ISBN: 978-628-95207-8-1. ISSN: 2414-6390. Digital Object Identifier: 10.18687/LACCEI2024.1.1.1593

Ethanol production from Oxalis tuberosa starch:
study of enzymatic hydrolysis and alcoholic
fermentation

Anshela Rafael-Ayala, Ing.1®; Ricardo Vejarano, Dr.?*
! Ingenieria Agroindustrial. Universidad Privada del Norte (UPN), Trujillo, Peru.
2 Direccion de Investigacion, Innovacion y Responsabilidad Social. Universidad Privada del Norte (UPN), Trujillo, Peru.
ricardo.vejarano@upn.edu.pe

Abstract— Andean tubers are an important source of starch.
Although potatoes, sweet potatoes or cassava are the best known,
there are other underutilised tubers such as oca, olluco, arracacha,
mashua, among others. The aim of the study was to evaluate the
potential use of oca starch (Oxalis tuberosa) to obtain ethanol,
studying the optimal conditions of enzymatic hydrolysis of starch and
subsequent alcoholic fermentation. An initial screening using a
Plackett-Burman design to identify the independent variables with
the highest impact on the hydrolytic process was applied.
Subsequently, the identified variables were used in a Rotational
Central Composite Design (CRDC) to determine the optimal values
of these variables in the hydrolytic process. Among the main results,
the concentration of the enzymes had a significant impact on the
hydrolytic process, achieving a conversion of up to 93% in the starch
hydrolysis to dextrins (liquefaction) at an optimal a-amylase
concentration of 0.41%, as well as the subsequent hydrolysis of those
dextrins into fermentable sugars (saccharification) at rates greater
than 93% at an optimal glucoamylase concentration of 0.75%. In the
alcoholic fermentation stage, a Conversion Efficiency of fermentable
sugars into ethanol of 89% was obtained using yeast extract as N-
source for the yeast Saccharomyces cerevisiae. Based on the results,
for every 1000 kg of oca, up to 30 L of ethanol could be produced,
which can later be used for different purposes such as the production
of alcoholic beverages, biofuel, medicinal use, among other
applications.
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Abstract— Andean tubers are an important source of starch.
Although potatoes, sweet potatoes or cassava are the best known,
there are other underutilised tubers such as oca, olluco, arracacha,
mashua, among others. The aim of the study was to evaluate the
potential use of oca starch (Oxalis tuberosa) to obtain ethanol,
studying the optimal conditions of enzymatic hydrolysis of starch and
subsequent alcoholic fermentation. An initial screening using a
Plackett-Burman design to identify the independent variables with
the highest impact on the hydrolytic process was applied.
Subsequently, the identified variables were used in a Rotational
Central Composite Design (CRDC) to determine the optimal values
of these variables in the hydrolytic process. Among the main results,
the concentration of the enzymes had a significant impact on the
hydrolytic process, achieving a conversion of up to 93% in the starch
hydrolysis to dextrins (liquefaction) at an optimal a-amylase
concentration of 0.41%, as well as the subsequent hydrolysis of those
dextrins into fermentable sugars (saccharification) at rates greater
than 93% at an optimal glucoamylase concentration of 0.75%. In the
alcoholic  fermentation stage, a Conversion Efficiency of
fermentable sugars into ethanol of 89% was obtained using yeast
extract as N-source for the yeast Saccharomyces cerevisiae. Based
on the results, for every 1000 kg of oca, up to 30 L of ethanol could
be produced, which can later be used for different purposes such as
the production of alcoholic beverages, biofuel, medicinal use, among
other applications.
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Resumen— Los tubérculos andinos constituyen una importante
fuente de almidon. Si bien los mds conocidos son la papa, camote o
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yuca, existen otros tubérculos como la oca, olluco, arracacha,

