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RESUMEN

En el presente trabajo se empled diversas concentraciones de la enzima
a-amilasa aplicadas al almidén de arroz (Oryzae sativa) con la finalidad de
determinar la concentracion de esta enzima que sea capaz de generar una
cantidad de azUcares reductores que al fermentarlos con Saccharomyces
cerevisiae pueda lograr obtener una bebida alcohdlica. Este experimento se
llevd a cabo en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Educacién
Técnica para el Desarrollo, de la Universidad Catélica de Santiago de
Guayaquil. Se disefiaron 5 formulaciones y una en negativo, de las cuales se
realizé la experimentacion por triplicado. Las concentraciones de enzima a-
amilasa fueron de 25, 30, 35, 40 y 45 mg, aplicadas a 25 g de almidén de
arroz, posteriormente, se sometieron las muestras a hidrolisis durante 2 horas
a una temperatura de 90 °C y agitacién a 150 rpm, una vez concluida la termo
agitacion se procedio a inactivar la enzima con la aplicacion de HCl al 2 N para
bajar el pH, luego elevarlo con buffer de acetato de sodio, procediendo a
llevarlo a una temperatura de -20 °C. Para la determinacion de azucares se
utilizé la prueba de Fehling donde se evidencié que la muestra inoculada con
45 mg de enzima a-amilasa obtuvo la mayor cantidad de azucares reductores.
Las muestras se procedieron a fermentar con Saccharomyces cerevisiae, se
obtuvo como resultado que las muestras aplicadas con 40 y 45 mg
presentaron un porcentaje de alcohol mayor al 8 %. El beneficio costo de la
produccion por litro de bebida alcohdlica fue de USD 0.74.

Palabras clave: Arroz, bebida, enzima, a-amilasa
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ABSTRACT

In the present work, various concentrations of the a-amylase enzyme applied
to rice starch (Oryzae sativa) were used in order to determine the
concentration of this enzyme that is capable of generating a quantity of
reducing sugars that, when fermented with Saccharomyces cerevisiae, can
manage to obtain an alcoholic beverage. This experiment was carried out in
the microbiology laboratory of the Faculty of Technical Education for
Development, of the Catholic University of Santiago de Guayaquil. 5
formulations and one in negative were designed, of which the experimentation
was carried out in triplicate. The a-amylase enzyme concentrations were 25,
30, 35, 40 and 45 mg, applied to 25 g of rice starch, subsequently, the samples
were subjected to hydrolysis for 2 hours at a temperature of 90 °C and stirring
at 150 rpm, once the thermal agitation was concluded, the enzyme was
inactivated with the application of 2 N HCI to lower the pH, then raised with
sodium acetate buffer, proceeding to bring it to a temperature of -20 °C. For
the determination of sugars, the Fehling test was used, where it was evidenced
that the sample inoculated with 45 mg of a-amylase enzyme obtained the
highest amount of reducing sugars. The samples were fermented with
Saccharomyces cerevisiae, the result was that the samples applied with 40
and 45 mg presented an alcohol percentage greater than 8%. The benefit cost
of production per liter of alcoholic beverage was USD 0.74.

Keywords: Rice, beverage, enzyme, a-amylase
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1 INTRODUCCION

La produccion de arroz es una de las actividades agricolas mas
extensas y tradicionales del Ecuador, siendo el tercer cultivo con mayor
superficie después del cacao y el maiz. A pesar de que antiguamente su uso
se limitaba a la coccion del grano para su consumo, actualmente, dicha
materia prima también es procesada para obtener harina o es usada para el
desarrollo de barritas energéticas, galletas o bebidas alcohdlicas como la

cerveza.

En los paises asiaticos, este cereal es usualmente empleado para
producir sake, bebida alcohdlica originaria de Japon. Para el desarrollo de la
misma, se emplea el hongo Aspergillus oryzae (koji), el cual descompone los
almidones del arroz en azucares mas simples, para posteriormente ser
fermentados por Saccharomyces cerevisiae, dando como resultado una

bebida alcohdlica natural, de sabor particular.

Hay que tener en cuenta que el alcohol de arroz solo se puede obtener
a partir de diversas variedades de arroz, concretamente de aquellas
variedades en las que el almidon de dicha materia prima se localice en el
centro del grano, de modo que el resto de los nutrientes, tales como las
proteinas y las grasas, se encuentren situadas en los extremos, a fin de ser
eliminadas tras el pulido del mismo, ya que, de lo contrario, se obtendria

alcohol con sabor rancio.

Ademas, en funcién del porcentaje de pulido de los granos de arroz y
a la cantidad de alcohol afiadido durante su produccion, en el mercado se
puede encontrar diferentes tipos de graduaciones alcohdlicas.

En el mercado japonés, donde es popular una bebida fermentada a
partir del arroz llamada sake, se puede encontrar bebidas con diferente
graduacion alcohdlica y con procesos diversos. Cuando el sake es producido

2



sin alcohol afiadido es llamado Junmai, el cual en funcién al tipo de pulido del
arroz se obtiene sus variedades que son: Junmai Dai-Ginjo, Junmai Ginjo,
Tokubetsu Junmai, y Junmai. Por otro lado, los sakes elaborados con alcohol
afladido dan como resultado variedades como: Dai-Ginjo, Ginjo, Tokubetsu
Honjozo y Honjozo. Estos se diferencian entre si en el pulido del arroz y en la
cantidad de alcohol afiadido. Por dltimo, esta el Futsushu, bebida alcohdlica

obtenida a partir del grano de arroz sin pulir.

El alcohol de arroz es elaborado mediante la hidrdlisis de los productos
obtenidos a partir del hongo Aspergillus oryzae, a-amilasa, B-amilasa,
enzimas proteoliticas que hidrolizan el almidon descomponiéndolo en
azucares mas simples, que dan como resultado el arroz tipo koji. Este,
posteriormente, debe ser mezclado con arroz cocido y fermentado con
Saccharomyces cerevisiae, levadura responsable del alcohol para producir

alcohol de arroz.

El proceso de inoculacion del hongo Aspergillus oryzae, empleado para
la produccion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, demora
aproximadamente de tres a cuatro dias bajo condiciones de humedad y
temperatura controlada, lo cual dificulta su proceso de elaboracion (Gémez
et al., 2021).

Con el presente proyecto se desea realizar un estudio comparativo
sobre las diferentes concentraciones de a-amilasa necesarias para hidrolizar
el almidén del arroz en azUcares mas simples, los cuales seran posteriormente
fermentados con Saccharomyces cerevisiae a fin de producir alcohol de arroz

sin el empleo del hongo Aspergillus oryzae.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general.
Obtener una bebida alcohdlica a partir de la fermentacion de azlcares

derivados de la hidrdélisis enziméatica del almidén de arroz.

3



1.1.2. Objetivos especificos.

e Determinar la concentracion de a-amilasa comercial requerida en la
hidrdlisis del almidon de arroz para su posterior fermentacion.

e Cuantificar los azlUcares reductores obtenidos de las muestras de
almiddn de arroz hidrolizadas con a-amilasa.

e Fermentar con Saccharomyces cerevisiae, los azUcares simples
obtenidos tras la hidrdlisis del almidon de arroz.

e Determinar el grado alcohdlico de las muestras fermentadas con
S. cerevisiae.

e Determinar el rendimiento de la hidrélisis.

e Determinar el beneficio/costo.

1.2. Pregunta de hipétesis
¢ Qué concentracion de a-amilasa es necesaria para la hidrolisis del

almidén de arroz y su posterior fermentacion?

1.3 Hipétesis
HO. El porcentaje de alcohol etilico obtenido en la bebida alcohdlica con
diferentes concentraciones de a-amilasa no presenta diferencias

significativas.

H1. El porcentaje de alcohol etilico obtenido en la bebida alcohdlica con

diferentes concentraciones de a-amilasa presenta diferencias significativas.

