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RESUMEN

Los cultivos autdctonos que aun subsisten en los territorios andinos, gracias al
cuidado con que han sido guardados por las comunidades residentes, vuelven a retomar la
importancia como fuente de nutrientes y sustratos para la elaboracién de diversos productos
derivados, siendo un grupo importante los tubérculos. Si bien los cultivos mas conocidos y
comercializados en los principales mercados de las grandes ciudades incluyen la papa, el
camote o la yuca, existen otros cultivos menos comercializados a gran escala como la oca,
mashua, arracacha, achira, entre otros, consumidos principalmente por las poblaciones de
las zonas aledafias donde se producen, sin ser aprovechados a gran escala en aplicaciones
que permitirian darles un mayor valor agregado. Estos cultivos se caracterizan por su
contenido de sustancias que pueden ser aprovechadas con fines industriales, por ejemplo, su
contenido de almidon. En ese sentido el objetivo de la investigacion fue evaluar el potencial
aprovechamiento del almidén de oca (Oxalis tuberosa), para la produccion de etanol,
estudiando las condiciones optimas de hidrolisis enzimatica del almidén para la obtencion
de azucares fermentables y posterior fermentacion alcohdlica, logrando, entre los principales
resultados, una conversion de hasta 93% en la hidrolisis del almidon a dextrinas
(licuefaccion) a una concentracion Optima de enzima a-amilasa del 0.41%, asi como la
posterior hidrolisis de esas dextrinas en azucares fermentables (sacarificacion) a tasas
superiores al 93% a una concentracion 6ptima de enzima glucoamilasa del 0.75%. En la
etapa de fermentacion alcohdlica se obtuvo una Eficiencia de conversion de los azlcares
fermentables en etanol del 89% utilizando extracto de levadura como fuente N para la
levadura Saccharomyces cerevisiae. En base a los resultados obtenidos, por cada 1000 kg de
oca se podria producir hasta 30 L de etanol, el cual puede ser utilizado posteriormente con
diferentes fines, por ejemplo, para la elaboracién de bebidas alcohdlicas, biocombustible,

uso medicinal, entre otras aplicaciones.

PALABRAS CLAVES: Oca, almidon, hidrélisis enzimética, fermentacion

alcohdlica, etanol.
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CAPITULO I: INTRODUCCION
1.1. Realidad problematica

El almidon es historicamente utilizado como una fuente alimenticia, siendo las fuentes mas
comunes el maiz, trigo, papa, o yuca. Las aplicaciones principales del almidon han sido
como aglutinantes, adsorbentes, floculantes, retardantes de llama y emulsionantes (Wang et
al., 2023). Otras aplicaciones incluyen su uso para elaborar edulcorantes (Garcia-Almeida et
al 2013) envases biodegradables (Cruz-Tirado et al., 2017; 2019), obtencién de etanol

(Zamora-Hernandez et al., 2014), entre otras aplicaciones.

De las diferentes materias primas a partir de las cuales se puede obtener almidon en nuestro
pais, es considerable la produccion de especies nativas que son consumidas principalmente
por las poblaciones de las zonas aledafias donde se producen, sin ser aprovechados para otras
aplicaciones industriales que permitirian darles un mayor valor agregado. El almidén de
estas especies nativas puede ser aprovechado para diversas aplicaciones debido a su

accesibilidad, renovabilidad, biodegradabilidad y abundancia.

Por ejemplo, la arracacha (Arracacia xanthorrhiza), un tubérculo de alta produccién en Peru
(Cruz-Tirado et al., 2019), cuyo contenido promedio de carbohidratos es de 25 g por 100 g
de raiz. De los carbohidratos totales, la parte principal (alrededor del 80%) pertenece al
almidoén (Rocha et al., 2008). Otra especie es la mashua (Tropaeolum tuberosum), producto
mayoritariamente consumido por las poblaciones altoandinas desde la época precolombina,
y que en afos recientes ha empezado a generar interés debido a sus aplicaciones en diversos
productos alimentarios, o incluso como fuente de compuestos bioactivos con beneficios

sobre la salud (Aguilar-Galvez et al., 2023; Paucar-Menacho et al., 2020).
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Otra importante especie nativa es la oca (Oxalis tuberosa), planta perenne de la familia de
las Oxalidaceas cuyo tubérculo es rico en almiddn. Es cultivada en los Andes centrales y
meridionales, entre los 2300 y 4100 metros sobre el nivel del mar, donde el clima es frio
(Zhu & Cui 2020). Es una planta herbacea, dicotiledonea de entre 30 y 80 cm de alto, cuya
cosecha es anual, y se la puede encontrar en los Andes de Venezuela, Colombia, Ecuador,

Per y Bolivia, aunque también se cultiva en México y Nueva Zelanda (Suquilanda, 2009).

1.2. Antecedentes

En un estudio realizado por Garcia (2017), se investigo la influencia del tiempo de
licuefaccion y la concentracion de a-amilasa y glucoamilasa en el porcentaje de glucosa
obtenido a partir del maiz amarillo malteado de la variedad Alazan. El objetivo principal fue
obtener un jarabe de maiz rico en glucosa mediante hidrdlisis enzimatica. Se utilizaron
amilasas comerciales Liquozyme SC 4X (a-amilasa) y Spirizyme Ultra (glucoamilasa) de
Novozymes (Copenhague, Dinamarca). Se probaron diferentes tiempos de licuefaccion (20,
50 y 80 minutos) y concentraciones de a-amilasa (0.06, 0.075 y 0.09 gramos por kilogramo
de maiz) y glucoamilasa (0.35, 0.40 y 0.50 gramos). La combinacion optima de variables
fue de 80 minutos de licuefaccion, 0.06 gramos de a-amilasa por kilogramo de maiz y 0.4238
gramos de glucoamilasa. Se logr6é un rendimiento maximo teérico del 92%. Este estudio
proporciona una base para comparar los resultados obtenidos en futuras investigaciones

sobre hidrolisis enzimatica con las enzimas a-amilasa y glucoamilasa.

Benavides y Pozo (2018) llevaron a cabo un estudio donde elaboraron vodka a partir
de tres variedades de papa (Solanum tuberosum), utilizando dos tipos de enzimas. Durante

un periodo de 12 dias, evaluaron varios parametros como el rendimiento de almidon, el pH
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y los grados Brix. Observaron cambios en el pH y los grados Brix, con rangos de 4 a 5 para
el pH y de 12 a 22 para los grados Brix, lo que indica condiciones éptimas para la

fermentacion.

En su estudio de investigacion titulado "Obtencidon de jarabe de glucosa a partir de la
hidrolisis enzimatica de almidon de banano, Musa Cavendish™, Quitiguifia y Santacruz
(2012) exploraron la posibilidad de aprovechar el banano como recurso para convertir su
almidon en jarabe de glucosa mediante procesos enzimaticos. Prepararon el sustrato
mediante lavado y secado, luego realizaron la hidrolisis en dos etapas. En la primera etapa,
utilizaron a-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens para degradar el almiddn hasta dextrinas,
determinando un tiempo optimo de hidroélisis de 2 horas. En la segunda etapa, emplearon
amiloglucosidasa de Aspergillus niger y realizaron un disefio experimental para estudiar la
combinacion de tiempo y cantidad de enzima, obteniendo un tratamiento recomendado de
1.5 ml de enzima y 14 horas de hidrdlisis, que resultd en un rendimiento de glucosa del

90.14%.

En su estudio titulado "Desarrollo de una bebida alcohdlica destilada tipo vodka a
partir de dos variedades de tubérculos, papa china (Colacasia esculenta) y oca (Oxalis
tuberosa)”, llevado a cabo por Ordofiez (2022), se incluyd como factores el tiempo de
fermentacion y la cantidad de enzima (o-amilasa y glucoamilasa). Este estudio centro en
evaluar la cantidad de enzima a-amilasa y glucoamilasa, asi como abordar el tiempo de

fermentacion mediante el uso de diferentes fuentes de nitrégeno como variables de interés.

Segun Apaza y Ramirez (2021), en un estudio titulado "Optimizacion de la hidrélisis

enzimatica en cascarilla de arroz (Oryza sativa) para la obtencién de bioetanol", se evaluaron
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los procesos para obtener etanol a partir de la cascarilla de arroz. En esta investigacion
experimental, se secuenciaron los procesos de pretratamiento oxidativo, hidrdlisis
enzimatica y fermentacion, evaluando variables significativas como el tiempo (24 h, 48 h,
72 h) y la concentracion enzimatica, manteniendo la temperatura a 50 °C, agitacion a 200
rpmy pH 5.0. Las condiciones Optimas del proceso (72 h, 50% p/p) permitieron la obtencion
de 24.03 g de azucares reductores por litro de solucidn hidrolizada, lo que equivale al 85.08%
de sacarificacion. Los azucares hidrolizados resultantes se sometieron a fermentacién (48 h,

30 °Cy pH 5.0) para la produccidon de bioetanol.

1.3. Marco tebrico

1.2.1 Oca

La oca se caracterizada por su textura harinosa y ligero sabor dulce. Puede ser consumida de
diversas formas, ya sea hervida, cocida al horno, frita o encurtida. Ademas, su versatilidad
permite su uso en panificacion, confituras y produccion de etanol gracias a su contenido de

almiddn (Suquilanda, 2009). En la Tabla 1 se presenta la composicion quimica de la oca.