mashua, entre otros, que son menos comercializados, sin ser
aprovechados en aplicaciones que permitan darles un mayor valor
agregado. EIl objetivo del estudio fue evaluar el potencial
aprovechamiento del almidon de oca (Oxalis tuberosa), para la
obtencion de etanol, estudiando las condiciones optimas de hidrolisis
enzimdtica del almidon y posterior fermentacion alcohdlica. Se
aplico un screening inicial mediante un diseiio Plackett-Burman
para identificar las variables independientes con mayor impacto en
el proceso hidrolitico, y posteriormente, las variables identificadas
fueron utilizadas en un Diseito Compuesto Central Rotacional
(DCCR) para determinar los valores optimos de dichas variables.
Entre los principales resultados, la concentracion de las enzimas
tuvo impacto significativo sobre el proceso hidrolitico, permitiendo
obtener una conversion de hasta 93% en la hidrélisis del almidon en
dextrinas (licuefaccion) a una concentracion optima de enzima o-
amilasa de 0.41%, asi como la posterior hidrélisis de esas dextrinas
en agiicares fermentables (sacarificacion) a tasas superiores al 93%
a una concentracion optima de enzima glucoamilasa de 0.75%. En
la etapa de fermentacion alcohdlica se obtuvo una Eficiencia de
conversion de azuicares en etanol del 89%, utilizando extracto de
levadura como fuente de N para la levadura Saccharomyces
cerevisiae. De acuerdo con los resultados, por cada 1000 kg de oca
se podria producir hasta 30 L de etanol, el cual puede ser utilizado
posteriormente con diferentes fines, como la elaboracion de bebidas
alcohdlicas, biocombustible, uso medicinal, entre otras aplicaciones.

Palabras clave- Almidon de oca, hidrélisis enzimatica, fuente de
nitrogeno, fermentacion alcohdlica, etanol.

1. INTRODUCCION

El almidén es histéricamente utilizado como una fuente
alimenticia, siendo las fuentes mas comunes el maiz, trigo,
papa, o yuca. Entre las aplicaciones principales del almidén se
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incluyen como aglutinante, adsorbente, floculante, retardante
de llama, emulsionante [1]. Otras aplicaciones incluyen su uso
para elaborar edulcorantes [2], envases biodegradables [3], [4],
obtencidn de bioetanol [5], entre otros usos.

De las diferentes materias primas para obtener almidon en
Per(, es considerable la produccion de especies nativas que son
consumidas principalmente por las poblaciones rurales
aledafias a donde se producen, sin ser aprovechados para
aplicaciones a gran escala que permitan darles un mayor valor
agregado. Una de esas fuentes de almidon es la oca (Oxalis
tuberosa), cuya produccion nacional durante el afio 2021 fue de
96 mil toneladas, mientras que en el afio 2022 alcanz6 107 mil
toneladas [6]. La oca es un tubérculo de textura harinosa y
ligero sabor dulce con un contenido de almidon de hasta 79%
b.s. [7]. Este almido6n se caracteriza por presentar contenidos de
amilosa y de amilopectina de hasta 30% y 77% [7], [8], los
cuales son susceptibles de ser hidrolizados en azUlcares simples
en presencia de enzimas amilasas. Estos azlcares simples
pueden ser usados posteriormente como fuente de carbono en
procesos fermentativos para la obtencidn de etanol.

En tal sentido, el objetivo de la investigacion fue evaluar el
potencial aprovechamiento del almidén de oca (O. tuberosa),
para la obtencidn de etanol, estudiando las condiciones 6ptimas
de hidrdlisis enzimética del almidén en azlcares fermentables
en presencia de las enzimas a-amilasa y glucoamilasa, asi como
la posterior fermentacién alcohodlica, evaluando la mas
adecuada fuente de nitrégeno que permita el mayor rendimiento
fermentativo, es decir la maxima conversion de azlcares
fermentables en etanol, por la levadura Saccharomyces
cerevisiae.

1.1. Hidrélisis enzimatica del almidon

La hidrolisis enzimatica es el proceso de descomposicion o
desdoblamiento de polisacaridos, como el almidén, mediante
catalizadores bioldgicos o enzimas. Durante este proceso, las
estructuras constituyentes del almidén (amilosa y amilopectina,
Figura 1) requieren de diferentes enzimas amiloliticas para su
hidrolisis hasta mono- y disacaridos (azucares fermentables).
Estas enzimas amiloliticas incluyen la o-amilasa, que
descompone los enlaces a-1,4-D-glucosidicos entre las
unidades de glucosa adyacentes en la cadena lineal de amilosa,
mientras que la B-amilasa corta los extremos no reductores de
amilosa y amilopectina. Por su parte, la glucoamilasa (o
amiloglucosidasa) hidroliza los enlaces a-1,4 en los extremos
no reductores del almidén y los enlaces a-1,6 en los puntos de
ramificacion de la amilopectina, aunque a una tasa inferior a los
enlaces a-1,4, generando glucosa [9].

La hidrdlisis del almidén se realiza en dos etapas, siendo la
primera la conversion del almidén en dextrinas, etapa conocida
como licuefaccion. Este proceso se lleva a cabo principalmente
en presencia de la enzima a-amilasa, siendo determinantes
pardmetros como la  temperatura, proporcion  de
enzima/sustrato, tiempo, pH. Las dextrinas obtenidas en esta
etapa posteriormente pueden ser convertidas en azlcares

menores, siendo los mono- y disacaridos (azlcares
fermentables) los productos mas deseados. Esta etapa se conoce
como sacarificacién, y es llevada a cabo en presencia de la
enzima glucoamilasa [10], [11], [12].
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Fig. 1 Estructura quimica de la amilosa y amilopectina constituyentes
del almiddn. Adaptado de Alarcon y Arroyo [13].