2 MARCO TEORICO

La obtencién de bebidas alcohdlicas por fermentacién tiene su origen
en la época clasica, concretamente en Mesopotamia, donde de manera casual
y espontanea se fermentaron granos humedos de cebada, uvay trigo, dando

como resultado bebidas como la cerveza o el vino segun Porras (2022) se



trata de un proceso anaerobio llevado a cabo por diferentes bacterias,
levaduras y mohos, los cuales transforman los azucares de la materia prima
empleada en alcohol etilico y dioxido de carbono; usualmente, para dicho
proceso se emplean materias primas vegetales ricas en carbohidratos tales

como vegetales, frutas, cereales y tubérculos (Cadena et al., 2022).

A pesar de que existen numerosos microorganismos que pueden ser
empleados para la obtencibn de bebidas alcohdlicas, tales como:
Kluyveromyces fragilis, Torulaspora, Zymomonas mobilis o Saccharomyces
cerevisiae, esta Ultima es la mas empleada ya que es un microorganismo
inocuo (Mella, 2021).

Ecuador es uno de los principales productores de arroz a nivel mundial
y forma parte de la canasta basica diaria, ya que es una fuente econémica y
sostenible de proteinas; a pesar de eso, debido a las inundaciones que han
azotado al pais en los ultimos afios y al ataque de determinadas plagas, gran
parte del arroz consumido a nivel nacional es importado de paises vecinos,
ocasionando pérdidas econdémicas y una sobreproduccion de arroz a nivel
nacional, es clave la diversificacién de la industria para dar una salida a este
problema (Verdezoto, 2022).

El arroz es una excelente materia prima para la produccion de bebidas
alcohdlicas, debido a que dentro de los alcoholes obtenidos del arroz se tiene
al sake, licor de origen asiatico que presenta una consistencia espesa y un
sabor entre seco, ligeramente dulce y fuerte, el cual usualmente es consumido

como aperitivo (Roldan, 2022).

Para la elaboracién de alcohol de arroz, se deben incubar esporas de
Aspergillus oryzae al arroz cocido a una temperatura de 42 °C para conseguir
se desarrolle el hongo y este secrete enzimas proteoliticas que degraden el
almidon del arroz produciendo azlcares, se trata de un proceso muy riguroso

que tarda aproximadamente de 3 a 4 dias (Falero y Doncel, 2021).
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Segun los datos historicos, el uso de este hongo se remonta a los
ancestros de las culturas japonesa y china donde se empleaba para elaborar
diversos productos gastronémicos de forma natural tales como: la salsa de

soja, el miso o el shochu (Shinbashi y Ku, 2011).

Debido a los avances biotecnoldgicos, las enzimas secretadas por
dicho hongo, tales como a-amilasa, B- amilasa o glucoamilasas, pueden ser
producidas a nivel industrial para su posterior uso en campo de la
gastronomia, reduciendo el tiempo de desarrollo de los productos alimenticios
(Beltran y Maldonado, 2002).

2.1 Clasificacion taxonémica del arroz

El arroz es la semilla obtenida de diversas plantas del género Oryza,
siendo las variedades Oryza sativa (origen asiatico) y Oryza glaberrima
(origen africano) las mas consumidas y comercializadas; este cereal,
perteneciente a la familia de las gramineas (Poaceas), es el mas cultivado a
nivel nacional y es considerado un alimento basico de la dieta diaria de los
ecuatorianos (Webb, 2001).

La clasificacion taxondmica del arroz se puede apreciar en la Tablal.

Tabla 1.Taxonomia del arroz

Reino Plantae
Familia Poaceae
Genero Oryza
Especie Sativa

Fuente: Noches, 2019
Elaborado por: El Autor
2.2 AlImidén de arroz

El almidén es una macromolécula que representa el 80 % del grano de

arroz tratdndose de un polimero hipoalergénico altamente digerible; este es



usualmente usado en la industria alimentaria debido a sus propiedades
gelificantes y espesantes, esta conformado principalmente por amilosa y
amilopectina, en una proporcion de 25 y 75 %, respectivamente (Montoya,
2021).

El almidon suele estar presente en diversas partes de la planta como
son los tallos, las raices, tubérculos y en las semillas, su nombre de varia
dependiendo del origen de su extraccion; asi, cuando este se extrae de
gramineas se denomina almidén y cuando se extrae de raices y tubérculos se
lo suele llamar fécula, en el caso del arroz se denomina almidén ya que se

encuentra en el grano (Holguin, 2019).

2.2.1 Composicion del almidén.

2.2.1.1 Amilosa.

La amilosa, es una unidad de glucosa cuyos monOmeros estan
alineados en cadenas no ramificadas unidas entre si por enlaces a-1,4; dicha
macromolécula se obtiene de la condensacion de las D-glucopiranosas a

través de los enlaces a-1,4 (Trujillo, 2022).

2.2.1.2 Amilopectina.

Esta macromolécula se diferencia de la amilosa por su forma
ramificada la cual le confiere la peculiar forma de un arbol uniéndose al tronco
central por los enlaces ramificados a-1,6 encontrandose estos localizados
cada 25 a 30 unidades de glucosa, poseyendo a su vez los enlaces a-1,6
como en la amilosa; comprende el 75 % de todas las cadenas de almidones,
posee una estructura altamente ramificada y por este motivo su masa

molecular es mayor a la de la amilosa (Trujillo, 2022).



2.3 Aspergillus oryzae
El hongo Aspergillus oryzae, también conocido como kgji, es un hongo
de gran relevancia en Asia, debido a que con él se elabora el sake, bebida

alcohdlica tipica de estos paises (Huaracha, 2021).

Dicho hongo, perteneciente al género Aspergillus y a la familia
Trichocomaceae, produce una reaccidon enzimatica, previamente cultivado en
arroz cocido e incubado a una temperatura aproximada de 42 °C durante tres
a cuatro dias generando asi a-amilasa y a-glucosidasa atacando los enlaces
a-1,4 de la amilosa y los enlaces a-1,6 de la amilopectina, rompiendo estos
enlaces generando asi azicares mas simples; el cultivo madre de este hongo
se usa para preparar bebidas y productos a partir de diversidad de cereales
para poder ser aplicado a los alimentos que se vayan a procesar (Huaracha,
2021).

Se evidencia el uso de este hongo desde la antigua China,
basicamente en rituales de la dinastia Zhou donde trajo avances tecnoldgicos

en las técnicas gastrondémicas (Shinbashi y Ku, 2011).

También se evidencia su uso extendido en el Japon desde el 1000 A.C.,
empleado en la descomposicion del almidén del arroz y la soja para su
posterior fermentacion y preparacion de salsa, respectivamente (Beltran y
Maldonado, 2002).

2.4 Proceso tradicional de elaboracién de alcohol de arroz

El hongo Aspergillus oryzae es un microorganismo que usa el proceso
de fermentacion en estado soélido. Esto significa que son microorganismos que
crecen en tres fases (Herrera y Salazar, 2021).

e Fase solida: donde la espora del hongo es inoculada en muestra de
prueba de arroz cocido
e Fase gaseosa: fase donde interviene el aire que se encuentra entre las

particulas ayudando al proceso de esparcimiento del hongo



e Fase liquida: se compone de una pelicula liquida en el arroz cocido

solido.

2.4.1 Pulido del grano.

El grano de arroz debe encontrarse plenamente pilado, de dicho
proceso dependera del tipo de sake que se quiera obtener ya que en funcién
del grado de pulido que se obtenga sera la clasificacion final que se dé a la
bebida (Medina, 2022).

El nombre de esta fase de elaboracién es conocido en japonés como
Seimai, siendo un proceso industrial donde el arroz se deja caer verticalmente
sobre dos piedras que giran en direcciones opuestas hasta lograr el pulido
requerido (Medina, 2022).

Posterior a esto, el arroz se muele de igual formay se retiran los polvos
de desecho donde se encuentran proteinas y diversas sobras remanentes de
la cascara, removiendo también la parte del grano que cubre al endospermo
de manera delicada ya que un aumento en la temperatura podria ocasionar la
pérdida de capacidades de absorcion de agua y causaran una fermentacion
incorrecta; asi obtiene el almidén para que se pueda luego romper sus enlaces

en la fermentacion por estado solido (Murillo, 2022).

2.4.2 Lavado del grano y remojo.

Seguidamente, los granos se lavan a fin de eliminar el polvo que se
genera al ser pulidos; después se someten a remojo para que absorban una
cantidad aproximada del 30 % de agua del recipiente (Gil, 2013).