Tabla 1.

Composicién quimica de la oca (Oxalis tuberosa).

Componentes Unidad Cantidad

Humedad % 77.73
Proteina g 4.6
Energia kcal 61
Cenizas g 2.3
Grasa g 0.7

Carbohidratos g 88.19
Fibra g 3.6

Acido ascorbico mg 30.4
Fésforo mg 36
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Calcio mg 22
Hierro mg 1.6
Tiamina Mg 0.05
Riboflavina Mg 0.13
Niacina Mg 0.43

Fuente: (Carridn, 2018; Jativa, 2012; Suquilanda, 2009).

La produccion de oca en el Pert ha experimentado una tendencia positiva y continuada.

Durante el afio 2021, se registrd una produccion de 96 mil toneladas, y en el afio 2022, esta

cifra aumentd a 107 mil toneladas (Figura 1).

Produccidon anual de oca en el Peru entre los afios 2005 y 2022.
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1.2.2 Almidon

El almiddn es un polimero de glucosa presente en abundancia en los tejidos vegetales, en los
cuales constituye el principal carbohidrato de reserva. Tiene como formula empirica
(CsH1005)n, donde el factor n tiene al menos un valor de 4 y puede llegar a formulas con
més de 100 atomos de carbono (Berg et al. 2002). Se encuentra en grandes cantidades en
tubérculos, semillas de cereales y leguminosas y otras estructuras vegetales, conformando

una parte significativa de la biomasa terrestre con diferentes aplicaciones industriales.

Quimicamente, el almiddn tiene la misma composicion que la celulosa, es decir, ambos
polimeros estan formados por largas cadenas de glucosa como unidad estructural. No
obstante, la distincidn clave entre ambos radica en que en el almidén los restos de glucosa
estan unidos por uniones glucosidicas 1-4 con orientacion a, mientras que la celulosa
presenta uniones glucosidicas 1-4 con orientacion B. Adicionalmente, alrededor del 20% del
almidon consiste en una fraccién soluble en agua llamada amilosa, mientras que el 80%
restante forma una solucién insoluble conocida como amilopectina (Alarcon y Arroyo 2016).
Ambas fracciones estan compuestas por unidades de a-D-glucosa (Figura 2),
diferenciandose estructuralmente en que la amilosa esta formada por cadenas lineales de
glucosa con enlaces a(1-4), mientras que la amilopectina presenta cadenas lineales o(1-4) y

ramificadas a(1-6) de glucosa (Hernandez-Medina et al, 2008).
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Figura 1.

Estructura quimica de la amilosa y amilopectina constituyentes del almidon.
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OH n OH

Amilosa
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Fuente: Adaptado de Alarcén y Arroyo (2016).

El contenido de amilosa y amilopectina es variable en funcion de la materia prima. En el
caso del almiddn de oca, diferentes autores han reportado contenidos variables de amilosa y

amilopectina (Tabla 2).

Tabla 2.

Contenido de amilosa y amilopectina en el almiddn de oca reportado por diferentes autores.

Amilosa (%) Amilopectina (%) Fuente
30 70 Espin et al. (2004)
29 71 Surco (2004)
23.01 76.99 Velasquez-Barreto & Velezmoro (2018)
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1.2.3 Hidrolisis enzimatica del almidon

De manera general, la hidrdlisis enzimatica es el proceso de descomposicion o
desdoblamiento de polisacaridos mediante el uso de catalizadores biologicos o enzimas. La
hidrolisis enzimética ocurre a temperaturas variables, en funcion de cada enzima, y puede
emplear enzimas especificas como amilasas, celulasas, amiloglucosidasas, proteasas, entre
otras, en funcion del sustrato a hidrolizar y del producto a obtener. La ventaja clave de la
hidrolisis enzimatica es su capacidad para catalizar de manera especifica, logrando altos
rendimientos y evitando la formacion de otros productos. En comparacién con la hidrolisis
acida y alcalina, la hidrdlisis enzimatica es mas eficiente y menos corrosiva para los

materiales y equipos (Reyna et al. 2004).

Respecto a la hidrdlisis del almidén, el proceso estd influenciada por diversos
factores, como la proporcién de amilosa y amilopectina, el tamarfio de particula, la estructura
cristalina y la presencia de inhibidores de enzimas (Sauer et al., 2000). Las estructuras
constituyentes del almidén (amilosa y amilopectina) requieren de diferentes tipos de enzimas
amiloliticas para su hidrélisis completa, siendo los mono- y disacaridos en la mayoria de las
aplicaciones los productos finales deseados. Estas enzimas amiloliticas incluyen la o-
amilasa, p-amilasa y glucoamilasa (o amiloglucosidasa), las cuales tienen una relevancia
comercial significativa en la degradacion y/o modificacion del almidon (Witasari et al.,
2024), la fabricacion de jarabes de glucosa y fructosa (Garcia-Almeida et al 2013), asi como

en la produccién de etanol (Zamora-Hernandez et al., 2014).

La o-amilasa descompone los enlaces a-1,4-D-glucosidicos entre las unidades de

glucosa adyacentes en la cadena lineal de amilosa, mientras que la p-amilasa corta los
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extremos no reductores de amilosa, amilopectina y moléculas de glucogeno. Por su parte, la
glucoamilasa (o amiloglucosidasa) hidroliza los enlaces glucosidicos a-1,4 en los extremos
no reductores del almidon y los enlaces a-1,6 en los puntos de ramificacion de la
amilopectina, aunque a una tasa inferior a los enlaces o-1,4, generando glucosa (Pandey &

Teixeira, 2016).
1.2.3.1 Alfa-amilasa (a-amilasa)

El origen de esta enzima es diverso (Tabla 3), ya que puede proceder de fuentes
fangicas como Aspergillus oryzae, bacterianas como la bacteria termofila Geobacillus
stearothermophilus y de Bacillus subtilis, asi como de cereales y de pancreas. En el caso de
cereales, la presencia de la enzima a-amilasa es limitada, siendo méas abundante en aquellos
cereales que han experimentado una germinacion parcial (Cruz Ruiz, 2012), por ejemplo,

durante la elaboracion de malta.

Tabla 3.

Microorganismos productores de enzimas amilasas.

Microorganismo Especie Enzima
Hongo Aspergillus niger a-amilasa, celulasa, glucoamilasa, lactasa, pectinasa,
catalasa, glucosa oxidasa, proteasa, lipasa
Aspergillus oryzae a-amilasa, glucoamilasa, lactasa, lipasa
Rhizopus oryzae a-amilasa, glucoamilasa, pectinasa
Rhizopus niveus Glucoamilasa
Bacteria Bacillus subtilis a-amilasa, proteasa
Bacillus licheniformis a-amilasa

Fuente: Castillo (2005).
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La funcion principal de la o -amilasa es proporcionar fragmentos mas pequefios que
pueden ser aprovechados por las deméas enzimas amilasas. Su actividad 6ptima se encuentra
en un rango de pH de 5-7. Ademas, destaca por su resistencia al calor, conservando un 70%
de su actividad a 70 °C. Esta enzima actda tanto en almidones crudos como en gelatinizados.
Cataliza la hidrolisis de enlaces internos o-1,4-O-glucosidicos en polisacaridos,

manteniendo la configuracion anomeérica en los productos resultantes.

La enzima a-amilasa pertenece a la familia 13 (GH-13) del grupo de enzimas
glucdsido hidrolasa y son metaloenzimas que requieren iones de Ca?* para su actividad,
integridad estructural y estabilidad (Pandey & Teixeira, 2016). La actividad de la a-amilasa
se mide en unidades de amilasa, liberando 1 mg de maltosa en presencia de almidon bajo

condiciones de ensayo estandar, y se informa en unidades internacionales (Ul/ml).
1.2.3.2 Glucoamilasa

La enzima glucoamilasa, conocida también como amiloglucosidasa, actia como una
amilasa de accion exo que puede hidrolizar los enlaces a(1-4) y a(1-6) desde el extremo no
reductor de la cadena. Su papel es crucial en procesos industriales donde se requiere un alto
grado de hidrolisis del almidén. La velocidad de hidrélisis de la glucoamilasa esta
influenciada por el tamafio del sustrato, su estructura, la naturaleza y posicion del enlace

presente.

Aunque se encuentra de manera ubicua en diversas formas de vida (plantas, animales,
bacterias, arqueas y eucariotas), se produce principalmente en hongos filamentosos, siendo
Aspergillus niger uno de los productores méas destacados (Tabla 3). La actividad catalitica

de la glucoamilasa disminuye significativamente a altas temperaturas debido a cambios en
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la conformacion, pero su velocidad de reaccidén se incrementa, lo que resulta en un
procesamiento mas rapido. En términos de su actividad, se establece que una unidad de
glucoamilasa libera 1 mg de glucosa en presencia de almidon bajo condiciones estandar

(Pandey & Teixeira, 2016).
1.2.4 Fermentacién alcohdlica

La fermentacidn alcohdlica es un proceso biolégico que tiene como objetivo proporcionar
energia anaerdbica a los microorganismos unicelulares, especificamente las levaduras, en
condiciones de ausencia de oxigeno. En este proceso, las levaduras descomponen las
moléculas de glucosa para obtener la energia necesaria para su supervivencia, generando
alcohol y diéxido de carbono (CO2) como productos de la fermentacion. (Corrales, et al.
2015). Desde una perspectiva quimica, esta transformacion se expresa mediante la siguiente

ecuacion:

CoHy,04 a CH;CH,O0H  + (O,

Azlcar Etanol

La fermentacion alcohdlica inicia después de que la glucosa se degrada a &cido piravico, el
cual se transforma posteriormente en CO> y etanol (Figura 3). En la industria alimentaria,
este proceso se aprovecha para la elaboracion de diversos productos fermentados como pan,

cerveza, vino, bebidas destiladas, entre otros (Vazquez & Dacosta 2007).
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Figura 2.