Los azucares fermentables obtenidos tras la hidrolisis del
almidén pueden ser utilizados para la elaboracion de diversos
derivados, por ejemplo, para la fabricacion de jarabes de
glucosa y fructosa, asi como sustratos para la sintesis de etanol
mediante fermentacion alcohdlica [5], [10].

1.2. Fermentacidn alcohodlica

La fermentacién alcohdlica es un proceso biol6gico que
tiene como objetivo proporcionar energia anaerébica a los
microorganismos implicados, principalmente levaduras, que
metabolizan los azUcares para obtener la energia necesaria para
sus funciones bioldgicas, generando etanol, didxido de carbono
(CO>) y otros metabolitos [14]. En la industria alimentaria, este
proceso se aprovecha para la elaboracién de productos
fermentados como pan, cerveza, vino, destilados, entre otros.
La ecuacion (1) permite expresar esta transformacién desde una
perspectiva quimica.

CsH,,0, > CH;CH,0H + co, )
Azucar Etanol
A nivel industrial, la levadura mas utilizada es S.

cerevisiae, la cual ha mostrado buen rendimiento fermentativo
[15], es decir alta capacidad para finalizar el proceso
fermentativo y convertir todos los azlcares fermentables,
ademas de su tolerancia al etanol y su capacidad para adaptarse
a diversas condiciones [16], [17].

El etanol obtenido a partir del proceso fermentativo llevado
a cabo con la levadura S. cerevisiae puede ser destinado a
diferentes aplicaciones.
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a. Etanol como constituyente de bebidas alcohdlicas

El etanol obtenido puede ser utilizado como constituyente
de bebidas alcoholicas destiladas, por ejemplo, vodka, un
destilado muy popular en diversos paises, y que a diferencia de
otros destilados no es sometido a procesos de afiejamiento ni
tampoco se caracteriza por una importante presencia de
compuestos aromaticos, es decir que se considera como una
bebida destilada neutra, donde la pureza etandlica es mas
importante [18], alcanzando un grado alcohélico de hasta 45 %
viv.

La produccion de vodka a partir de materias primas
amilaceas, por ejemplo, tubérculos nativos como la oca, puede
ser una interesante alternativa de estudio y desarrollo a nivel
industrial, con el fin de darle un mayor valor agregado a este
tubérculo.

b. Etanol como biocombustible

Los biocombustibles constituyen fuentes de energia
renovable generadas por organismos vivos, también conocidos
como “biomasa”. A nivel industrial el etanol, o bioetanol, puede
ser producido a partir de procesos productivos como los de
primera generacion, a partir de almidones y azlcares presentes
en diversos vegetales, utilizando tecnologias convencionales
como la hidrdlisis del almidon y fermentacion alcohdlica. En la
actualidad, Estados Unidos y Brasil producen mas del 80% del
bioetanol utilizado como combustible en el mundo [19].

La combinacién de bioetanol con gasolina produce un
biocombustible de alta energia, gasohol, con propiedades
similares a la gasolina pura, pero con significativa reduccion de
emisiones contaminantes, es decir, es una mezcla amigable con
el ambiente, ya que las emisiones de CO- se reciclan durante la
fotosintesis en las plantas, reduciendo asi las emisiones de gases
de efecto invernadero en aproximadamente un 12% [20].

II. MATERIALES Y METODOS

La metodologia y resultados reportados en el presente
articulo se basan en el trabajo de tesis titulado “Optimizacion
de la hidrolisis enzimatica y fermentacion alcoholica para la
obtencién de etanol a partir de almidon de oca (Oxalis
tuberosa)” de la Universidad Privada del Norte [21].

2.1. Extraccion del almidon de oca

La oca (O. tuberosa), utilizada como materia prima, tuvo
procedencia de Carabamba (provincia de Julcan, regién La
Libertad). La extraccion del almiddn se realizé considerando la
metodologia propuesta por Novelo-Cen & Betancur-Ancona
[22]. Los tubérculos fueron pelados y cortados en cubos de 3
cm, para luego ser triturados durante 5 minutos. La masa
resultante se suspendi6 en una solucién de bisulfito de sodio de
1500 ppm obteniendo una lechada, la cual se filtr6 para separar

la fibra, después fue sometida tres veces a licuado para extraer
la maxima cantidad posible de almidon. El filtrado se dejo
sedimentar a 4 °C por 24 horas. Transcurrido este tiempo, el
liquido sobrenadante se eliminé y el sedimento de almidén se
lavé con agua destilada y se dej6 sedimentar nuevamente a 4 °C
por 24 horas, repitiendo estos pasos tres veces. El almidon
obtenido se sec6 en una estufa a 40 °C durante 48 horas, pasadas
las 48 horas el almidén paso a molienda, y finalmente se
almaceno en frascos con cierre de tapa hermética para su
posterior uso.