2.4.3 Coccion del grano.

Seguidamente el arroz se cocina a vapor en un recipiente de madera
llamado Koshiki, el cual antiguamente poseia un agujero por donde llegaba el
vapor (Humbert, 2015).



2.4.4 Preparado del Koji.

Al proceso de mezclar el arroz cocido con esporas de Aspergillus
oryzae se denomina koji. Esta etapa se lleva a cabo incubando estas esporas
para que segreguen enzimas que transforman el almidén en azlcar y suele
durar entre 40 a 64 horas, dependiendo de las condiciones de temperatura,
humedad y grado de pulido (Gil, 2013).

2.4.5 Preparacion del Shubo.

Una vez obtenido el koji se procede a mezclar con arroz cocido y agua
y se afiaden levaduras del género Saccharomyces, en Japon suelen usar la
levadura Saccharomyces sake ya que esta origina una mayor produccién de
etanol (Heberlein, 2004).

La mezcla se dejara fermentar durante dos a tres semanas donde el
koji trabajard en conjunto con la levadura para obtener el alcohol. En esta
etapa las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa generadas en el koji, romperan
los enlaces a-1,4 de la amilosa en el caso de la enzima amilasa y los enlaces
a-1,6 de la amilopectina en el caso de la a-glucosidasa, generando
respectivamente maltosa y glucosa (Shurtleff y Aoyagi, 2012). Al proceso
previo a la fermentacion donde se mezcla koji, arroz, levadura y el agua se le
conoce como Shubo, luego de esta mezcla se obtiene como resultado el
moromi iniciando la fermentacién antes mencionada (Paez, 2010).

2.4.6 Preparacion del moromi y sandan shikomi.

A diferencia de otros procesos de fermentacion el del arroz tiene sus
particularidades, una vez realizado el proceso de moromi, se realizan una
serie de pasos a los cuales se les denominan Sandan Shikomi (Gil, 2013). En
el Sandan Shikomi el primer dia se afiade al maromi el shubo y se deja
reposando para que la levadura multiplique su poblacion; el tercer dia se
aflade el doble de maromi y koji y en el dia cuarto, el doble de maromi y koji
que el dia anterior, luego de finalizado el sandan shikomi se deja fermentar de
18 a 32 dias (Manrique, 2020).
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2.4.7 Prensado.
En el proceso del sake hay una etapa de prensado en la que se
presiona por una malla para separar el sake del arroz solido, existen tres

formas de hacerlo:

e Tradicional: se coloca el arroz en un saco preferentemente de algodon
para luego dejarlos en cajas e ir presionando con la tapa para que el
arroz filtre por la parte inferior (Manrique, 2020).

e Mecanico: utiliza bombas para llevar el moromi a una maquina donde

se inflaran globos de goma para exprimirse (Gil, 2013).

e Shizuku: emplea sacos de algodon donde se deposita el moromi para
suspenderlo en el aire y a través del peso del arroz fermentado y la
gravedad, el fluido cae por goteo, este método suele ser usado en la

elaboracion de sakes de mayor calidad (Gil, 2013).

2.4.8 Filtrado.

Luego de la etapa de prensado se deja reposar el sake durante 10 dias
y pasa a un proceso llamado Roka donde se filtra la bebida usando carb6n en
polvo, la cual dependiendo de la variedad de sake se usa filtrado o no
(Manrique, 2020).

2.4.9 Pasteurizacion.

El Hi-re es la etapa de pasteurizacion del sake y se hace de dos formas:
embotellado o previo al embotellado. La bebida se calienta a 65 °C en el caso
de no estar embotellado y en el caso del sake embotellado se sumerge en un
bafio de agua a la misma temperatura, antiguamente este método no se usaba
si no que mas bien el sake era llevado a lugares frios con la finalidad de que

no perdiera sus cualidades organolépticas (Valle, 2021).
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Hay otros tipos de sake como el Geshu Nama Muroka el cual, al igual
que el Muroka, no es filtrado, pero con la particularidad de que en esta

variedad no se ha pasteurizado (Manrique, 2020).

2.4.10 Proceso de elaboracion de alcohol de arroz.
En el Gréfico 1, se muestra el proceso tradicional de elaboracion de

alcohol de arroz japonés.

Gréfico 1. Proceso de elaboracién de alcohol de arroz japonés
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2.5 Hidrolisis

La palabra hidrdlisis viene de las voces griegas hydro: agua y lysis:
ruptura, por lo que se puede entender que se trata de un proceso en el cual
se origina una reaccién quimica ya sea de forma natural o por un catalizador
(Reyna et al., 2004).

En esta reaccidon el hidrégeno y el oxigeno del agua dividen sus
moléculas para formar enlaces quimicos con el soluto que forma parte de la
disolucion que se hidroliza, de esta manera rompen los enlaces complejos

generando cadenas mas simples (David, 2021).

Los procesos de hidrélisis y condensacién son contrarios, en la
condensacion las moléculas se unen obteniendo un producto y una molécula
de agua y en la hidrdlisis por el contrario el proceso se ve influenciado por
diversos factores tales como: concentracion enzima-sustrato, tiempo,

temperatura, pH, fuerza idnica y la presencia de catalizadores (David, 2021).

La enzima a-amilasa alcanza su valor final de conversion de azucares
reductores a los 30 minutos de iniciada la hidrdlisis, durante este proceso la
enzima transforma los almidones en dextrinas, rompiendo las moléculas de
almidon al reaccionar esta con el calor a partir de los 95 °C; con un rango de
pH ideal para la hidrolisis entre 6.20 y 6.50 alcanzando el pico de produccion
de azucares reductores a la media hora de iniciada la hidrélisis, una vez

finalizado el proceso el pH desciende a 6.20 (Gonzalez y Molina, 2006).

Por lo general, el indice de granos de almidon que se convierten en
azucares fermentables suele ser bajo en la hidrélisis enzimatica, de esta forma
se observa en estudios que el proceso se vuelve lento y deficiente
(Oates, 1997).

En los ultimos afos se ha evidenciado que el uso de enzimas amilasas

provenientes de otras variedades del Aspergillus, tales como el Aspergillus
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niger y el Aspergillus kawachi dan el paso a un trabajo sinérgico entre ellas
para poder hidrolizar el almidén de forma mas rapida y efectiva durante un
solo proceso con temperaturas moderadas por debajo de la gelatinizacion del
almidon. Sin embargo, regulando y manteniendo el pH a un valor de 6.45 a
6.5 y con un manejo adecuado de temperaturas que estan por encima de la
gelatinizacion se puede obtener una hidrolisis optima (Gonzalez y Molina,
2006).

La actuacion conjunta de glucoamilasa con a-amilasa permite una
hidrélisis mas efectiva, mientras la glucoamilasa perfora de manera profunda
la a-amilasa permite que estos orificios se amplien y asi se mejora la liberacion
de los azucares reductores en especial de glucosa y maltosa, esta sinergia
permite una mayor obtencion de azucares reductores que luego del proceso

de dextrinizacion son sacarificados (Ordoiez, 2022).

2.5.1 Hidrdlisis quimica.

El proceso de hidrélisis por métodos quimicos se realiza por la adicidon
de diferentes acidos como catalizadores, estos hacen que el almidon se
descomponga parcialmente en dextrosas para usarlas como jarabe de
glucosa, en este método la transformacién es parcial, debiéndose neutralizar
y filtra el hidrolizado producido, a fin de recuperar el almidon sobrante
(Izarra y Pefia, 2022).

Como consecuencia de esta hidrolisis parcial se produce una
fermentacion de los azlUcares reductores muy baja obteniéndose un
rendimiento menor; al someter al almidon a un medio acido, los residuos de
la hidrélisis no se puedan aprovechar con fines alimenticios, ademas los
residuos pueden generar problemas de corrosion de equipos de laboratorio o

industriales si no se procede a una limpieza adecuada (lzarra y Pefia, 2022).
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2.5.2 Hidrolisis enzimatica.

El proceso consiste en afadir enzimas de grado alimentario,
comerciales o sintetizadas a los almidones para que a través de la hidrélisis
se puedan obtener azucares reductores como dextrosas, maltodextrinas,
glucosas y demés; de esta forma, se pueden controlar las dosis necesarias
para cada tipo de almidén y el tipo de azlUcar reductor que se desea obtener

regulando la cantidad de cada enzima utilizada (Miranda, 2022).