Sintesis de etanol a partir de glucosa mediante fermentacién alcohdlica realizada por la

levadura Saccharomyces cerevisiae.
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1.2.5 Etanol

El etanol tiene diferentes aplicaciones, y las materias primas a partir de las cuales se obtiene

juegan un rol importante al momento de disefiar los procesos productivos.
1.2.5.1 Etanol como biocombustible

Los biocombustibles surgen como una opcion para sustituir a los combustibles
fosiles, ya que se generan a partir de fuentes bioldgicas como plantas y residuos organicos,
cuya produccion demanda una cantidad inferior de energia en comparacion con la

produccion de combustibles fosiles (Villadiego-del Villar, et al 2021).

En la actualidad, aproximadamente el 85% de la produccién de biocombustibles
liquidos se atribuye al etanol, produccion que lideran Estados Unidos y Brasil. El resto de la

produccién se distribuye entre la Union Europea, China, Canada, Tailandia, Argentina,
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India, y entre otros paises (Tabla 4). En el contexto peruano, el bioetanol también esta

ganando importancia en la transicion a fuentes energéticas mas sostenibles (Torres, 2017).

Tabla 4.

Produccién mundial de etanol (miles de galones) entre los afios 2018 y 2022.

Region 2018 2019 2020 2021 2022 Produccion

mundial (%)
Estados Unidos 16091 15778 13941 15016 15400 55%
Brasil 8 060 8860 8100 7320 7420 27%
Uni6n Europea 1300 1350 1280 1350 1330 5%
China 810 1010 930 870 1090 3%
India 430 460 540 850 920 3%
Canada 460 497 429 434 460 2%
Tailandia 390 430 390 360 380 1%
Argentina 290 290 210 270 290 1%
Resto del mundo 709 655 650 820 870 3%
Total 28540 29330 26470 27290 28160

Fuente: Asociacion de combustibles renovables (RFA, 2023): https://ethanolrfa.org/markets-and-
statistics/annual-ethanol-production.

La combinacion de bioetanol con gasolina produce biocombustibles de alta energia, gasohol,
una mezcla de gasolina con diferentes proporciones de etanol con propiedades similares a la
gasolina pura, pero con significativa reduccion de emisiones contaminantes en motores de
combustion interna convencionales (Tejeda et al., 2011). Esta mezcla, ampliamente utilizada
como combustible o aditivo de gasolina, es completamente renovable, ya que las emisiones
de CO: se reciclan durante la fotosintesis en las plantas. El uso de bioetanol como
combustible fésil enriquecido presenta diversas ventajas, incluyendo una mejor oxidacion
de hidrocarburos en la gasolina, reduciendo asi las emisiones de gases de efecto invernadero

en aproximadamente un 12% (Castro-Martinez et al., 2012).
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Para emplear el etanol como combustible mezclado con gasolina, es necesario
eliminar el agua hasta alcanzar una pureza de 99.5 a 99.9%, dependiendo de la temperatura

y la fase hidrocarbonada (Arosemena et al., 2015).

A nivel industrial el etanol, o bioetanol, utilizado como biocombustible, puede ser
producido a partir de procesos productivos como los de primera generacion, a partir de
almidones y azUcares presentes en diversos vegetales (Cobos, 2019), utilizando tecnologias
convencionales como la hidrdlisis del almidén (en fuentes amilaceas) y fermentacion
alcohdlica, teniendo entre sus ventajas su relativa facilidad de manipulacion y bajas
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) (Alvarez, 2009). También se puede obtener
etanol a partir de procesos de segunda generacion a partir de residuos agricolas y forestales
ricos en lignocelulosa no destinados al consumo humano (Cobos, 2019). Este procedimiento
es mas complejo debido a la dificultad de aislar e hidrolizar la celulosa, polimero compuesto
por unidades de glucosa, que es la molécula que se convierte en el etanol mediante
fermentacion alcohodlica. La principal ventaja de esta produccion es que no afecta la

seguridad alimentaria (disponibilidad de alimentos) (Salazar & Mufioz, 2019).
1.2.5.2 Bebidas alcoholicas destiladas

Otra de las aplicaciones importantes del etanol es su uso como principal componente de
bebidas alcohdlicas destiladas como el vodka, whisky, baijiu, sake, tequila, pisco, cachaza,
entre otros, que se obtienen a partir de bebidas alcohdlicas fermentadas (Arteaga, 2016),
variando la materia prima de la cual se obtienen y de la composicidn quimica que caracteriza

a cada bebida (Vasquez, 2007).
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En algunos casos es méas importante la pureza de la fraccion etandlica, como en el caso
del vodka (Prentice & Handsjuk, 2016), mientras que, en otros casos como en el pisco, baijiu,
etc., ademas del grado alcohdlico, es muy deseable la presencia de compuestos que

contribuyen al perfil aromatico caracteristico (Cacho et al., 2013; Sakandar et al., 2020).

En el caso del primer grupo, el destilado mas importante es el vodka, originario de
Rusia, y también producido en Polonia y Finlandia. Es un destilado muy popular en diversos
paises (Vasquez & Vasquez, 2009), y a diferencia de otros destilados no es sometido a
procesos de afiejamiento ni tampoco Sse caracteriza por una importante presencia de
compuestos aromaticos, es decir que se considera como una bebida destilada neutra, donde
la pureza alcohdlica (contenido de etanol) es mas importante (Prentice & Handsjuk, 2016),

alcanzando un grado alcohdlico de hasta 45 % vi/v.

El vodka puede ser obtenido a partir de cualquier planta rica en almidon,
tradicionalmente utilizando granos como centeno o trigo, aunque también se emplean papa
y melaza (Bhattacharyya, et al 2019). De modo la produccion de vodka a partir de materias
primas amilaceas, por ejemplo, tubérculos nativos como la oca, mashua, arracacha, entre
otros, es una interesante alternativa de estudio y desarrollo a nivel industrial, con el fin de
darle un mayor valor agregado a estas materias primas, considerando que la mayoria de estas
especies amilaceas nativas son consumidas principalmente por las poblaciones de las zonas
aledarias donde se producen, sin ser aprovechados para otras aplicaciones a mayor escala, a
diferencia de otros tubérculos como la papa, el camote o la yuca, que son consumidos

masivamente en el mercado nacional y usados para diferentes aplicaciones industriales.
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1.4. Formulacion del problema

¢De qué manera influye la optimizacion de la hidrolisis enzimética y fermentacion

alcohdlica en la obtencion de etanol a partir de almidon de oca (Oxalis tuberosa)?
1.5. Justificacion

La justificacion practica de este estudio radica en la consideracion de emplear la oca (Oxalis
tuberosa) para la produccion de etanol. Este tubérculo se selecciona debido a su alto
contenido de almiddn y ocupar el quinto lugar en produccion entre los tubérculos en el Peru
de acuerdo con las estadisticas del Ministerio de Agriculturay Riego (MIDAGRI, 2024), no
obstante, la oca se encuentra entre los tubérculos menos consumidos en el mercado nacional,
y es consumida principalmente por las poblaciones de las zonas aledafias donde se producen,
sin ser aprovechado para otras aplicaciones que permitirian darle un mayor valor agregado.
Con ello se podria diversificar el sector y proporcionar oportunidades de crecimiento a los

productores.

La justificacion tedrica se fundamenta en la generacion de conocimiento relacionado con el
conocimiento del proceso quimico de hidrélisis enzimatica utilizando las enzimas amilasas
comerciales disponibles para el estudio, con el fin de conocer en qué condiciones se logra
una mejor hidrdlisis del almidon en azlcares fermentables, y a su vez que permita obtener

el mayor rendimiento en la produccion de etanol a partir de estos azlcares fermentables.

1.6. Objetivo general

Determinar de qué manera influye la optimizacion de la hidrolisis enzimética y fermentacion

alcohdlica en la obtencion de etanol a partir de almidon de oca (Oxalis tuberosa).
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1.7. Objetivos especificos

o Determinar las variables con mayor efecto sobre la produccion de azlcares
fermentables mediante hidrolisis enzimatica de almidon de oca con las enzimas a-

amilasa y glucoamilasa.

e Optimizar las condiciones de produccién de azlcares fermentables mediante

hidroélisis enzimética de almiddn de oca con las enzimas a-amilasa y glucoamilasa.

o Determinar la mejor fuente de nitr6geno sobre el rendimiento de etanol producido
por la levadura Saccharomyces cerevisiae mediante fermentacion alcohdlica de los

azlcares fermentables obtenidos del almid6n de oca.