2.2. Hidrolisis enziméatica del almidén de oca
a. Licuefaccién

Esta etapa se realizd mediante la adaptacion de
metodologias reportadas en trabajos previos [10], [11], [12]
utilizando una enzima o-amilasa (Song Yuan Feng, China),
encargada de hidrolizar el almidon en dextrinas.

Primero se aplico un screening (o barrido) mediante un
disefio factorial fraccionario Plackett-Burman (software
Protimiza Experiment Design, Brasil), para identificar cuéles
son las variables con mayor impacto en el proceso de hidrdlisis
del almiddn a dextrinas, trabajando con 5 variables (Tabla 1):
tiempo de hidrélisis (minutos), concentracion de enzima a-
amilasa (% m/m con respecto al almidén), pH, temperatura
(°C), porcentaje de almidén (% m/v). Siendo el porcentaje de
hidrolisis del almidon la variable respuesta.

TABLA 1
SCREENING APLICADO DURANTE LA LICUEFACCION DEL
ALMIDON EN DEXTRINAS (DISENO PLACKETT-BURMAN)
Licuefaccion

Parametro Minimo Medio Maximo
-1 0 1
Temperatura (°C) 75 85 95
Enzima a-amilasa (%) 0.2 0.3 0.4
Almiddn de oca (%) 20 25 30
pH 6.5 7.1 1.7
Tiempo (min) 30 60 90

En la prueba Plackett-Burman se identificd la variable con
mayor impacto sobre la licuefaccion del almidén de oca:
concentracion de enzima a-amilasa. A partir de este resultado
se aplico un Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) a
fin de determinar la concentracion éptima de enzima a-amilasa
(Tabla 2), manteniendo constantes el pH (7.7), porcentaje de
almidén (30%), y temperatura (85 °C). Ademas, se incluyd el
tiempo de hidrolisis como variable independiente en el DCCR,
considerando la implicancia practica que puede tener el tiempo,
por ejemplo, sobre los costos en un proceso de hidrélisis. Como
variable dependiente se evalud el porcentaje de hidrdlisis del
almidén en dextrinas.

Para evaluar la evolucidn de la hidrdlisis del almidon con
la enzima a-amilasa, se determind de manera indirecta la
reduccion del contenido de amilosa aplicando el método
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propuesto por Morrison & Laignelet [23], para lo cual se midi6
la absorbancia a 635 nm mediante espectrofotometria UV-
visible utilizando una solucién de yodo y yoduro de potasio (l2-
KI) para generar el complejo de color azul.

TABLA 2
DiseN0 COMPUESTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) —
LICUEFACCION DE ALMIDON CON ENZIMA o-AMILASA
(100 mL DE SUSPENSION DE ALMIDON EN AGUA)
Variable
dependiente
Degradacion
de amilosa (%)

Variables independientes

Tratamiento

Enzima (%) Tiempo (min)

T1 0.20 30.00
T2 0.40 30.00
T3 0.20 90.00
T4 0.40 90.00
T5 0.16 60.00
T6 0.44 60.00
T7 0.30 17.57
T8 0.30 102.43
T9 0.30 60.00
T10 0.30 60.00
T11 0.30 60.00

Valores constantes: pH (7.7), porcentaje de almidon (30%),
temperatura (85 °C).

b. Sacarificacion

Esta etapa se realiz6 mediante la adaptacion de
metodologias reportadas en trabajos previos [10], [11], [12]
utilizando una enzima glucoamilasa (Song Yuan Feng, China),
encargada de hidrolizar las dextrinas (procedentes de la etapa
previa) en azUcares fermentables.