Los almidones se degradan de formas diversas dependiendo de las
enzimas que se apliquen al proceso de hidrdlisis: En el malteado de granos,
los almidones se degradan en poli glucosas y solamente liberan una minima
cantidad de azUcares simples; esto es debido a la afinidad que tiene la enzima
por el sustrato, ya que, cada enzima ataca de forma especifica a ciertos
enlaces en la cadena de almidones haciendo que el proceso de degradacion

a azulcares mas simples suceda de forma mas efectiva (Espitia, 2009)

Las enzimas empleadas en los procesos de hidrdlisis poseen diversos

origenes y atacan diferentes partes de la cadena de almidones.

2.6 Enzimas empleadas en la hidrdlisis del almidén de arroz

2.6.1 a- amilasa.

Esta enzima hidroliza el almidon de arroz por los enlaces a-1,4 los
cuales estan ubicados en la parte central de las cadenas de amilosa y las
amilopectinas tal y como se observa a continuacién en los Gréficos 2 y 3; esta
enzima no hidroliza las cadenas que se encuentran cercanas a las

ramificaciones (LOpez, 2022).
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Grafico 2. Cadena de amilosa
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Gréafico 3. Cadena de amilopectina
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El hongo Aspergillus oryzae, asi como diversos bacilos entre los cuales
se destacan el Bacilus subtillis, Bacilus amyloliquefaciens, Bacilus polymixa y
el Bacilus licheniformis generan a- amilasa, esta enzima es la encargada de
generar la maltosa empleada para la fermentacién, asi como diferentes

oligosacaridos de tamafios variables (Quispe, 2022).

En la industria de alimentos se suele usar esta enzima para la
elaboracion de diversos productos derivados de harinas y almidones, asi
como en otras industrias como la de biocombustibles, detergentes, papel y en
diversos productos farmacéuticos, también se puede encontrar como reactivo

en pruebas médicas de laboratorio (Poma, 2021).
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En sus origenes las enzimas amilasas no se encontraban sintetizadas
y se obtenian de la saliva humana; siendo estas de vital importancia en el
proceso digestivo de los animales, descomponiendo los almidones para

formar fragmentos de glucosa, dextrinas, maltosa (Mex-Alvarez et al., 2022).

En la historia del Ecuador tenemos como bebida fermentada tradicional
de la amazonia la chicha obtenida de la yuca cuyos almidones eran
sintetizados por las amilasas de la saliva al ser masticada esta raiz para

dejarla descomponer y luego fermentar (Caiza, 2022).

La amilasa fue aislada por el quimico francés Anselme Payen en el afio
1833, bautizandola en principio con el nombre de diastasa, hoy se obtiene
a-amilasa sintetizada de diversos hongos y bacterias benéficas usadas en la

industria de alimento (Singh et al., 2022).

2.6.2 B- amilasa.

La B- amilasa también conocida como a-1,4 glucan-maltohidrolasa es
una enzima que al igual que la a-amilasa ataca los enlaces a-1,4 glucosidicos
tal y como se observa en los Gréficos 2 y 3, con la excepcion de que esta
actla en la parte externa de los enlaces separando las unidades de maltosa
desde extremos no reductores, atacando solo desde uno a la vez, resultando
menos efectiva cuando esta sola, pero mezclada con a-amilasa obtiene un

valor més elevado de maltosa y dextrina (J. Miranda y Candia, 2022).

La enzima - amilasa suele ser obtenida del Aspergillus oryzae, Bacilus

megaterium, Bacilus cereus, Streptomyces sp. (Espitia, 2009).

2.6.3 Glucoamilasa.

La glucoamilasa es obtenida de los microorganismos Clostridium
thermodyrosulfurico, Leuconostoc, Enterobacter, es una enzima ramificadora,
también se la suele conocer como a-1,4-glucan-glucohidrolasa, es una

carbohidrolasa que tiene una accion externa ya que genera glucosa a partir
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de los enlaces terminales no reductores en las cadenas de almidones, rompe
los enlaces glucosidicos a-1,3 a-1,4, a-1,6 tal y como se observa en los
Graficos 2 y 3. Las glucoamilasas son incapaces de hidrolizar totalmente los
almidones en glucosa, debido a que para darse esto se requiere de la

participacion de enzimas endoproteasas (Camposano y Alejandro, 2021).

La actuacion conjunta de glucoamilasa con a-amilasa permite una
hidrolisis mas efectiva, mientras la glucoamilasa perfora de manera profunda,
la a-amilasa permite que estos orificios se amplien y asi se mejora la liberacion
de los azlcares reductores en especial de glucosa y maltosa, permitiendo una
mayor obtencidon de azUcares reductores que luego del proceso de

dextrinizacion, sacarifican estos azucares (Camposano y Alejandro, 2021).

2.6.4 Pululanasa.

Existen dos tipos de pululanasa, la de tipo | y la de tipo .

La pululanasa de tipo | es producida por los microorganismos:
Shewanella arctica, Bacillus subtilis, Bacillus thermoleovorans, Tunisian
messaoud, Exiguobacterium acetylicum, Exiguobacterium sp.,
Fervidobacterium pennavorans, Klebsiella variicola, Thermotoga maritima,

Paenibacillus polymyxa (Bertoneri, 2021).

Esta enzima tiene accién en la parte ramificada de la cadena,
descomponiéndola, actia sobre los enlaces a-1,6 de la amilopectina, en este
proceso solamente libera como Unico azucar reductor la maltosa,
empleandose también para subir el nivel de sacarificacion a uno mas optimo

ya que eleva la liberacion de glucosa (van der Maarel et al., 2002).

La pululanasa de tipo Il es producida por los microorganismos:
Pyrococcus yayanosii, Clostridium thermosulfurogenes, Bacillus sp.,
Halorubrum sp., Staphylothermus marinus, Pyrobaculum calidifontis,

Geobacillus stearothermophilus y Streptococcus infantarius (Bertoneri, 2021).
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La pululanasa tipo Il tiene la capacidad de atacar los enlaces a-1,4
desrramifica la amilopectina produciendo una mezcla de dextrinas y pocos

azucares (Bertoneri, 2021).

2.6.5 a-glucosidasa.

La enzima a-glucosidasa necesita de agua para producir la hidrolisis
atacando los enlaces a-1,4 y el a-1,5 con menor frecuencia, esta enzima se la
puede obtener de hongos del género Aspergillus, tales como el oryzae, niger

y por el Rhizopus niveus (Gonzalez, 2002).

2.7 Proceso de hidrolisis
En el Grafico 4 se presenta el proceso de hidrélisis mediante la enzima
a- amilasa donde se obtiene el jarabe de glucosa que se somete a

fermentacion por S. cerevisiae.
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Grafico 4. Proceso de hidrolisis.
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2.8 Fermentacion alcoholica

La fermentacién alcohdlica es un proceso mediante el cual azucares
como la fructosa, glucosa, maltosa, se transforman en etanol por medio de la
intervencion anaerobia del hongo Saccharomyces cerevisiae, por lo tanto, es
un proceso biolégico con una oxidacion incompleta donde se origina también

diéxido de carbono (Lopez et al., 2019).

El Saccharomyces cerevisiae es una levadura perteneciente al reino
fungi, esta levadura es unicelular, siendo usada en la industria alimenticia no
solo en la elaboracion de bebidas alcohdlicas si no también en la industria de

harina y en la industria de lactea (Herrera et al., 2019).

En el proceso de fermentacion se dan reacciones iguales a la glucalisis,
el metabolismo de la levadura busca oxidar la glucosa con la finalidad de
obtener energia al igual que lo hace la célula en el proceso antes mencionado,
es asi que se dan al menos 10 reacciones enzimaticas en las cuales la glucosa
se transforma en dos moléculas de piruvato con la diferencia de que en la

fermentacion se necesita de etapas adicionales (Arias y Castro, 2011).

En la primera etapa el carbono que contiene el piruvato reacciona ante
el pirofosfato de tiamina obteniendo asi la descarboxilacion generando un

acetaldehido ligado a una coenzima 2- hidroxietil (Espitia, 2009).