1.8. Hipdtesis

La optimizacion de la hidr6lisis enzimatica y fermentacion alcohdlica permite obtener un
rendimiento mayor al 80% en la produccion de etanol a partir de almidon de oca (Oxalis

tuberosa).
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CAPITULO Il: METODOLOGIA
2.1. Poblaciéon y muestra

La poblacion es la oca (Oxalis tuberosa) producida en el distrito de Carabamba,
provincia de Julcan, region La Libertad. La muestra fueron los 25 kg utilizados para la

extraccion del almidon a utilizar en la parte experimental.

Para la seleccion de la muestra, se optd por el muestreo de tipo no probabilistico,
dado que la eleccién de oca disponible se baso en la disponibilidad y accesibilidad al

producto en los mercados locales.
2.2. Técnicasy materiales

2.2.1. Materiales, equipos e insumos
Para el desarrollo experimental se emplearon los materiales ilustrados en la Tabla 5.
Tabla 5.

Materiales, equipos e insumos.

Materiales Equipos Insumos
Vasos de precipitacion Licuadora industrial Oca

Probetas Balanza analitica Almidon

Fiolas Balanza determinadora de humedad Glucosa

Tubos de ensayo

Refrigeradora

Enzima a-amilasa (Song

Yuan Feng, China)

Gradillas Estufa Enzima glucoamilasa (Song
Yuan Feng, China)
Morteros Bafio maria Levadura Saccharomyces

cerevisiae, cepa 7VA

Papel Aluminio

pH -metro

Urea

Tela para filtrar

Micropipetas

Dimetilsulféxido (DMS)

Termometro

Agitador Magnético

Yodo

Alcoholimetro

Espectrofotometro UV-vis

Yoduro de potasio
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Tubos falcon Equipo de destilacion Acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS)

Tartrato de sodio-potasio

Hidréxido de sodio

Bisulfito de sodio

2.2.2. Técnicas:

Para evaluar la evolucion de la hidrolisis del almidon con la a-amilasa, se determind
de manera indirecta la presencia de amilosa mediante la medida de la absorbancia a 635 nm
en un espectrofotometro UV-visible, con una adaptacion del método propuesto por Morrison
& Laignelet (1983) utilizando reactivo de yodo-yoduro de potasio (12-KI) para generar un
complejo de color azul. Se mezcl6 200 pl de muestra de suspension de almidén con 2,5 ml
de urea 6M y dimetilsulfoxido (U-DMSO) y se calent6 durante 5 a 15 minutos a 100 °C con
agitacion continua. La muestra mezclada se incub6 a 100 °C durante 60 minutos y luego se
enfrio. A temperatura ambiente. Se tom6 200 pl de la suspension incubada con la posterior
adicion de 6 ml de agua destilada y 200 ul de solucién de 12-K1'y se mezclé inmediatamente.
También se prepard una muestra en blanco con agua destilada. La absorbancia se tomé a 635

nm después de 15 min.

Para evaluar la evolucion de la hidrdlisis de las dextrinas en azlcares fermentables se aplicd
el método del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). Este método se fundamenta en la reduccion
del DNS (color amarillo) en presencia de glucosa u otro azucar reductor, hacia un complejo
de color rojo ladrillo, con una coloracion mas o menos intensa en funcion a la concentracion
de azUcares (Krivorotova & Sereikaite, 2019). El reactivo de DNS se prepar¢ afiadiendo 1 g

de DNS y 30 g de tartrato &cido de Na-K a 80 ml de NaOH 0.5 N. La solucién se mantuvo a

Rafael, A. Péag. 31



“Optimizacion de la hidrélisis enzimatica y
1 “PN fermentacién alcohdlica para la obtencion de etanol

prtvana a partir de almidén de oca (Oxalis tuberosa)”
DEL NORTE

45 °C para la disolucién completa de los reactivos y luego se enfrié a temperatura ambiente
y se diluyd con agua destilada hasta 100 ml. La solucién se puede almacenar durante 2
semanas a 4 °C. Para la medicion se agregaron 1.5 ml de reactivo de DNS a 1.5 ml de la
muestra a analizar, calentando y manteniendo a 95 °C durante 5 minutos con posterior

enfriado a temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 540 nm.

2.2.3. Métodos

e Sscreening (o barrido) mediante un disefio Plackett-Burman, usando el software

Protimiza Experiment Design (http://experimental-design.protimiza.com.br).

e Disefilo Compuesto Central Rotacional (DCCR) usando el Protimiza Experiment

Design Software (http://experimental-design.protimiza.com.br),

2.3. Extraccion del almiddon de oca

La oca (Oxalis tuberosa), utilizada como materia prima, tuvo procedencia de
Carabamba (provincia de Julcén, region La Libertad). Para la extraccion del almidon se
siguid la metodologia propuesta por Novelo-Cen & Betancur-Ancona (2005). Los tubérculos
fueron pelados y cortados en cubos de 3 cm, para luego ser triturados durante 5 minutos. La
masa resultante se suspendié en una solucion de bisulfito de sodio de 1500 ppm obteniendo
una lechada, la cual se filtré para separar la fibra, después fue sometida tres veces a licuado
para extraer la maxima cantidad posible de almiddn. El filtrado se dejé sedimentar a 4 °C
por 24 horas. Transcurrido este tiempo, el liquido sobrenadante se eliminod y el sedimento de
almidon se lavo con agua destilada y se dejo sedimentar nuevamente a 4 °C por 24 horas,

repitiendo estos pasos tres veces. El almidon obtenido se secd en una estufa a 40 °C durante

Rafael, A. Pag. 32


http://experimental-design.protimiza.com.br/
http://experimental-design.protimiza.com.br/

“Optimizacion de la hidrélisis enzimatica y
1 “PN fermentacién alcohdlica para la obtencion de etanol

prtvana a partir de almidén de oca (Oxalis tuberosa)”

DEL NORTE

48 horas, pasadas las 48 horas el almidon paso a molienda, y finalmente se almacené en

frascos con cierre de tapa hermética para su posterior uso.
2.4. Determinacion del rendimiento del almidon

El rendimiento de almidon en base seca se calcula teniendo en cuenta el contenido de

humedad inicial y la cantidad de almidén obtenida.

2.4.1 Rendimiento de almidén en base humeda:

cantidad de almidén obtenida
cantidad de materia prima

x 100

Rendimiento de almidéon en base himeda (% b.h.) =

2.4.2 Contenido de sélidos en base hiumeda:
Contenido de solidos en base hiumeda (%) =100 % - contenido de humedad (%)

2.4.3 Rendimiento de almidén en base seca:

Almidén en base himeda (%)

Rendimiento de almiddn en base seca (% b.s.) = x 10

Sélidos en base humeda (%)
2.5. Hidrolisis del almidén
La conversion de almiddn en azlcares fermentables se realizé en dos fases:
2.5.1 Licuefaccion

Este proceso se realizO mediante la adaptacion de metodologias reportadas en
trabajos previos (Cripwell et al., 2020; Nuriana & Wuryantoro, 2015; Quitiguifia &
Santacruz, 2012) mediante el uso de una enzima a-amilasa comercial (Song Yuan Feng,
China), para hidrolizar el almidén en dextrinas. Primero se aplicd un screening (o barrido)

mediante un disefio Plackett-Burman, usando el software Protimiza Experiment Design
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(http://experimental-design.protimiza.com.br), para identificar las variables (factores) con

mayor impacto en el proceso de hidrdlisis del almidon a dextrinas, trabajando con 5 variables
independientes (Tabla 6): concentracion de almidén (% m/v), concentracion de enzima a-

amilasa (% m/m respecto al almiddn), tiempo de hidrdlisis (horas), pH, temperatura (°C).

Tabla 6.

Parametros evaluados para el screening mediante un disefio Plackett-Burman, usando el

Protimiza Experiment Design Software.

Licuefaccion

Parametro Minimo  Medio  Maximo
-1 0 1
Temperatura (°C) 75 85 95
Enzima (%) 0.1 0.2 0.3
Almidon (%) 20 25 30
pH 6.5 7.1 7.7
Tiempo (h) 0.5 1 1.5

Se obtuvo el siguiente disefio experimental (Tabla 7) a aplicar para el screening de
variables mediante el disefio Plackett-Burman (Protimiza Experiment Design Software

(http://experimental-design.protimiza.com.br).

Tabla 7.

Plackett-Burman — hidrdlisis de almidon con a-amilasa (100 mL de suspension de almidon

en agua).
_ _ _ Variable
Variables independientes dependiente
Tratamiento idrolisi
Temperatura Almidoén Enzima Enzima pH Tiempo d?"g{:]liljgn
0 0
(°C) (9/100) (%) 9) (horas) " Jextrinas
T1 95.0 30.0 0.1 0.030 65 05
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T2 95.0 20.0 0.3 0.060 7.7 0.5
T3 75.0 30.0 0.3 0.090 6.5 1.5
T4 95.0 30.0 0.1 0.030 7.7 0.5
TS5 95.0 20.0 0.3 0.060 7.7 1.5
T6 95.0 30.0 0.3 0.090 6.5 1.5
T7 75.0 30.0 0.3 0.090 7.7 0.5
T8 75.0 30.0 0.1 0.030 7.7 1.5
T9 75.0 20.0 0.1 0.020 7.7 1.5
T10 95.0 20.0 0.1 0.020 6.5 1.5
T11 75.0 20.0 0.3 0.060 6.5 0.5
T12 75.0 20.0 0.1 0.020 6.5 0.5
T13 85.0 25.0 0.2 0050 7.1 1.0
T14 85.0 25.0 0.2 0050 7.1 1.0
T15 85.0 25.0 0.2 0050 7.1 1.0

Una vez identificadas las variables con mayor impacto sobre la licuefaccion del almidon de
oca, se aplico un Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) usando el Protimiza

Experiment Design Software (http://experimental-design.protimiza.com.br), a fin de

determinar los parametros optimos de hidrélisis del almidon en dextrinas (licuefaccion)
mediante la enzima a-amilasa (Tabla 8), manteniendo constantes el pH (7.7), concentracion

de almiddn (30 %), y temperatura (85 °C).