TABLA 3
SCREENING APLICADO DURANTE LA SACARIFICACION DE LAS
DEXTRINAS EN AZUCARES FERMENTABLES (DISENO PLACKETT-

BURMAN)
Sacarificacion
Parametro Minimo Medio Maximo
-1 0 1
Temperatura (°C) 50 55 60
Enzima glucoamilasa (%) 0.5 0.6 0.7
pH 4.0 4.5 5.0
Tiempo (h) 4.0 6.0 8.0

En primer lugar, se hizo un screening aplicando un disefio
factorial fraccionario Plackett-Burman (software Protimiza
Experiment Design, Brasil), para identificar cudles son las
variables con mayor impacto en el proceso de sacarificacion de
las dextrinas en azUcares fermentables. Se consider( 4 variables
(Tabla 3): tiempo de hidrolisis (horas), concentracion de enzima
glucoamilasa (% m/m con respecto al almidén), pH y
temperatura (°C). La suspension en todos los casos tuvo un

contenido de 24 % de dextrinas. Siendo el porcentaje de
azlcares fermentables la variable respuesta.

A partir del disefio Plackett-Burman se identificd las
variables con mayor impacto sobre la sacarificacion de las
dextrinas: concentracién de enzima glucoamilasa (%) y tiempo
de hidrélisis (h). En base a lo cual se aplico un Disefio
Compuesto Central Rotacional (DCCR) a fin de determinar los
valores dptimos de concentracién de enzima glucoamilasa y
tiempo de hidrolisis (Tabla 4), manteniendo constantes el pH
(4.5) y temperatura (55 °C). Como variable dependiente se
evalué el porcentaje de azlicares fermentables.

TABLA 4
DiseNo COMPUESTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) —
SACARIFICACION DE DEXTRINAS CON GLUCOAMILASA
(100 mL DE SUSPENSION DE DEXTRINAS A 24 °BRIX)

Variables independientes d%iggﬁalﬁte
Tratamiento  Enzima (%)  Tiempo (h) fermiilttjgzlr:ss )
T1 0.50 4
T2 0.70 4
T3 0.50 8
T4 0.70 8
T5 0.46 6
T6 0.74 6
T7 0.60 3.2
T8 0.60 8.8
T9 0.60 6
T10 0.60 6
T11 0.60 6

Valores constantes: pH (4.5), porcentaje de dextrinas (24%),
temperatura (55 °C).

Para evaluar 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 azlcar reductor,
hacia un complejo de color rojo ladrillo, con una intensidad de
coloracién en funcion a la concentracion de los azlcares
reductores presentes en la muestra [24].

2.3. Fermentacion alcohélica

El proceso fermentativo se realiz6 con la levadura S.
cerevisiae 7VA, proveida por el Grupo de Investigacion
EnotecUPM de la Universidad Politécnica de Madrid, Espafia
[25], evaluando el efecto de dos fuentes de N: una fuente de N-
inorgénico (fosfato diamdnico) y una fuente de N-orgéanico
(extracto de levadura), sobre el rendimiento fermentativo de S.
cerevisiae (Tabla 5).

Se dosifico la levadura en los fermentadores llenados hasta
un 70% de su volumen de operacion con el medio fermentativo
a base de los azlcares fermentables obtenidos del almidon de
oca (22.3 % de azUcares fermentables), siguiendo el proceso
fermentativo hasta el cese de produccion de CO,. Procediendo
posteriormente a determinar el grado alcoholico mediante
destilacién y densimetria, de acuerdo con el Método Oficial
MA-AS312-01A [26], asi como los azlcares residuales
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mediante el método DNS [24] para comprobar que la levadura
S. cerevisiae los ha convertido en etanol.

TABLAS
DOSIFICACION DE DIFERENTES FUENTES DE N PARA LA
LEVADURA S. cerevisiae 7VA
Tratamiento Extracto de Fosfato diamdnico

levadura (NH4)2HPO4
Control (C) - -
N-inorgénico (i) - lg/L
N-organico (O) 2g/L -
N-mixto (Mx) 1g/L 0.5¢/L

III. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Licuefaccion: hidrolisis del almidén en dextrinas

En un estudio para producir etanol a partir de almidon de
papa se obtuvo un efecto estadisticamente significativo de la
concentracion de enzima o-amilasa y de la concentracion de
sustrato, siendo favorecida la hidrolisis de almidén en azucares
reductores a valores de 0.8 mL/kg y 20 %, respectivamente
[27].

Al analizar los resultados del disefio Plackett-Burman, la
variable con impacto significativo sobre la licuefaccion del
almidoén de oca (degradacion de amilosa) fue la concentracion
de enzima a-amilasa (variable Xj: Figura 2). Las demas
variables, al parecer, no tuvieron un impacto estadisticamente
significativo en el proceso llevado a cabo con la enzima a-
amilasa utilizada.

Promedio

X2

Curvatura

Xs

Variable

X3

X1

Xa

0 5 10 15 20 25 30 35
Efectos estandarizados (tcalc)

Fig. 2 Diagrama de Pareto del disefio Placket—-Burman para determinar
el efecto de las variables independientes durante la licuefaccion del
almidon de oca por la enzima a-amilasa.

