen-
tativo de obtención de etanol 
(porcentaje de alcohol en la 
muestra (%p/v; Tabla I) a fin 
de identificar los factores que 
influyen en el proceso y obte-
ner un modelo polinomial cua-
drático que represente la res-
puesta obtenida. Una vez iden-
tificados los factores influyen-
tes en el proceso se utilizó un 
diseño compuesto central orto-
gonal (DCCO) conformado por 
un factorial 24, ocho puntos 
estrellas con un α ±1,545 y 

tres puntos centrales (Tabla II) 
para generar el polinomio cua-
drático que represente el % de 
obtención de etanol. El estudio 
estadístico se realizó con el 
paquete estadístico SYSTAT 
7.0. Una vez obtenido el poli-
nomio cuadrático que mejor 
representa la respuesta, se pro-
cedió a estudiar la ecuación 
por métodos matemáticos para 
ubicar las combinaciones de 
factores que generan una me-
jor respuesta, utilizando el 
MATLAB 6.5.

resultados y Discusión

Cinética del cocultivo de A. 
niger y S. cerevisiae para 
obtención de etanol

Tal como se observa en la 
Figura 1a, como resultado de 
la fermentación, el almidón 
fue totalmente degradado a las 
48h por las amilasas y glucoa-
milasas secretadas por A. ni‑
ger. El máximo nivel de glu-
cosa (0,96g/100ml) en el caldo 
fue obtenido a las 24h de fer-
mentación, momento cuando 
se inoculó la levadura S. cere‑
visiae, lo que provocó su drás-
tica disminución, al ser trans-
formada en alcohol. Se alcan-
zó una producción de etanol 
de 1,7% p/v, con un rendi-
miento de 0,44g etanol/g de 
sustrato, que representa el 
91,3% del rendimiento máximo 
teórico en base al contenido 
de almidón en la muestra. Es-
tos resultados superan a los 
reportados por Abouzied y 
Reddy (1986). Paralelamente, 
durante el proceso la actividad 
enzimática en el caldo se in-
crementó hasta alcanzar un 
punto máximo de 39,21 UA/ml 
a las 24h para la α-amilasa y 
de 2,95UI/ml para la glucoa-
milasa a las 32h (Figura 1b). 
Posteriormente estas decrecen 

rápidamente, posi-
blemente debido a 
la desaparición del 
sustrato (Ado et al., 
2009).

Optimización de las 
condiciones de 
cultivo y 
comparación de la 
cinética de 
fermentación 
optimizada y sin 
optimizar

El análisis de re-
gresión permitió es-
tablecer que los fac-
tores que afectan de 
manera significativa 
la obtención de eta-
nol fueron la con-
centración inicial del sustrato 
(P<0,01) y el cuadrado del 
tiempo de inoculación de S. 
cerevisiae (P<0,05). El aumen-
to del factor concentración del 
sustrato resultó fundamental 
en la obtención de mayores 
azúcares fermentables para ser 
convertidos a etanol, lo cual 
coincide con lo señalado por 
González y Molina (2006) y 
Abouzied y Reddy, (1986).

Sin embargo, para efecto del 
estudio se tomaron todos los 
factores, considerándolos nece-
sarios para lograr la obtención 
del óptimo. En este sentido el 
modelo de regresión estimado 
para la optimización de la ob-
tención de etanol con un por-
centaje de confiabilidad del 
95%, es

Por otra parte, el polinomio 
ajustado a los datos permitió 
obtener las superficies de res-

puestas que muestran el com-
portamiento de la producción 
de etanol según la combinaci-
ón de los factores evaluados 
(Figura 2a-f ). Tal como se 
muestra en la figura, no se 
observó evidencia de la pre-
sencia de puntos máximos en 
las superficies. Por ello, con 
ayuda del modelo cuadrático 
obtenido en el estudio, se pro-
cedió a aplicar procedimientos 
matemáticos que permiten en-
contrar las condiciones ópti-
mas, o en su defecto ir en 
busca de una mejor respuesta 
en relación a la producción de 
etanol (aplicación del análisis 
Ridge).

En este sentido, se determi-
nó el punto donde matemática-
mente debería tener la mejor 

respuesta, estimando un por-
centaje de etanol de 1,64% 
mediante la combinación X1= 

TABLA I
NIVELES DE ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE INFLUYEN 

SOBRE LA PRODUCCIÓN DE ETANOL.