Tabla 8.

Parametros usados para optimizar el proceso de licuefaccion del almidén de oca aplicando
DCCR.

Parametro Minimo Medio Maximo
-1 0 1

Enzima (%) 0.2 0.3 0.4

Tiempo (h) 0.5 1 1.5
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Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) — hidralisis de almidon con a-amilasa (100

mL de suspension de almidén en agua).

Variables independientes

Variable
dependiente

Tratamiento . . . . Hidrolisis

Tempoeratura oH Almidon Englma Enzima T|er_npo del almiden

°C) (9/100) (%) (9) (Min) - dextrinas
Tl 85 7.7 30 0.20 0.060 30.00
T2 85 7.7 30 0.40 0.120 30.00
T3 85 7.7 30 0.20 0.060 90.00
T4 85 7.7 30 0.40 0.120 90.00
T5 85 7.7 30 0.16 0.048 60.00
T6 85 7.7 30 0.44 0.132 60.00
T7 85 7.7 30 0.30 0.090 17.57
T8 85 7.7 30 0.30 0.090 102.43
T9 85 7.7 30 0.30 0.090 60.00
T10 85 7.7 30 0.30 0.090 60.00
T11 85 7.7 30 0.30 0.090 60.00

Para evaluar la evolucién de la hidrélisis del almidén con la a-amilasa, se determiné de

manera indirecta la presencia de amilosa mediante la medida de la absorbancia a 635 nm en

un espectrofotdmetro UV-visible, con una adaptacion del método propuesto por Morrison &

Laignelet (1983) utilizando reactivo de yodo-yoduro de potasio (I>-KI) para generar un

complejo de color azul.

Se mezclé 200 pl de muestra de suspension de almidén con 2,5 ml de urea 6M vy

dimetilsulfoxido (U-DMSO) vy se calentd durante 5 a 15 minutos a 100 °C con agitacion

continua. La muestra mezclada se incub6 a 100 °C durante 60 minutos y luego se enfrio. A

temperatura ambiente. Se tomd 200 ul de la suspension incubada con la posterior adicion de

6 ml de agua destilada y 200 pl de solucién de I>-K1 y se mezcl6 inmediatamente. También
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se prepard una muestra en blanco con agua destilada. La absorbancia se tom6 a 635 nm

después de 15 min.
2.5.2 Sacarificacion

Este proceso implica la inclusion de la enzima glucoamilasa, cuya funcion es
hidrolizar las dextrinas (producidas en la licuefaccion previa) en azucares reductores, para
lo cual se trabajé mediante la adaptacion de metodologias reportadas en trabajos previos

(Cripwell et al., 2020; Nuriana & Wuryantoro, 2015; Quitiguifia & Santacruz, 2012).

Se realizd un proceso de screening (o cribado) mediante un disefio Plackett-Burman
(utilizando el software Protimiza Experiment Design) con el fin de identificar las variables
que tienen un mayor impacto en la hidrdlisis de las dextrinas a azlcares fermentables. Esto
se llevé a cabo considerando 4 variables independientes (Tabla 10): concentracion de enzima
glucoamilasa (% respecto a sustrato), tiempo de hidrdlisis (horas), pH y temperatura (°C).

La suspension en todos los casos tuvo un contenido de 24 % de dextrinas.

Tabla 10.

Parametros utilizados para el proceso de sacarificacion con la enzima glucoamilasa.

Parametro Minimo Medio Maximo
-1 0 +1
Temperatura (°C) 50 55 60
Enzima (%) 0.4 0.5 0.6
pH 4 4.5 5
Tiempo (h) 4 6 8

Con base en lo anterior, se derivaron los tratamientos (Tabla 11) que se emplearian en el

proceso de seleccidn de variables utilizando el disefio Plackett-Burman.
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Tabla 11.

Plackett-Burman para evaluar la hidrdlisis de las dextrinas con la enzima glucoamilasa

(suspension de 24 % de sélidos solubles [°Brix]).

' Variables independientes de\;)?;llgit:alr?t e
Tratamiento - - .
Temperatura Enzima Tiempo Azucares

(C) @)  P7 (horas) fermentables
T1 60 0.4 4.0 8.0
T2 60 0.6 4.0 4.0
T3 60 0.6 5.0 4.0
T4 50 0.6 5.0 8.0
T5 60 0.4 5.0 8.0
T6 50 0.6 4.0 8.0
T7 50 0.4 5.0 4.0
T8 50 04 4.0 4.0
T9 55 0.5 45 6.0
T10 55 0.5 45 6.0
T11 55 0.5 4.5 6.0

Después de haber identificado las variables con mayor impacto, se implemento un
Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) a través del software Protimiza Experiment

Design (http://experimental-design.protimiza.com.br) con el objetivo de establecer los

valores dptimos de las variables para la sacarificacién de las dextrinas en azucares

reductores. La suspensién en todos los casos tuvo un contenido de 24 % de dextrinas.

Tabla 12.

Variables con mayor influencia en el proceso de sacarificacion.

Parametro Minimo Medio Maximo
-1 0 +1

Enzima (%) 0.5 0.6 0.7

Tiempo (h) 4 6 8
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Tabla 13.

Disefio compuesto central rotacional (DCCR) para evaluar la hidrélisis de dextrinas en
azucares fermentables con la enzima glucoamilasa (24 % de solidos solubles [°Brix]).

' Variables independientes d e\:)igggr?t e
Tratamiento Enzima Enzima Tiempo Temperatura H Azucares

(%) (@  (horas) (°C) PP fermentables
T1 0.50 0.12 4 55 4.5
T2 0.70 0.17 4 95 4.5
T3 0.50 0.12 8 55 4.5
T4 0.70 0.17 8 55 4.5
T5 0.46 0.11 6 55 4.5
T6 0.74 0.18 6 55 4.5
T7 0.60 0.14 3.2 55 4.5
T8 0.60 0.14 8.8 55 4.5
T9 0.60 0.14 6 55 4.5
T10 0.60 0.14 6 55 4.5
T11 0.60 0.14 6 55 4.5

Para evaluar la evolucion de la hidrdlisis de las dextrinas en azlcares fermentables se aplicd
el método del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS). Este método se fundamenta en la reduccion
del DNS (color amarillo) en presencia de glucosa u otro azucar reductor, hacia un complejo
de color rojo ladrillo, con una coloracion mas o menos intensa en funcién a la concentracion

de azUcares (Krivorotova & Sereikaite, 2019).

El reactivo de DNS se preparé afiadiendo 1 g de DNS 'y 30 g de tartrato acido de Na-
K a 80 ml de NaOH 0.5 N. La solucion se mantuvo a 45 °C para la disolucién completa de
los reactivos y luego se enfrio a temperatura ambiente y se diluyd con agua destilada hasta
100 ml. La solucién se puede almacenar durante 2 semanas a 4 °C. Para la medicion se

agregaron 1.5 ml de reactivo de DNS a 1.5 ml de la muestra a analizar, calentando y
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manteniendo a 95 °C durante 5 minutos con posterior enfriado a temperatura ambiente. La

absorbancia se midié a 540 nm.
2.5.3 Fermentacion alcohdlica:

El proceso fermentativo se realizé con la cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae
7VA, procedente de la Denominacion de Origen Ribera del Duero (Valladolid, Espafia),
aislada y proveida por el Grupo de Investigacion EnotecUPM de la Universidad Politécnica

de Madrid, Espafia (Morata, 2004).

Se utiliz6 un 10% de in6culo preparado en medio liquido YEPD (glucosa: 2%,
peptona: 2%, y extracto de levadura: 1%, ajustando el pH a 3.5). Se utilizaron fermentadores
que aseguren la anaerobiosis total y no permitan contaminaciones, llenados hasta un 70% de
su volumen de operacion, siguiendo el proceso fermentativo hasta el cese de burbujeo
(produccion de COz) en los fermentadores. Procediendo posteriormente a determinar el
grado alcohdlico mediante destilacion y densimetria, de acuerdo con el Método Oficial MA-
AS312-01A (OlV, 2023), asi como de los azlcares residuales mediante el método DNS

(Krivorotova & Sereikaite, 2014) para comprobar que han sido convertidos en etanol.

En esta etapa se evaluo el efecto de dos fuentes de nitrégeno (N), una inorganica
(fosfato diamdnico) y otra organica (extracto de levadura) sobre el rendimiento fermentativo
de la levadura S. cerevisiae, como se muestra en la Tabla 14, de tal manera que ambas fuentes

se pueda obtener un equivalente al 20 % como N.
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Tabla 14.

Dosificacion de diferentes fuentes nitrogenadas para evaluar el rendimiento fermentativo

de la levadura S. cerevisiae.