Para optimizar las condiciones de licuefaccion del almidén
en dextrinas se aplico un Disefio Compuesto Central Rotacional
(DCCR) considerando la concentracién (%) de la enzima a-
amilasa como variable independiente. Adicionalmente, se

incluyé el tiempo como variable independiente, manteniendo
constantes la temperatura (85 °C), pH (7.7) y concentracion de
almidén (30%) (Tabla 2). EI DCCR es un disefio estadistico que
permite obtener un rango de valores de las variables
independientes, en donde la hidrdlisis (licuefaccién) del
almidoén en dextrinas sea 6ptima. Se obtuvieron los porcentajes
de licuefaccion del almidon de oca (degradacion de amilosa)
mostrados en la Figura 3.

Porcentaje (%) de degradacion de amilosa
100%
90%
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Fig. 3 Hidrolisis del almidon de oca (% degradacion de amilosa) en
dextrinas luego de aplicar el Disefio Compuesto Central Rotacional
(DCCR) para determinar la concentracion optima de enzima a-
amilasa. Almiddn (30%), temperatura (85 °C), pH (7.7).

A partir de los resultados de la Figura 3 se aplicd un disefio
de superficie de respuesta, determinando una concentracién
optima de enzima a-amilasa [E] (X1, %) para la hidrolisis del
almidén de oca a dextrinas, de 0.41 %, con una capacidad de
hidro6lisis del almidon de hasta 93.4% (Figura 4).

94

90 >

: "
84 ’/
82 /

/

80

Reduc. abs. (Y1, %)

78

0176 0.2 0225 025 0275 03 0325 035 0375 04 0425
E (X1, %)
Fig. 4 Efecto de la concentracion de enzima a-amilasa (E, %) sobre la
licuefaccion del almidon de oca (reduccion de absorbancia por
degradacion de amilosa), utilizando el disefio de superficie respuesta.

3.2. Sacarificacion: hidrdlisis de las dextrinas en azlicares
fermentables

En la sacarificacion (conversion de dextrinas en azlcares
fermentables), el screening con Plackett-Burman mostré un
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mayor impacto de la concentracion de enzima glucoamilasa
(variable X,: Figura 5). Las demas variables, al parecer, no
tuvieron impacto sobre la hidrolisis realizada con la enzima
glucoamilasa utilizada.

Promedio

Curvatura

Variable

Xa

X1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Efectos estandarizados (tcalc)

Fig. 5 Diagrama de Pareto del disefio Placket-Burman para determinar
el efecto de las variables durante la sacarificacion de las dextrinas de
oca por la enzima glucoamilasa.

Para optimizar las condiciones de sacarificacién de las
dextrinas se aplicd un Disefio Compuesto Central Rotacional
(DCCR) para determinar el rango de valores en donde la
sacarificacion sea @ptima, incluyendo como variables
independientes la concentracion de enzima glucoamilasa, asi
como el tiempo de hidrolisis, considerando la implicancia
practica del tiempo, por ejemplo, sobre los costos en un proceso
de hidrolisis, manteniendo constantes el pH (4.5) y la
temperatura (55 °C) (Tabla 4). Se obtuvieron los porcentajes de
azucares fermentables mostrados en la Figura 6.

Porcentaje (%) de azucares fermentables
24%
o R T B e Y + Mmoo
20% —I—
18%
16%
14%
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0%

T T2 T3 T4 T5 T6 T7r T8 T9 TI0O TN

Fig. 6 Azucares fermentables obtenidos de la hidrolisis de las dextrinas
de oca aplicando el Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR)
para determinar la concentraciéon 6ptima de enzima glucoamilasa y
tiempo de hidrolisis. Dextrinas (24%), temperatura (55 °C), pH (4.5).

A partir de esos resultados se aplic6 un disefio de superficie
de respuesta (Figura 7), determinando una concentracion

optima de enzima glucoamilasa (X1, %) de 0.75 %, a un tiempo
optimo de hidrolisis de 6.96 horas (X2, h). Valores dptimos que
permitirian producir hasta un 22.4% de azUcares fermentables,
a partir de un medio con 24 % de dextrinas, es decir una
conversion de dextrinas en azlcares fermentables de 93.3%.

23

225

22

215

21

Y1 (Az. reductores (%))

20.5

[V /)

20

19.5

Fig. 7 Efecto de la concentracién de enzima glucoamilasa X1 (E, %) y
tiempo de hidrolisis Xz (t, h) sobre la sintesis de azucares fermentables
a partir de las dextrinas de oca utilizando el disefio de superficie
respuesta.