En la segunda fase el acetaldehido se convierte en etanol
reduciéndose a este por la accién de la coenzima nicotinamida adenina
dinucleétido hidrogeno (NDAH+) catalizando esta reaccion el alcohol-
deshidrogenasa, concluyendo estas reacciones con la formacién de tri fosfato
de adenosina (Mormeneo-Segarra, 2019).

Aunque el proceso es anaerobio, durante el crecimiento del cultivo de
levaduras estos se ven influenciados por el oxigeno de una forma severa

utilizando asi la glucosa oxidandola completamente, es en esta etapa cuando
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se genera bastante energia que se fija por el sistema de ADP-ATP que luego
conlleva a la sintesis celular, consumiendo estas cantidades grandes de

energia (Ramirez, 2022).

Es asi que el cultivo alcanza el niumero necesario de células que
permiten la degradacion de la materia prima, en esta fase se procede a
acondicionar anaerdbicamente el medio procediendo a la produccion de
dioxido de carbono. Pasando a condiciones anaerobias, las células se ven
impedidas de aporte energético siendo la reproduccion celular minima en esta

fase (Hungria y Alvarado, 2018).

2.9 Produccioén de alcohol a partir del almidén hidrolizado.

El proceso de fermentacion comienza a partir del mosto que se obtiene
de la hidrolisis del almidén de arroz tratado con enzima a- amilasa comercial,
después de esto se afiade a cada muestra un 100 % de agua de su total de
peso, con lo cual el mosto queda repartido en 50 % de agua y 50 % de almidén
hidrolizado. Se emplea el Saccharomyces cerevisiae como levadura para

fermentar las muestras (Ramirez, 2022).

Durante la inoculacion las levaduras se reproducen en el mosto y en
contacto con el oxigeno, de esta forma las condiciones se vuelven éptimas
para la fermentacion. El mosto debe presentar un nivel de azucar de 15° a 18°

Brix para que la fermentacion sea adecuada (Espitia, 2009).

El mosto concluye la fermentacién aproximadamente de 10 a 15 dias,
cuando se evidencia la reduccion en la produccion de dioxido de carbono;
para evitar que el oxigeno ingrese, existen diversos métodos como filtros de
aire, tapones con manguera Yy filtro de agua o sellar la cuba de fermentacién
0 envase con un material de caucho o latex con pequefios agujeros por donde

escapara el dioxido de carbono (Orddéfiez, 2022)
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Una vez finalizado el proceso de fermentacion es recomendable dejar
reposar el producto hasta que los sélidos se depositen al fondo formando
pozos, para este efecto se puede utilizar albiminas o materiales gelificantes
(Orddniez, 2022).

Una vez culminada la decantacion se procede a extraer el licor
cuidadosamente sin que los pozos se mezclen para después proceder a

filtrarlo las veces que sea necesaria para clarificar (Ramirez, 2022).

Posterior a esto se mide el grado alcohdlico para clasificarlo segun el
tipo de vino deseado; el alcohol extraido de cereales por lo general presenta
aroma delicado y sabor excelente, también se puede proceder a afiejar el
producto o a destilarlo si es que se desea obtener una bebida de mayor grado
alcohdlico, finalmente se lo envasa en botellas previamente esterilizadas y

adecuadas para cada tipo de alcohol (Ordéfiez, 2022).

2.9.1 Rendimiento del proceso.
Es necesario el calculo del rendimiento dentro del proceso hidrolitico
ya que ayuda a determinar la muestra que obtuvo un mejor porcentaje de

alcohol en relacion al sustrato y la cantidad de enzimas (Espitia, 2009).

El parametro determinante en el rendimiento de la hidrdlisis segun lo
reportado por Chen et al. (2007) es la cantidad de enzima aplicada a una
misma cantidad de sustrato; donde el rendimiento mejora a medida que se

aplica una mayor cantidad de enzima para obtener azucares reductores.

2.10 Azlcares reductores

Segun Lifeder (2022): “son biomoléculas de carbohidratos que poseen
la funcidn de dar electrones a otras moléculas a través de un grupo carbonilo
conformado por carbono unido al oxigeno por un enlace doble, debido a esto
se les llama reductores y por la ubicacién del grupo carbonilo en la cadena los
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monosacaridos son todos azucares reductores, ya que si el carbonilo se

encontrara en otro lado serian cetonas o aldehidos”

2.10.1 Método de Fehling para determinacion de azucares reductores.
Este método se basa en una solucion alcalina de cobre que reacciona
al contacto con los azUcares obteniendo un color rojo ladrillo en la muestra de
estudio provocando que reaccionen la fructosa, galactosa, glucosa, maltosa y
lactosa, asi forman éxido cuproso al entrar en contacto con el licor de Fehling

a temperatura de ebullicion (Cobos et al., 2017).

El licor de Fehling esta formado por la mezcla del reactivo de Fehling A
gue contiene sulfato cuprico, agua destilada hasta 1 000 mL y el reactivo de
Fehling B que contiene tartrato mixto de potasio (sal de seignette) y sodio,
hidroxido de sodio y agua hasta 500 mL (Cobos et al., 2017).

2.11 Porcentaje de alcohol

Para hablar de porcentaje de alcohol en célculos matematicos tenemos
que remitirnos a lo publicado por Oddone (2020) quien establece una relaciéon
entre el consumo y produccion en las reacciones propias del proceso de

fermentacion.

Se establece que 1 g de glucosa genera 0.511 g de etanol, 0.489 d de
CO2 y energia, pero la eficiencia de la reaccién no es al 100 % si no al 95 %,
de esta forma 1 g de glucosa genera 0.484 d de etanol sumados a 0.463 d de

CO2maés los subproductos de la fermentacion y energia (Oddone, 2020).

Se concluye que en el proceso de fermentacibn se generan
aproximadamente 1.05 g de alcohol, viéndose disminuida la densidad del
mosto a medida que este fermenta, hay que tener en cuenta la densidad del

alcohol etilico que equivale a 0.79 kg/L (Oddone, 2020).
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3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion del ensayo
Esta investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Educacién Técnica para el Desarrollo de la Universidad

Catdlica de Santiago de Guayaquil, en la avenida Carlos Julio Arosemena.

Gréfico 5. Ubicacion geografica del laboratorio de microbiologia
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Fuente: Google maps, 2023

3.2 Tipo de investigacion
La presente investigacion es de nivel experimental para establecer las
concentraciones de a-amilasa que generen grado alcoholico igual o superior

a alcoholes obtenidos del arroz.
Al mismo tiempo la investigacion es de caracter descriptivo ya que en

ella se detalla paso a paso el procedimiento de hidrélisis y posterior

fermentacion para la obtencion del alcohol del hidrolizado de almidon de arroz.
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Mediante el software Minitab 20 se realiz6 la evaluacion estadistica y

se logré determinar cuél de las concentraciones de a-amilasa fue la adecuada.

3.3. Materiales y equipos
3.3.1 Materiales.
e Almidén de arroz comercial
e a- amilasa comercial
e Saccharomyces cerevisiae comercial
e Tubos de ensayo
e Gradilla de laboratorio
e Vaso de precipitacion
e Agua destilada
e Pipeta
e Matraz Erlenmeyer
e Reactivo de Fehling A
e Reactivo de Fehling B
e Azul de metileno

e Envases fermentadores

3.3.2 Equipos.

e Termo agitador

e Termdmetro

e Balanza

e Bafio Maria de laboratorio

e Pera de succion

3.4 Diseflo experimental

Para la obtencidn de alcohol de arroz se procedio a realizar la hidrdlisis
del almidon de arroz con enzima a-amilasa, usando como guia el proceso
utilizado por Espitia (2009) quien aplicé hidrdlisis al almidon de cebada. Una

vez obtenidos los azUcares reductores mediante la hidrélisis, se fermentaron
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las muestras con Saccharomyces cerevisiae y se obtuvo el alcohol que
posteriormente se valor6 su grado alcohdlico. Para efectos del disefio
experimental se elaboraron 5 tratamientos por triplicado, la muestra en
negativo y la muestra de testigo. Estas muestras tuvieron como variables la
concentracién de enzima a-amilasa, los azlcares reductores obtenidos vy el

grado alcohdlico del producto resultante.