Tratamiento Extracto de Fosfato diamonico
levadura (NH4)2HPO4
Control (C) - -
N-inorganico (i) - 1g/L
N-organico (O) 2g/L -
N-mixto (Mx) 1g/L 0.5g/L

2.6. Aspectos éticos

La ejecucion experimental, recoleccion y analisis de datos, y discusion de resultados en la
presente tesis se ha realizado en base a los lineamientos de trabajos de investigacion de la
Universidad Privada del Norte, cumpliendo los aspectos éticos relacionados con el uso de
fuentes confiables de informacion, las cuales han sido citadas y referenciadas
adecuadamente, garantizando el respecto a la propiedad intelectual de los autores cuyas

investigaciones han sido el soporte tedrico de la tesis.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS
3.1 Rendimiento del almidén extraido de la oca

Se determino la cantidad de almiddn a partir de la diferencia entre el peso total de la materia
prima recibida y la cantidad de almidén obtenida al finalizar el proceso de extraccion. Se
utilizaron 25 kg de materia prima, y se logré extraer un total de 1.7 kg de almidon de oca
(Tabla 15), obteniendo un rendimiento de 42.5 % b.s., en concordancia con valores

reportados previamente, entre 28 y 45 % b.s. (Espin et al., 2004).

Tabla 15.

Rendimiento del almidén de oca.

Materia Humedad de Rendlmlgnto
) de almiddn en
prima la oca
base seca
25 kg 84% 42.5%

3.2 Hidrolisis de almidoén
3.2.1 Licuefaccion

Al tener un alto nimero de variables (factores) con efecto sobre la degradacion del almidén
en dextrinas por la enzima a-amilasa, se ejecuto un estudio discriminante (screening) para
determinar las variables con impacto significativo sobre el proceso hidrolitico. Se aplicé un
disefio Plackett—Burman con 5 variables y 3 puntos centrales, teniendo como variables
independientes: concentracion de almidon ([S], %), concentracion de enzima a-amilasa ([E],

%), temperatura (T, °C), pH y tiempo (t, h).
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Como variable dependiente (variable respuesta) se evalué la degradacion del almidon,
representado por el porcentaje de reduccion de la absorbancia como indicador de la
degradacion de la amilosa, midiendo la intensidad del complejo azulado de amilosa en

presencia de 1-Kl, a una longitud de onda de 635 nm (Morrison y Laignelet, 1983).

Tabla 16.

Aplicacion de disefio Plackett-Burman para evaluar el porcentaje de reduccion de la

absorbancia a 635 nm (degradacion de amilosa) tras la hidrolisis enzimdtica con a-amilasa.

Variable

Variables independientes dependiente

Tratamiento Reduccion de la

Temperatura Enzima Almidon oH Tiempo absorbancia
(°C) (%) (g/200) (h) (635 nm)
T1 95.0 0.1 30.0 6.5 0.5 77.1%
T2 95.0 0.3 20.0 7.7 0.5 91.8%
T3 75.0 0.3 30.0 6.5 15 89.5%
T4 95.0 0.1 30.0 7.7 0.5 61.3%
T5 95.0 0.3 20.0 7.7 15 94.3%
T6 95.0 0.3 30.0 6.5 15 90.7%
T7 75.0 0.3 30.0 7.7 0.5 91.6%
T8 75.0 0.1 30.0 7.7 15 68.7%
T9 75.0 0.1 20.0 7.7 15 88.6%
T10 95.0 0.1 20.0 6.5 15 91.6%
T11 75.0 0.3 20.0 6.5 0.5 93.4%
T12 75.0 0.1 20.0 6.5 0.5 63.3%
T13 85.0 0.2 25.0 7.1 1.0 93.1%
T14 85.0 0.2 25.0 7.1 1.0 93.2%
T15 85.0 0.2 25.0 7.1 1.0 91.7%

Al analizar los resultados del disefio Plackett-Burman, el factor (variable) con impacto
significativo sobre la disminucion de la absorbancia (degradacion de amilosa) fue la

concentracion de la enzima a-amilasa (variable X2: [E] %), mientras que las demas variables
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no mostraron un impacto significativo sobre la degradacion del almiddn de oca en dextrinas
(Figura 4).
Figura 3.

Diagrama de Pareto del disefio Placket—Burman para determinar el efecto de las variables

evaluadas durante la hidrolisis de almidon de oca con la enzima a-amilasa.
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En base al resultado obtenido, para optimizar las condiciones de licuefaccion del almidon en
dextrinas con la enzima a-amilasa se aplico un Disefio Compuesto Central Rotacional
(DCCR) considerando concentraciones variables de la enzima a-amilasa ([E], %) como
variable independiente (Tabla 17). Adicionalmente, se incluyé el tiempo como otra variable
independiente, manteniendo constantes la temperatura (85 °C), pH (7.7) y concentracién de

sustrato (almiddn 30 %). EI DCCR es un disefio estadistico que permite obtener un rango de
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valores de las variables independientes, en donde la hidrolisis (licuefaccidn) del almidon en

dextrinas sea optima.

Tabla 17.

Aplicacion del Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) para determinar las
condiciones Optimas de hidrolisis del almidon de oca (reduccién de la absorbancia a 635

nm) en dextrinas con a-amilasa. Almidon (30 %), temperatura (85 °C), pH (7,7).

Variables independientes d Varla_ble
ependiente
Tratamiento . . . Reduccion de la
Enzima Enzima Tiempo .
(%) @) (min) absorbancia
(635 nm)
Tl 0.20 0.060 30.00 85.4%
T2 0.40 0.120 30.00 91.5%
T3 0.20 0.060 90.00 85.0%
T4 0.40 0.120 90.00 94.2%
T5 0.16 0.048 60.00 79.4%
T6 0.44 0.132 60.00 94.0%
T7 0.30 0.090 17.57 87.7%
T8 0.30 0.090 102.43 92.1%
T9 0.30 0.090 60.00 89.3%
T10 0.30 0.090 60.00 92.5%
T11 0.30 0.090 60.00 92.5%

Al analizar los resultados del DCCR, la concentracion optima de enzima a-amilasa [E] (X1,
%) para la degradacion del almidén de oca a dextrinas fue de 0.41 %, con una capacidad de

degradacion del almidéon de hasta 93.39 % (Figura 5).
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Figura 4.

Efecto de la concentracion de enzima a-amilasa (E, %) sobre la reduccion de la
absorbancia a 635 nm (degradacion de amilosa) tras la hidrolisis enzimética del

almidon de oca, utilizando el disefio superficie respuesta.
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3.2.2 Sacarificacion

Al tener un alto nimero de variables (factores) con efecto sobre la degradacion de las
dextrinas en azlcares fermentables por la enzima glucoamilasa, se ejecutd un estudio
discriminante (screening) para determinar los factores con impacto significativo sobre el
proceso de sacarificacion. Se aplico un disefio Plackett—Burman con 4 variables y 3 puntos
centrales, teniendo como variables independientes: concentracion de enzima glucoamilasa
[E] (X2, %), temperatura T (X4, °C), pH (X3) y tiempo t (X4, h). La concentracion de sustrato

(dextrinas) se ajusto a un valor de 24 % de solidos solubles (°Brix).
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Como variable independiente (variable respuesta) se evalué la produccion de azucares
fermentables, como indicador de la degradacion de las dextrinas por la enzima glucoamilasa,

aplicando el método DNS (Krivorotova & Sereikaite, 2019).

Tabla 18.

Aplicacidn de disefio Plackett-Burman para evaluar la produccion de azlcares fermentables
producidos a partir de la hidrolisis enzimética de las dextrinas del almidon de oca con

glucoamilasa.

Variable
dependiente

AzUcares
t(Xa, h) fermentables

Variables independientes

Tratamiento
T (X1,°C)  [E] (X2, %) pH (X3)

Tl 60 0.4 4.0 8.0 17.6%
T2 60 0.6 4.0 4.0 19.2%
T3 60 0.6 5.0 4.0 18.6%
T4 50 0.6 5.0 8.0 19.1%
TS5 60 0.4 5.0 8.0 18.4%
T6 50 0.6 4.0 8.0 20.7%
T7 50 0.4 5.0 4.0 17.8%
T8 50 0.4 4.0 4.0 16.8%
T9 55 0.5 4.5 6.0 17.7%
T10 55 0.5 4.5 6.0 17.9%
T11 55 0.5 4.5 6.0 17.5%

Al analizar los resultados del disefio Plackett-Burman, el factor (variable) con impacto
significativo sobre la produccion de azucares fermentables fue la concentracidn de la enzima
glucoamilasa (variable X2), mientras que las deméas variables no mostraron un impacto

significativo sobre la degradacion de las dextrinas (Figura 6).
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Figura 5.

Diagrama de Pareto del disefio Placket-Burman para determinar el efecto de las variables

evaluadas durante la hidrolisis de las dextrinas de oca con la enzima glucoamilasa.
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En base al resultado obtenido, para optimizar las condiciones de sacarificacion de las
dextrinas en azUcares fermentables con enzima glucoamilasa se aplicé un Disefio Compuesto
Central Rotacional (DCCR) considerando la concentracion de enzima [E] (X1, %) como
variable independiente (Tabla 20). También se incluyé el tiempo como variable
independiente, manteniendo constantes la temperatura (55 °C), pH (4.5) y concentracion de
sustrato (dextrinas: 24 °Brix). El DCCR es un disefio estadistico que permite obtener un
rango de valores de las variables independientes para la sacarificacion optima de las

dextrinas.
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Tabla 19.