En un estudio previo [28], en las etapas de licuefaccion y
sacarificacion se obtuvieron rendimientos de 51.9% y 24.9%,
respectivamente. En el presente estudio, se obtuvieron
rendimientos de 93.4% en el proceso de licuefaccion y de
93.3% en el proceso de sacarificacion. Lo que sugiere que las
enzimas utilizadas en la presente investigacion son eficientes en
términos de rendimiento. Estos resultados sugieren que para
optimizar la conversion del almidén de oca en azlcares
fermentables con las enzimas oa-amilasa y glucoamilasa
utilizadas, se debe prestar especial atencion a la concentracion
de las mismas, con importantes implicancias practicas para
mejorar la eficiencia del proceso de hidrdlisis y guiar futuras
investigaciones para obtencién de azlcares fermentables a
partir de otras fuentes de almiddn, sobre todo a partir de fuentes
amilaceas de bajo consumo, que pueden ser la arracacha,
mashua [3], [7], entre otras.

3.3. Fermentacién alcohodlica

En la fermentacion alcohdlica se utilizaron diferentes
fuentes de nitrogeno para S. cerevisiae, una fuente de N-
organico (O: extracto de levadura), N-inorganico (i: fosfato
diamonico: (NH4)2HPO,) y una mezcla de ambas fuentes (Mx:
mixta), ademas de un control (C) sin N, obteniendo los
resultados mostrados en la Tabla 6.
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TABLA 6

RENDIMIENTO FERMENTATIVO DE LA LEVADURA
Saccharomyces cerevisiae 7VA EN MOSTOS A BASE DE
AZUCARES FERMENTABLES OBTENIDOS DE ALMIDON DE OCA,
DOSIFICADOS CON DIFERENTES FUENTES DE NITROGENO
(MosT0: 23 °BRIX)

Parametro Control _Nltro:qe_no Nltrgggno N|tr_ogeno

. inorganico  organico mixto
fermentativo ©) -

() 0) (Mx)

Etanol 10.70+0.35°  12.23+0.29*  12.40+0.00°  11.90+0.00°
(% viv)
Etanol 83.89+2.72° 95.91+2.26° 97.22+0.00° 93.30+0.00°
(9/L)
Dias de 24 14 7 7
fermentacion
Horas de 576 336 168 168
fermentacion
Azlcar 19.15+0.86*  8.87+0.14° 8.87+0.12° 8.59+0.32°
residual (g/L)
Conversion de 0.41+0.01° 0.45+0.01% 0.45+0.00° 0.44+0.00°
sustrato
(Yp/s: g/g)
Eficiencia de 80.83+2.46° 87.97+2.10*  89.17+0.05° 85.46+0.13°
conversion
(%)
Productividad 0.15+0.00°  0.29+0.01° 0.58+0.00°  0.56+0.00°
volumétrica de
etanol
(Qp: g/L-h)

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (LSD
de Fisher).
Pardmetros de rendimiento fermentativo de acuerdo con Duarte et al. [29]:
- Conversion de sustrato (Yp/s: g/g) = etanol producido/aztcar consumido
(valor ideal 51 %).
- Eficiencia de conversion (Ef: %) = Conversion de sustrato respecto al 51
% ideal.
- Productividad volumétrica de etanol (Qp: g/L h) = etanol
producido/tiempo.

Las fermentaciones que presentaron el mejor rendimiento
fermentativo para la produccion de etanol son las dosificadas
con extracto de levadura como fuente de N, alcanzando valores
de Productividad volumétrica de etanol (Qp) de 0.58 g/L-h con
el N-orgénico (O) y de 0.56 g/L-h con el N-mixto (Mx). Por su
parte, la mayor Eficiencia de conversidn de azlcares en etanol
se logré con el N-organico, con un valor de 89.17%,
determinado a partir de la relacién entre la Conversion de
sustrato Yp/s (0.45 g etanol / g azUcar) respecto al valor tedrico
ideal de 0.51 g etanol / g azucar [29]. De acuerdo con los
resultados de la Tabla 6, por cada 1000 kg de oca se podria
producir aproximadamente 30 L de etanol.