El modelo lineal aditivo es el siguiente:
Yi=u + Ti + € ; donde:

Yi: valor estimado de la variable

u: media general

Ti: efecto del tratamiento T, T2...Ti

€ii: error experimental

3.4.1 Esquema del ANOVA.
A continuacion, en la Tabla 2, se presenta el esquema del analisis de

varianza.

Tabla 2. Esquema del ANOVA

Fuentes de variaciéon Grados de Libertad
Total 14
Tratamientos 4
Error Experimental 10

Elaborado por: El Autor

3.4.1 Muestra testigo.
Para la muestra testigo de la presente investigacion se tomo en cuenta

el estudio realizado por Espitia (2009) donde elaboré una bebida alcohdlica
obtenida de la hidrdlisis del almidon de cebada empleando cinco muestras de
las cuales se tom6 como testigo la muestra que mejor produccion de

porcentaje alcohdlico generd, como se puede observar en la Tabla 3.
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Tabla 3. Muestra testigo

AzUcares

Almidén a-amilasa % de
@) (mg) reductores alcohol
(g/L)
25 0 0 0

Elaborado por: El Autor

3.5 Unidad de analisis

3.5.1 Poblacion.

La materia prima seleccionada para el proceso de hidrdlisis y posterior
fermentacion fueron cinco muestras de almidon de arroz comercial y cinco
muestras de enzima a-amilasa comercial, obtenidas ambas en la ciudad de

Guayaquil y de uso comun en la industria alimentaria.

3.5.2 Muestreo.

Para el presente estudio las concentraciones de a-amilasa 25, 30, 35,
40, 45 mg de enzima fueron tomadas de lo publicado por Ebrahimi et al.(2008)
aplicandolo a menor escala debido a la poca disponibilidad de almidén de
arroz y de reactivos quimicos, se mantuvo las mismas concentraciones, pero

en menor valor aplicando regla de tres.

Para el almidén de arroz se utilizé 25 g de almidon, lo que equivale al
10 % de lo aplicado por Espitia (2009) quien aplico 250 g; la proporcion de
agua destilada usada para mantener la misma concentracion fue de 50 mL en
el testigo. Para la dosificacién de enzima a-amilasa en las diferentes muestras
se aplicaron las tomadas por el testigo con la diferencia que en la muestra de

Espitia (2009). se aplicaron dosis de 10, 15, 20, 25 mg, respectivamente.
Se parte de la dosificacion de 25 mg debido a que el porcentaje de

almidon obtenido en un grano de arroz es mayor al de la cebada. En el resto

de muestras se uso 25, 30, 35, 40, 45 mg, respectivamente.
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Para la solucion de Fehling se empleé 1 mL de Fehling Ay 1 mL de
Fehling B con 30 mL de agua destilada, manteniendo asi una relacion exacta
en cuanto a las concentraciones usadas en la determinacion de azlcares
reductores realizada por Ebrahimi et al. (2008), quienes aplicaron 5 mL de

Fehling A, 5 mL de Fehling B y 150 mL de agua destilada, respectivamente.
3.6 Combinaciones de las muestras
Las combinaciones de las muestras se realizaron por triplicado con las

dosificaciones de enzima, las cuales se observan en la Tabla 4.

Tabla 4. Dosificacion de a-amilasa

Almidén (g) o amilasa (mg)
25 25
25 25
25 25
25 30
25 30
25 30
25 35
25 35
25 35
25 40
25 40
25 40
25 45
25 45
25 45
25 0

Elaborado por: El Autor

3.7 Proceso experimental

3.7.1 Hidrdlisis del almidon de arroz.

Con el objetivo de liberar los azucares contenidos en el almidon de
arroz se procedi6é a elaborar una solucion de 25 g de almidon en 50 mL de
agua destilada, se obtuvo 5 muestras de solucion donde se aplicé 25, 30, 35,
40, 45 mg de enzima a-amilasa, respectivamente; las muestras fueron

realizadas por triplicado.
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La hidrdlisis se llevo a cabo en vasos de precipitacion llevados a termo
agitacion constante durante 2 horas hasta llegar a 90 °C, habiendo afadido
previamente 50 mL de buffer de acetato de sodio de pH 5.5. Una vez
terminado el proceso de hidrélisis enzimatica se afiadio HCl al 2 N hasta llegar
aun pH de 2.5y luego se elevo el pH con el buffer de acetato; se dej6 reposar
las muestras y posteriormente fueron conservadas en refrigeracion a -20 °C
(Ebrahimi et al., 2008).

Para el control negativo (testigo) se realizo el mismo proceso bajo las

mismas condiciones sin la aplicacion de enzimas.

3.7.2 Determinacion de azucares reductores.
A fin de determinar la cantidad de azlcares reductores producidos tras

someter a las muestras al proceso de hidrolisis, se utilizo el reactivo de Fehling

Para calcular el valor del titulo se obtuvo una solucion al 0.5 % (m/v)
cuyo soluto fue glucosa anhidra y su solvente agua destilada. Elaborada la
solucion de glucosa se procedio a calcular el titulo para lo cual fueron vertidos
en un matraz erlen meyer 1 mL de solucién de Fehling A y 1 mL de solucién
de Fehling B, luego se afiadi6 30 mL de agua destilada usando perlas o
cristales de ebullicibn para evitar posibles salpicaduras. Posteriormente se
llevé a termo agitacion sobre malla de asbesto hasta generar ebullicion (NTC
5146, 2008).

Iniciada la ebullicion del reactivo de Fehling, se esper6é de 1.30 a
2 minutos y se procedio a afiadir la solucién de glucosa mediante una bureta
hasta que la coloracién se torné pélida y se afiadi6 2 gotas de azul de
metileno, se prosiguié afiadiendo la solucion de glucosa hasta que el licor de
Fehling cambié a un color rojo arcilloso o ladrillo. Durante esta etapa del
proceso hasta la valoracion no deben transcurrir mas de 3 minutos y tratar de

mantener la temperatura y agitacion (NTC 5146, 2008).
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Tomando en cuenta la norma (NTC 5146, 2008) los gramos de glucosa

se calcularon por la ecuacion siguiente:

P XY,

t =
100,,,;solucion Lg]

Pg= peso de glucosa empleado para preparar la solucién patréon
Vg=volumen del patrén empleado para titular la solucién de Fehling

t= titulo en gramos de glucosa

Segun la norma (NTC 5146, 2008) para realizar la determinacién de
azucares reductores en las muestras se reemplaza la solucion de glucosa por
una solucién del almidon hidrolizado al 0.5 % m/v. Una vez obtenidos los

valores en mL se realiz6 la siguiente ecuacion:

G = 1000mixt [ ]
VgXVq

G= azucares reductores en gramos de glucosa por litro de solucion.
t= titulo en gramos de glucosa
Vg= volumen que se utilizé en la titulacion

Va= volumen de la alicuota

3.7.3 Fermentacion de las muestras.

Una vez obtenido el hidrolizado y calculado sus azucares reductores,
se procedio a la fermentacion de las muestras, donde se aplicé 0.05 g de
levadura para cada una de las muestra (Caceres-Farfan etal., 2008).
Posterior a la inoculacién se inicio con el proceso aerobio durante dos horas
y luego se procedio a llevar la fermentacion de forma anaerobia por un periodo
de dos semanas, donde se evidencio la finalizacion de la fermentacion con la

formacion de pozos por decantacion (Robles, 2021).
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3.7.4 Determinacion de porcentaje de alcohol.

Debido a la pequefia cantidad de cada una de las muestras no se pudo
destilar para obtener un porcentaje de alcohol exacto por lo cual se recurrié a
las férmulas que compara las densidades del mosto con las densidades del
producto fermentado (Oddone, 2020).

g de alcohol/L = (0, — 9r)1.05

d,= densidad inicial del mosto
d¢= densidad final del mosto

1.05= g de alcohol por g de CO:2 producido

A ese resultado para llevarlo a porcentajes se le corre un decimal para
gue quede expresado en p/v %, para luego llevarlo a viv % se aplica lo

siguiente segun lo establece Oddone (2020).