Aplicacion del Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) para determinar las
condiciones optimas de hidrdlisis de las dextrinas de oca en azlcares fermentables con la

enzima glucoamilasa. Dextrinas (24 °Brix), temperatura (55 °C), pH (4.5).

Variables independientes q Varla_ble
Tratamiento - - epe,n diente
Enzima Tiempo Azucares
(%) (horas) fermentables
Tl 0.50 4.0 20.4%
T2 0.70 4.0 21.6%
T3 0.50 8.0 21.5%
T4 0.70 8.0 21.8%
T5 0.46 6.0 21.1%
T6 0.74 6.0 22.0%
T7 0.60 3.2 20.3%
T8 0.60 8.8 21.7%
T9 0.60 6.0 22.1%
T10 0.60 6.0 22.2%
T11 0.60 6.0 21.7%

La concentracion de enzima glucoamilasa [E] (X1, %) y tiempo (X2, h) tuvieron un impacto
significativo sobre la hidrélisis de las dextrinas en azlcares fermentables, con valores
Optimos de 0.75 % de enzima glucoamilasa (respecto al sustrato) y un tiempo de hidrdlisis

de 6.96 horas, logrando producir hasta un 22.4 % de azUcares fermentables (Figura 7).
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Figura 6.

Efecto de la concentracion de enzima glucoamilasa [E] (X1, %) y tiempo de hidrolisis
(X2, h) sobre la produccidn de azlucares fermentables a partir de la hidrolisis enzimatica

de las dextrinas de oca, utilizando el disefio superficie respuesta.
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3.2.3 Fermentacion alcohdlica

En la fermentacion alcohdlica se utilizaron diferentes fuentes de nitrogeno para la levadura
Saccharomyces cerevisiae, una fuente de N organico (O: extracto de levadura), N inorganico
(i: fosfato diaménico [(NH4)2HPO4]) y una mezcla de ambas fuentes (Mx: mixta), ademas

de un control (C) sin N, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 20.
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Tabla 20.

Evaluacién del rendimiento de la fermentacién usando diferentes fuentes de nitrégeno (N) para la levadura Saccharomyces cerevisiae en

mostos a base de azucares fermentables (23 °Brix) obtenidos mediante hidrolisis enzimatica de almidén de oca.

» S Productividad
Az(car Conversion de  Eficiencia de o
_ Etanol Etanol Dias de Horas de _ » volumétrica de
Tratamiento 5 5 residual sustrato conversion
(% VIv) (g/L) fermentacion fermentacion etanol
(g/L) (Yops: 9/g) (%)
(Qp: g/L-h)
Control (C) 10.70 £ 0.35° 83.89+2.72° 24 576 19.15 + 0.86° 0.41 +0.01° 80.83 + 2.46° 0.15 + 0.00¢
N-inorgénico (i) 12.23+0.29° 95.91 + 2.26° 14 336 8.87 £ 0.14° 0.45 +0.01% 87.97 £ 2.10% 0.29 £ 0.01°
N-organico (O) 12.40+£0.00* 97.22 £0.00* 7 168 8.87 £0.12° 0.45 + 0.00? 89.17 £ 0.05% 0.58 + 0.00?
N-mixto (Mx) 11.90 £ 0.00°  93.30 +0.00° 7 168 8.59 +£0.32° 0.44 +0.00° 85.46 + 0.13° 0.56 +0.00°

v’ Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (LSD de Fisher).
v Parametros de rendimiento de fermentacion (Duarte et al., 2013):
e Conversién de sustrato (Yp/s: g/g) = etanol producido/aztcar consumido (valor ideal 51%).
¢ Eficiencia de conversion (Ef: %) = Conversion de sustrato respecto al 51% ideal.

e Productividad volumétrica de etanol (Qp: g/L h) = etanol producido/tiempo.
Los tratamientos conteniendo N organico en forma de extracto de levadura (O y Mx) mostraron mayores valores en los parametros de

rendimiento de produccion de etanol en comparacién con los tratamientos control (C) y con N inorganico (i).
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CAPITULO IV: DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.1. Discusiones
4.1.1 Hidrolisis del almiddn

a. Licuefaccion del almidén a dextrinas

Respecto a la etapa de licuefaccion del almidon en dextrinas, en un estudio realizado
para producir alcohol a partir de almidén de papa mediante hidrélisis enzimética y posterior
fermentacion alcoholica, se obtuvo un efecto estadisticamente significativo de la
concentracion de enzima a-amilasa y de la concentracion de sustrato, siendo favorecida la
conversion de sustrato a azlcares reductores a valores de 0.8 mL/kg y 20%, respectivamente
(Gonzales y Molina, 2003). En el presente estudio, al aplicar el screening mediante el disefio
Plackett-Burman para determinar el impacto de las variables intervinientes en la hidrolisis
del almidon a dextrinas, la variable que mas impacto mostré fue la concentracion de enzima
a-amilasa (Figura 4). Las demas variables independientes, al parecer, no tuvieron un impacto
estadisticamente significativo en el proceso llevado a cabo con la enzima a-amilasa

comercial utilizada (Song Yuan Feng, China).

Identificada la variable con mayor impacto sobre la licuefaccion del almidon, se
aplicé un Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) para determinar el rango 6ptimo
de valores de las variables independientes para la licuefaccion del almidén en dextrinas,
obteniendo una concentracion enzimatica (E) éptima de a-amilasa del 0.41%, que permitiria

alcanzar una conversion maxima de almidon en dextrinas del 93.4% (Figura 5).

b. Sacarificacion de las dextrinas a azlcares fermentables
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En la siguiente etapa, de sacarificacion, es decir de la conversion de las dextrinas en
azucares fermentables, al aplicar el screening mediante Plackett-Burman para determinar el
impacto de las variables independientes, la variable que mas impacto mostrd fue la
concentracion de la enzima glucoamilasa (Figura 6). Las demas variables, al parecer, no
tuvieron un impacto estadisticamente significativo en el proceso llevado a cabo con la
enzima glucoamilasa comercial utilizada (Song Yuan Feng, China), a diferencia de otros
estudios, donde se destaca la importancia del tiempo en el proceso de sacarificacion, cuyo
incremento mejora el rendimiento de azucares reductores (Miranda y Molina, 2015). En tal
sentido, para la optimizacion del proceso de sacarificacion en el presente estudio, se incluyo
adicionalmente como variable independiente el tiempo, considerando ademas la implicancia

practica que puede tener el tiempo, por ejemplo, sobre los costos en un proceso de hidrolisis.

Al aplicar el Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) para determinar el rango
de valores de las variables independientes en donde la sacarificacion de las dextrinas en
azucares fermentables sea dptima, se obtuvo una concentracion enzimatica (E) éptima de
glucoamilasa de 0.75 %, a un tiempo 6ptimo de hidrolisis de 6.96 horas, valores 6ptimos que
permitirian producir hasta un 22.4 % de azlcares fermentables (Figura 7), a partir de un
medio con 24 % de dextrinas, es decir una conversion de dextrinas en azlcares fermentables

de 93.3 %.

En un estudio previo (Rojas et al.,, 2008), se encontrd que la licuefaccion y
sacarificacion alcanzaron rendimientos del 51.86% y 24.89%, respectivamente. Nuestros
resultados, en cambio, revelaron rendimientos mas altos, de 93.4% en el proceso de

licuefaccién y de 93.3% en el proceso de sacarificacion. Lo que sugiere que las enzimas
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comerciales utilizadas en la presente investigacion son altamente eficientes en términos de
rendimiento, tanto para la licuefaccion como para la sacarificacion. Estos resultados sugieren
que para optimizar la conversion del almidon de oca a azlcares fermentables con las enzimas
a-amilasa y glucoamilasa comerciales utilizadas en el presente estudio (Song Yuan Feng,
China), se debe prestar especial atencion a la concentracion de las mismas, en concordancia
con un estudio reciente, en el cual la concentracion de las enzimas a-amilasa y glucoamilasa
ha mostrado ser una variable relevante para lograr una mayor hidrolisis en preparados de
almidon de achira (Canna edulis Kerr.), al obtener una mayor degradacion de los granulos

de almidon y del contenido de amilosa (Witasari et al., 2024).

En ese sentido, los resultados obtenidos en la presente investigacion pueden tener
importantes implicancias practicas para mejorar la eficiencia del proceso de hidrdlisis y guiar
futuras investigaciones para obtencion de azlcares fermentables a partir de otras fuentes de
almidon, sobre todo a partir de fuentes amilaceas de bajo consumo, por ejemplo, a partir de

arracacha o de mashua (Espin et al., 2004; Cruz-Tirado et al, 2019).
4.1.2 Fermentacion alcohdlica

De acuerdo con la Tabla 20, las fermentaciones que presentan los mejores parametros
de rendimiento fermentativo para la produccién de etanol son las que contienen extracto de
levadura como fuente de N, alcanzando valores de Productividad volumétrica de etanol (Qp)
de 0.58 g/L-h en N-organico (O) y 0.56 g/L-h en N-mixto (Mx), es decir una mayor
produccién de etanol para el tratamiento O en el mismo tiempo de fermentacién que el
tratamiento Mx. Mientras que la mayor Eficiencia de conversion de sustrato en etanol se

logré con el tratamiento N-organico (O), con un valor de 89.17%, determinado a partir de la
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relacion entre la Conversion de sustrato Yps (0.45 g etanol / g azlcar) respecto al valor
teorico ideal de 0.51 g etanol / g azlUcar (Duarte et al. 2013). En base a los resultados
obtenidos (Tabla 20), por cada 1000 kg de oca se podria producir aproximadamente 30 L de

etanol.