Factores
Niveles

-α -1 0 1 +α
X1= C. inicial del sustrato (g/l) 40 47,06 60 72,91 80
X2= T. de inoculación de S. cerevisiae (h) 16 18,82 24 29,17 32
X3= Inóculo de A. niger (%) 5 5,88 7,5 9,11 10
X4= Inóculo de S. cerevisiae (%) 5 5,88 7,5 9,11 10

TABLA II
MATRIZ DEL DISEÑO 

COMPUESTO CENTRAL

X1 X2 X3 X4

-1 -1 -1 -1

Factorial 24

-1 -1 -1 1
-1 -1 1 -1
-1 -1 1 1
-1 1 -1 -1
-1 1 -1 1
-1 1 1 -1
-1 1 1 1
1 -1 -1 -1
1 -1 -1 1
1 -1 1 -1
1 -1 1 1
1 1 -1 -1
1 1 -1 1
1 1 1 -1
1 1 1 1

(-)α 0 0 0

Puntos 
estrellas

(+)α 0 0 0
0 (-)α 0 0
0 (+)α 0 0
0 0 (-)α 0
0 0 (+)α 0
0 0 0 (-)α
0 0 0 (+)α

0 0 0 0
Puntos 

centrales
0 0 0 0
0 0 0 0
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47g·l-1; X2= 23,56h; X3= 7,21%; 
X4= 7,5%) y éste no resultó 
ser un punto óptimo, por lo 
que se partió de él para encon-
trar una combinación de facto-
res que generaran una mejor 
respuesta. Mediante esto últi-
mo se logró como resultado la 
obtención de un valor máximo 
de 2,8g/100ml (%p/v) de eta-
nol con el que se requiere uti-
lizar 79,4g·l-1 del sustrato en el 
cultivo, inocular al A. niger en 
una proporción del 6% y 24h 
después inocular 10% de la 
levadura S. cerevisiae.

Bajo estas condiciones ópti-
mas se procedió a realizar el 
cultivo y a comparar los datos 
con los obtenidos en condicio-
nes no optimizadas. Estos re-
sultados se pueden observar en 
la Figura 3(a-f ). Este nuevo 
proceso fermentativo permite 
incrementar en 49,6% la incor-
poración en el medio de culti-
vo del residuo del procesa-
miento de papa y por ende del 
almidón, respecto al cultivo 
sin optimizar. Adicionalmente, 
durante la fermentación es 
posible lograr la desaparición 
de este sustrato al ser transfor-
mado en etanol al cabo de 
56h. Una mayor utilización de 
éste en el proceso permite in-
crementar la contribución en la 
prevención de la acumulación 
de estos desechos en el medio 
ambiente.

El aumento en la concentra-
ción del inóculo de la levadura 
en 24% coincide con lo repor-
tado por Abouzied y Reddy 
(1986), quienes indican que un 
mayor inoculo de S. cerevisiae 
reduciría el tiempo de fermen-
tación, resultando beneficioso 
sobre todo cuando las concen-
traciones de sustrato son altas.

La disminución en 41% del 
volumen de inóculo de A. ni‑
ger ANM-1 requerido es un 
factor que incide en la dismi-
nución del costo de producción 
de los precultivos del moho a 
mayor escala y muestra la ca-
pacidad de este aislado para 
degradar este tipo de sustrato. 
En este mismo orden de ideas, 
la optimización del proceso 
resultó en el incremento en 
27,9 y 17,24% de las activida-
des de las enzimas α-amilasas 
y glucoamilasas (Figuras 3d y 
e), respecto a las actividades 

Figura 2. Superficies de respuesta ajustadas al DCCO. a: Concentración del sustrato y tiempo de inoculación 
de A. niger, b: tiempo de inoculación e inóculo de A. niger, c: concentración del sustrato y tiempo de inocu-
lación, d: tiempo de inoculación e inóculo de S. cerevisiae, e: concentración del sustrato e inóculo de S. ce‑
revisiae, y f: inóculo de A. niger e inóculo de S. cerevisiae.

Figura 1. a: Variación de las concentraciones de almidón ( ), glucosa ( ), y etanol ( ); b: variación de la 
actividad enzimática de amilasas ( ) y glucoamilasas ( ); durante el proceso de fermentación sin optimizar.

máximas alcanzadas sin opti-
mizar. Este comportamiento de 
las enzimas permitió transfor-

mar los azúcares y obtener el 
etanol a razón de 0,68g·l-1·h-1, 
así como superar en 41,1% el 

valor de la concentración de 
etanol obtenido sin optimizar 
al cabo de 56h.
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conclusiones

La optimización de los pará-
metros del cocultivo de 
A.niger y S. cerevisiae permi-
tió el mejoramiento en la ob-
tención de etanol empleando 
las cáscaras descartadas duran-
te el procesamiento de la papa. 
Se logró establecer una alter-
nativa de manejo ecológica-
mente apropiado y tecnológica-
mente eficiente sobre los resi-
duos generados por este sub-
sector de manufactura.
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Figura 3. Comparación de las concentraciones de almidón (a), azúcares reductores (b), el pH (c), la actividad 
de las glucoamilasas (d) y de las α-amilasas (e), y el etanol producido (e) durante la fermentación en condi-
ciones optimizadas (■) y sin optimizar (♦).