Poo
do alcoholico Y%y = v
grado alcoholico /"% 0 de alcohol etilico

d de alcohol etilico = 0.79 kg/L
3.7.5 Rendimiento en el proceso de hidrolisis.
Para calcular el rendimiento en el proceso de hidrdlisis enzimatica se

empled la siguiente formula usada por (Chen et al., 2007).

Azucares reductores X 0.9 x 100

Rendimiento de hidrolisis% = - —
Polisacarido en el sustrato

3.7.6. Célculo del beneficio costo.
Para el beneficio costo se realiz6 el célculo con los valores de las

cantidades utilizadas de los ingredientes del experimento donde se incluyen
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los costos comerciales de la enzima a-amilasa, asi como el costo del almidén
y de los envases para un litro de alcohol; este costo se comparé con el valor
comercial en el mercado de un producto similar, estimado en USD 3.00; para

el calculo del beneficio costo se empled la siguiente férmula:

beneficio PVP
costo  Costo unitario
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Concentracion de a-amilasa para hidrolizar almidon de arroz

Como se puede observar en la Tabla 5 todas las muestras de almidon
de arroz fueron hidrolizadas por la enzima a-amilasa obteniéndose como
resultado diferentes concentraciones de azUcares reductores. Las dosis
de 40 g y 45 g fueron las que representaron mayor cantidad de azlcares
reductores, teniendo las muestras a las que se aplicé una dosis de 45 g un

mayor crecimiento en comparacion al resto de muestras.

Dentro de las muestras a las cuales se aplicé dichas concentraciones
se comprueba lo reportado por (Kolusheva y Marinova, 2007); asi como por
(Espitia, 2009) que los medios y las condiciones utilizadas en el proceso

fueron adecuados.

4.2 Cuantificacion de azlcares reductores
Se puede verificar segun la Tabla 5, que los resultados de azUcares
reductores obtenidos aumentan conforme aumenta la concentracion de

a-amilasa.

Tabla 5. Azlcares reductores obtenidos

Almidén (g) a-amilasa Titulo (g Azlcares reductores
(mg) de glucosa) (g/L)
25 25 5.500 59.000
25 25 5.501 59.080
25 25 5.502 59.060
25 30 3.801 85.500
25 30 3.800 85.520
25 30 3.801 85.500
25 35 3.400 95.500
25 35 3.401 95.560
25 35 3.400 95.500
25 40 3.001 108.250
25 40 3.002 108.260
25 40 3.003 108.225
25 45 2.002 162.500
25 45 2.000 162.500
25 45 2.010 161.690

Elaborado por: El Autor
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La cantidad de azucares reductores obtenidos es proporcional a la
dosificacion de enzimas a-amilasas aplicadas en cada muestra, como se
puede observar en el Grafico 6, existe un salto lineal entre la dosis de 40 mg

a la de 45 mg con respecto a los porcentajes de alcohol obtenidos.

Grafico 6. Cuantificacion de azUcares

Grafica de ANOVA,

5 100

% de alcohol
o
\n

7.8 -

50

25 my 20 my 35 g 40 g 45 mg
Dosificacion de a-amilasa

La desviacidn estdndar Gg."{-’.‘}f-c‘:d se uiilizd gara calcwiar ios intenalos.

Fuente: Minitab
Elaborado por: El Autor

Comparando la cantidad de azlcares reductores obtenidos con la
cantidad de mL de glucosa usada para titular el licor de Fehling se puede
concluir que después de la dosis de 45 mg se llega a una etapa donde la sobre
abundancia de poblacién de enzimas vuelve imposible continuar con la
hidrolisis como se puede observar en el Grafico 7, luego de esto si se aplicara
una mayor dosis los resultados en azlcares reductores se verian reducidos
(Kolusheva y Marinova, 2007).
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Gréfico 7. Relacidén entre azlUcares obtenidos y calidad de hidrélisis

Titulo (mL)

50 75 100 125 150 175

Azucares reductores { g/L)

Fuente: Minitab
Elaborado por: El Autor

4.3 Resultados de la fermentacion con Saccharomyces cerevisiae
Los mejores rendimientos fueron a los que se aplic6 40 y 45 mg de
enzima a-amilasa a una dosis de 0.5 mg de Saccharomyces cerevisiae sin

variar esta dosis en ninguna de las muestras.

4.4 Determinacion de grado alcohdélico

Para la determinacion del grado alcohdlico se utilizd la formula
establecida por Oddone (2020) las muestras con mayor grado alcohdlico
fueron a las que se aplico 40 mg y 45 mg respectivamente, siendo este el
limite obtenido para aplicacion de a-amilasa. Se evidencia al igual que con los
azucares reductores que la tendencia que tiene el etanol es a aumentar en los
ensayos donde se aplico una mayor cantidad de enzima. Asi se comprueba
que el aumento de dosis de enzima favorece la produccion de etanol tal y

como lo evidencia (Espitia, 2009).
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Las mediciones de densidad se hicieron con la ayuda de un densimetro
y se obtuvieron los siguientes resultados para la densidad y grado alcohdlico

tal como se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Densidades de las muestras y grado alcohdlico obtenido

Almidén a amilasa Densidad inicial Densidad final %
(9) (mg) (kg/m3) (kg/m3) alcohol
25 25 1047.780 1013.500 4.500
25 25 1047.990 1013.700 4,501
25 25 1047.500 1013.200 4.502
25 30 1057.100 1006.800 6.601
25 30 1056.800 1006.500 6.603
25 30 1056.730 1006.300 6.602
25 35 1114.450 1057.300 7.501
25 35 1114.140 1056.990 7.502
25 35 1114.370 1057.220 7.501
25 40 1115.950 1045.990 9.183
25 40 1116.020 1045.080 9.180
25 40 1115.050 1045.010 9.193
25 45 1160.000 1030.000 1.000
25 45 1159.600 1030.000 17.010
25 45 1160.900 1031.000 17.050

Elaborado por: El Autor

Los porcentajes de alcohol obtenidos podrian variar en las
concentraciones de 40 mg y 45 mg si se altera la cantidad de almidén

sometido a hidrdlisis, asi como el tipo de pulido del grano.

4.5 Rendimiento de la hidrélisis
En la Tabla 7 se presenta el porcentaje de rendimiento que tuvo el
proceso de hidrdlisis enzimatica segun los azlcares reductores obtenidos en

el procedimiento experimental.
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Tabla 7. Rendimiento de la hidrdlisis

Azlcares reductores

Muestra % de rendimiento
(9/L)
1 59.000 33.187
2 59.080 33.232
3 59.060 33.221
4 85.500 48.093
5 85.520 48.105
6 85.500 48.093
7 95.500 53.718
8 95.560 53.752
9 95.500 53.718
10 108.250 60.890
11 108.260 60.896
12 108.225 60.870
13 162.500 91.406
14 162.500 91.406
15 161.690 90.950

Elaborado por: El Autor

Un pardmetro de importancia a evaluar fue el rendimiento que tuvo el
proceso de hidrdlisis, tal y como se aprecia en la Tabla 7, los mejores
rendimientos fueron los de las muestras 13, 14, 15, donde se aplicé 45 mg de
enzima a-amilasa. De estas tres muestras las de mejor rendimiento fueron la

13y 14 las cuales reportaron un porcentaje de 91.406 %.

El segundo porcentaje a considerar son los de las muestras 11, 12, 13,
los cuales dieron un resultado de 60.890 %, 60.896 %, 60.870 %,
respectivamente, no se descartan estos valores debido a que como se aprecia
en la Tabla 6 los rendimientos de estas concentraciones de enzima a-amilasa
dan un valor mayor al 9 % lo cual indica que se asemeja a un tipo de alcohol

de arroz japones llamado manahine (Ortuiio, 2022).

Se evidencié también que el rendimiento de la hidrdlisis mejora con el

aumento de la dosis de enzima a-amilasa.
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4.6 Analisis de varianza

Para el andlisis de varianza y la demostracion de hipotesis se utiliz6 el

ANOVA en el programa Minitab 20; en las Tablas 8, 9, 10 y 11 se muestran

los estadisticos obtenidos del analisis de varianza.