Se ha reportado una mayor preferencia por parte de las levaduras hacia fuentes de N
organico. Saccharomyces cerevisiae ha mostrado preferencia por NH*" y aminoacidos
(Gutiérrez et al., 2012; Martinez-Moreno et al., 2012). La urea como fuente orgénica de N,
seria una buena alternativa, como se ha observado en la produccién de etanol a partir de
residuos industriales de algarroba (Raposo et al., 2017), dado que en mostos fermentativos
se hidroliza en NH*" y otros compuestos. Por su parte, el extracto de levadura, utilizado
como fuente de N-orgénico en el presente estudio (Tabla 14), estd formado por los
aminoacidos constituyentes de la levadura de la que se ha obtenido. Estos aminoacidos al
ser descompuestos durante el proceso fermentativo liberan NH**, que es utilizado como
fuente primaria de N por las levaduras. Lo cual explica que en el tratamiento con N-orgénico
(extracto de levadura), se haya obtenido la mejor productividad volumétrica de etanol (Qp:
0.58 g etanol/L-h) (Tabla 20), con un tiempo de fermentacion de 7 dias, respecto a los 14

dias que demoro0 en presencia de la fuente de N-inorganico ((NH4)2HPOa).

Entre las diversas funciones del N destacan la reproduccion y crecimiento celular, la
sintesis de enzimas y de proteinas de transporte de azlcares, ademas de las funciones que
cumplen los aminoacidos como precursores de compuestos aromaticos, principalmente
alcoholes superiores, producidos mediante desaminacion y descarboxilacion (Gobert et al.,

2017). Deficiencias en los niveles de N pueden conllevar el riesgo de fermentaciones lentas
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o0 estancadas (Prior et al., 2019), ademas de un menor contenido de compuestos aromaticos,
debido a la deficiente formacion de ésteres, acidos grasos volatiles y alcoholes superiores
(De Koker, 2015). Esta deficiencia en N se puede corregir mediante el uso de fuentes

adicionales de N como (NH4)2HPOa.

Por otro lado, se ha reportado que la excesiva utilizacion de (NHs)2HPO4 puede
generar problemas en el proceso fermentativo, como una alta acidificacion del medio, altos
niveles de fosfato residual, incrementar los niveles de sulfuro de hidrégeno (H2S), favorecer
la produccion de compuestos dafiinos como carbamato de etilo y aminas bidgenas, entre
otros efectos indeseables (Burin et al., 2015; Mendes-Ferreira et al., 2011; Ribereau-Gayon
et al., 2006; Sturgeon et al., 2013). Lo cual podria explicar el menor valor de productividad
volumeétrica de etanol (Qp: 0.29 g etanol/L-h) y el mayor tiempo para finalizar el proceso
fermentativo, de 14 dias (Tabla 20), obtenidos en presencia de (NH4)2HPO4 como fuente de

N-inorganico (i).

De modo que la determinacién de una adecuada proporcion entre fuentes de N
orgénico (extracto de levadura) e inorganico ((NH4)2HPO4) podria tener implicancias
practicas respecto a mejoras en el rendimiento fermentativo de las levaduras, considerando
la diferencia en la accesibilidad y costos de ambas fuentes de nitrégeno. Al respecto, una
proporcién 1/1 entre ambas fuentes (tratamiento N-mixto: Mx), como la utilizada en la
presente investigacion (Tabla 14), podria ser de utilidad para lograr un rendimiento
fermentativo favorable, con valores de productividad volumétrica de etanol (Qp: 0.56 ¢
etanol/L-h) y un tiempo de fermentacion de 7 dias, similares a los obtenidos con la fuente de

N-organico (0.58 g etanol/L-h y 7 dias, respectivamente) (Tabla 20).
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4.2. Conclusiones

En el proceso de licuefaccion y sacarificacion, se ha identificado como variable
significativa la concentracion de la respectiva enzima, la cual ha mostrado mayor impacto
en el proceso de hidrolisis a dextrinas (enzima a-amilasa) y azucares fermentables (enzima
glucoamilasa), respectivamente. Las demas variables: temperatura, tiempo, pH o
concentracion de sustrato, al parecer no tuvieron un impacto significativo en el proceso
hidrolitico llevado a cabo con las enzimas a-amilasa y glucoamilasa comerciales utilizadas

(Song Yuan Feng, China).

Es esencial destacar que, ademas de la cantidad de enzima, el tiempo desempefia un
papel relevante en la optimizacion de los costos asociados a un proceso industrial. Por
consiguiente, se recomienda considerar tanto la concentracion de enzima como el tiempo en
el disefio y la ejecucién de los procesos de licuefaccion y sacarificacion utilizando estas
enzimas a-amilasa y glucoamilasa comerciales (Song Yuan Feng, China), dado que ambos
aspectos resultan fundamentales para maximizar la hidrélisis del almidon en azlcares

fermentables y optimizar la eficiencia econémica de la operacion.

Por otro lado, se han determinado las condiciones Optimas para la produccién de
azucares fermentables mediante la hidrolisis enziméatica del almidon de oca. Durante el
proceso de licuefaccion, se ha obtenido un porcentaje de enzima a-amilasa de 0.41 %, que
permitiria alcanzar una conversion maxima de almidén en dextrinas del 93.4 %. Para la etapa
de sacarificacion, se ha obtenido un porcentaje de enzima glucoamilasa de 0.75 % con un
tiempo de hidrdlisis de 6.96 horas a partir de un medio con 24 % de dextrinas, con una

conversion de dextrinas en azUcares fermentables del 93.3 %. Estas condiciones han
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demostrado maximizar la eficiencia del proceso y la produccion de azlcares fermentables a

partir del almidon de oca.

Asimismo, la investigacion revela que el extracto de levadura (N-organico), como
fuente organica de nitrogeno, permite obtener el mayor rendimiento de etanol producido por
la levadura Saccharomyces cerevisiae durante la fermentacion alcohodlica de los azlcares
fermentables del almidén de oca, alcanzando una Productividad volumétrica de etanol (Qp)

de 0.58 g/L-h, asi como una Eficiencia de conversién de azlcares en etanol de 89.17 %.

En general, en base a los resultados obtenidos, y mediante la metodologia aplicada
en el presente estudio, por cada 1000 kg de oca se podria producir aproximadamente 30 L

de etanol.

Finalmente, como perspectiva de futuras investigaciones, en base al rendimiento
fermentativo con diferentes fuentes de N, se ha observado que la fuente mixta de nitrogeno
(Mx), es decir la combinacién de N-organico y N-inorganico (extracto de levadura +
(NH4)2HPO4, respectivamente) ofrece un rendimiento levemente inferior al de la fuente de
N-organico (extracto de levadura), pero con una diferencia no significativa en términos de
rendimiento fermentativo, aunque a un costo potencialmente mas bajo, dada la
disponibilidad comercial del (NH4)2HPO4. Por ende, al considerar la rentabilidad y la
eficiencia en la produccion de etanol a partir del almidon de oca, la fuente mixta de nitrégeno
emerge como una opcion mas equilibrada y rentable en comparacion con la fuente organica

de nitrogeno, sin comprometer significativamente el rendimiento final de etanol.

4.3. Limitaciones
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A lo largo del desarrollo de la investigacion, se identificaron diversas limitaciones.
Una de ellas se relacion6 con la falta de una fuente constante de calor para la licuefaccion
del almiddn en dextrinas, dado que la enzima a-amilasa requiere de temperaturas superiores
al 75 °C para llevar a cabo el proceso hidrolitico de manera adecuada. Asi mismo, otra
limitacidn estuvo relacionada con la temperatura de gelificacion del almidon (a partir de 58
°C), lo que fue solventado con pruebas previas para determinar el momento adecuado para
dosificar la enzima, de modo que su accion hidrolitica reduzca el proceso de gelificacion y
asi permitir una adecuada agitacion de la suspensién de almidon.

4.4. Implicancias

Desde el punto de vista tedrico, los resultados del estudio han permitido determinar las
variables que tienen impacto en el proceso hidrolitico llevado a cabo con las enzimas
amilasas comerciales utilizadas (Song Yuan Feng, China), asi como las condiciones 6ptimas
en las cuales se puede desarrollar el proceso hidrolitico correspondiente a cada enzima,

siendo la concentracion de enzima el factor con mayor impacto.

Desde el punto de vista practico, se ha podido evidenciar que a partir de fuentes de almidon
como la oca se abren posibilidades para la obtencion de nuevos productos como el etanol, lo
que sugiere un potencial significativo para la diversificacion de la industria y la generacion

de nuevas fuentes de energia renovable.

Desde el punto de vista metodoldgico, se ha identificado los parametros 6ptimos que pueden
ser aplicados en un proceso de hidrolisis a mayor escala, facilitando asi la obtencion de etanol

de manera més eficiente.
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