Tabla 8. Método de andlisis estadistico

Hipotesis nula | Todas las medias son iguales

Hipotesis alterna | No todas las medias son iguales

Nivel de | a=0.05
significancia

Fuente: Minitab
Elaborado por: El Autor

Tabla 9. Informacién del factor

Factor Nivel Valores (mgQ)
Factor 5 25, 30, 35, 40, 45
Fuente: Minitab
Elaborado por: El Autor

Tabla 10. Andlisis de varianza

Fuente GL SC MC Valor F  Valor
Ajustado Ajustado P
Factor 4 277.749 69.4374 492696.4 0.000
Error 10 0.001 0.0001
Total 14 277.751

Fuente: Minitab
Elaborado por: El Autor

Tabla 11. Resumen de modelo

S R? R? R?
(ajustado) (pred)
0.011871 \ 82.00 % 100 % 100 %
Fuente: Minitab
Elaborado por: El Autor

En el Grafico 8 se evidencia la ecuacion de crecimiento el cual indica

gue este ha sido lineal, teniendo como valor mas alto la muestra donde se

aplicé 45 mg de enzima. Asi mismo el valor de R? coincide con el obtenido en

Minitab que nos da un valor del 82 %.
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Grafico 8. Ecuacion de crecimiento

Ecuacion de la recta y R?

y=0,5523x-10.371
0 R? = 0.8238

Fuente: Minitab
Elaborado por: El Autor

Como se puede apreciar en el andlisis de varianza en la Tabla 9 el valor
p es menor al nivel de significancia de 0.05 representado en la Tabla 7, por lo
cual se concluye que la hipétesis nula se rechaza por lo cual no todas las
muestras son iguales, viendo en la Tabla 8 que los factores que alteran a las
diferentes muestras de hidrolisis son las diferentes dosis de enzima, se
muestra en la Tabla 6 que si bien hay resultados similares ninguna de las

muestras generan resultados iguales a diferentes concentraciones de enzima.

4.7 Andlisis t-student

A continuacion, en las Tablas 12 y 13 se presentan datos estadisticos

descriptivos para el analisis t-student.
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Tabla 12. Estadisticas descriptivas

Error Limite
Muestra : estandar superior
N Medi Desv.Est.
(mg) edia eSV.ES de la de 95%
media para u
25 450100  0.00100 0.00058 4.50269
30 6.60200  0.00100 0.00058 6.60369

40 9.18133 0.00153 0.00088 9.18391

3
3

35 3 7.50133 0.00058 0.00033 7.50231
3

45 3 17.02000 0.02650 0.01530 17.06460

Fuente: Minitab
Elaborado por: El Autor

Tabla 13. Valores para Ty P

Muestra Valor T Valorp
(mg)
25 -6060,45 0
30 -2421,41 0
35 -1496 0
40 1339,51 1
45 590,5 1

Nota: Valores para hipétesis nula Ho p=8 e
hipétesis alterna p < 8

Fuente: Minitab
Elaborado por: El Autor

Como se puede apreciar en el andlisis por t- student en la Tabla 12, el
valor P sélo supera el nivel de significancia de 0.05 en dos de las muestras,
las que corresponden a 40 y 45 mg de a-amilasa, respectivamente; este
resultado concuerda con el analisis ANOVA el cual establece que no todas las
muestras son iguales. El grado alcohdlico para que una bebida fermentada a
partir del arroz sea apta parte del 13 % al 17 % lo que haria que solo la muestra
ala cual se aplic6 45 mg de a-amilasa sea aceptada. Esto se da debido a que,
entre los alcoholes de arroz japones se acepta bebidas a partir de esta

graduacion alcohdlica (Shinbashi y Ku, 2011).

Por otro lado, se tiene que para alcoholes de arroz diluidos, se aceptan
grados alcohdlicos desde el 8 %, similar al Manahime, que es un alcohol de

arroz japones (Ortufio, 2022).
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Las muestras que superaron este porcentaje cumplieron con la
hipdtesis alternativa del trabajo al establecer una concentracion de enzima
a-amilasa que mediante hidrélisis generé azucares reductores capaces de ser
fermentados; la dosis ideal de enzima a-amilasa corresponde a la de 45 mg

aplicada a 25 g de almidén de arroz.

4.8 Costo Beneficio
En la Tabla 14 se presentan los valores del célculo para el costo

beneficio.

Tabla 14. Costo beneficio

Materiales unidad costo Cantidad Costo
total
a-amilasa kg 100 0.000045 0.0045
almidon arroz g 0.002 250 0.62
botellas vidrio L 1.09 1 1.09
Valor total 1.714
valor de venta 3.00
@aL)

Elaborado por: El Autor

El costo beneficio en la obtencién de alcohol como se aprecia en la
Tabla 14 fue de USD 1.714, lo que significa que por cada doélar invertido existe

USD 0.74 de utilidad.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Una vez realizada la fermentacién del mosto obtenido mediante
hidrélisis de almidén de arroz, se estableci6 que los mejores tratamientos
fueron aquellos a los que se aplic6 45 g de enzima a-amilasa a 25 g de

almidon de arroz y 50 mL de agua para la hidrolisis.

Al evaluar las diferentes concentraciones de enzima se evidencié que
a partir de 40 g se obtiene alcohol de tipo diluido y con 45 g un alcohol de
17 %, cabe recalcar que dentro de los alcoholes obtenidos del arroz existe un
amplio género de tipos de alcohol donde se diferencia su tiempo de
fermentacion, tipo de fermentacion ya que en este caso no se uso la
fermentacion por estado solido si no una hidrélisis para luego ser fermentada,;
también el tipo de alcohol depende de la pureza del almidén obtenido segun

el porcentaje de molienda.

La cuantificacion de azucares reductores demostré que un nivel mayor
de enzima produce mayor cantidad de azucares reductores, pero al superar
la dosis de a-amilasa de 45 g se llega a una fase de meseta donde la cantidad
de enzima es tan alta que no produce mayor cantidad de azlcares reductores,

por lo cual es un desperdicio el uso de una dosificacion mayor a esta.

La fermentacion con Saccharomyces cerevisiae se dio de forma lenta
con poca generacion de biomasa durante todo el proceso. La cantidad de

0.05 mg fue ideal en un proceso que demoro dos semanas.

Las determinaciones de grado alcohdlico para las muestras de 40 mg
y 45 mg de a-amilasa dieron positivo para alcohol diluido y para alcohol al
17 %; se concluye que la dosis ideal para 25 g de almidon es de 45 mg de

a-amilasa. Este dato se ve sustentado con el rendimiento de la hidrélisis
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donde se evidencia que los mayores rendimientos hidroliticos fueron

obtenidos en las muestras a las que se aplic6 40 y 45 mg de enzima a-amilasa.

El crecimiento entre cada una de las muestras segun los resultados de
la ecuacion es de tipo lineal y coincide con el resultado de R? equivalente al
82 % dando a entender que mientras mas enzima se aplique mayor seran el

grado alcohdlico obtenido.

El costo beneficio fue de 1.74, que significa rentabilidad para este tipo
de proyecto, ya que por cada délar invertido se obtendran USD 0.74 por litro

de producto.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda un estudio posterior aplicando diferentes dosis de
enzima a-glucosidasa la cual también es producida por el hongo Aspergillus
oryzae gue no se uso6 en las muestras por la ausencia de ésta en el mercado
local. Dentro de este estudio se recomienda revisar bibliografia para
establecer las condiciones de tiempo, temperatura, pH que requiere esta

enzima para sacarificar las maltodextrinas obtenidas por la enzima a-amilasa.

Se recomienda realizar un estudio detallado de la variacion de pH
durante el proceso de hidrolisis a fin de verificar si es necesario utilizar HCI
para detener la actividad enzimatica y buffer de acetato para elevar luego el
pH, de esta forma evitar el uso de quimicos a la hora de elaborar un producto
para consumo humano, pudiendo detener la actividad enzimatica llevando a

temperaturas menores a 0 °C.
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ANEXOS

Anexo 1. Adicién de enzima en almidén

Elaborado por: El Autor
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Anexo 2. Termo agitacion e hidrdlisis
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Anexo 3. Resultado de hidrélisis
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Anexo 4. Fermentacion
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Anexo 6. Determinacion de azucares reductores
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