Respecto a la preferencia de N-organico por parte de las
levaduras, S. cerevisiae ha mostrado preferencia por NH** y
aminocidos [30], [31]. El extracto de levadura, utilizado como
fuente de N-organico en el presente estudio contiene
aminoacidos de las células de levadura de la que se ha obtenido.
Estos aminoacidos al ser metabolizados durante el proceso

fermentativo liberan NH*, que es utilizado como fuente
primaria de N. Lo cual explica que en el tratamiento con N-
organico, se haya obtenido la mejor Productividad volumétrica
de etanol (Qp: 0.58 g etanol/L-h) (Tabla 6), con un tiempo de
fermentacion de 7 dias, respecto a los 14 dias en presencia de la
fuente de N-inorganico ((NH4)2HPO,).

Asi mismo, se sabe que entre las diversas funciones del N
destacan la reproduccién y crecimiento celular, la sintesis de
enzimas y de proteinas de transporte de azlicares, ademas de las
funciones que cumplen los aminoécidos como precursores de
compuestos aromaticos [32]. Mientras que la deficiencia en los
niveles de N puede conllevar el riesgo de fermentaciones lentas
0 estancadas [33]. Esta deficiencia en N se puede corregir
mediante el uso de fuentes adicionales de N, como el
(NH4)2HPO4. No obstante, se ha reportado que la excesiva
utilizacion de esta sal puede generar problemas en el proceso
fermentativo, como una alta acidificacion del medio, favorecer
la produccién de compuestos dafiinos como carbamato de etilo
y aminas bidgenas, entre otros efectos indeseables [34], [35],
[36], [37]. Lo cual podria explicar el menor valor de
Productividad volumétrica de etanol (Qp: 0.29 g etanol/L-h) y
el mayor tiempo de fermentacion, 14 dias (Tabla 6), obtenidos
en presencia de (NH4)2HPO4 (N-inorgéanico).

De modo que una adecuada proporcion entre N-orgénico
(extracto de levadura) y N-inorganico ((NH)2HPQO,) podria
tener implicancias practicas respecto a mejoras en el
rendimiento fermentativo, considerando la diferencia en la
accesibilidad y costos de ambas fuentes de nitrégeno. Una
proporcion 1/1 entre ambas fuentes, como la usada en el
tratamiento N-mixto (Mx) (Tabla 5), podria ser de utilidad para
lograr un rendimiento fermentativo favorable, con valores de
Productividad volumétrica de etanol Qp de 0.56 g etanol/L-h,
y un tiempo de fermentacion de 7 dias, similares a los obtenidos
con la fuente de N-orgénico (0.58 g etanol/L-h y 7 dias,
respectivamente) (Tabla 6).

IV. CONCLUSIONES

Durante la licuefaccion y sacarificacion, el screening con
Plackett-Burman ha permitido identificar como variables
significativas la concentracion de las enzimas o-amilasa y
glucoamilasa, respectivamente. Las demas variables, al parecer
no tuvieron impacto sobre el proceso hidrolitico bajo las
condiciones del estudio.

Aplicando el DCCRYy el andlisis de superficie de respuesta,
para el proceso de licuefaccion se ha determinado un porcentaje
Optimo de enzima a-amilasa de 0.41%, que permitiria alcanzar
una conversién maxima de almidon en dextrinas de 93.4%.
Mientras que, para la sacarificacion, se ha obtenido un
porcentaje optimo de enzima glucoamilasa de 0.75%, con un
tiempo de hidrolisis de 6.96 horas, con una conversion de
dextrinas en azlcares fermentables del 93.3%, en base a lo cual,
por cada 1000 kg de oca se podria producir aproximadamente
30 L de etanol.
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Por otro lado, ademas de la concentracién de enzima, el
tiempo desempefia un papel relevante en los costos asociados a
un proceso industrial. Por consiguiente, se recomienda
considerar este parametro en el disefio y la ejecucién de los
procesos de licuefaccion y sacarificacion, para maximizar la
hidrolisis del almidén en azlcares fermentables y optimizar la
eficiencia econémica de la operacion.

Asi mismo, el extracto de levadura (N-organico), permite
obtener el mayor rendimiento de etanol por la levadura S.
cerevisiae, alcanzando una Productividad volumétrica de
etanol (Qp) de 0.58 g/L-h, asi como una Eficiencia de
conversion de azlcares en etanol de 89.17%. Con lo cual se
evidencia el potencial aprovechamiento del almidén de oca para
la obtencion de etanol.

Finalmente, es necesario realizar validaciones adicionales
para confirmar la reproducibilidad del proceso optimizado en el
presente estudio, asi como la realizacién de pruebas piloto para
evaluar la viabilidad a mayor escala y un analisis econémico
para evaluar la rentabilidad y la viabilidad potencial de mercado
del etanol producido a partir de almidén de oca. También se
debe considerar un analisis de la sostenibilidad ambiental e
impacto social de la produccion de etanol a partir de almidén
de oca en comparacion con otras materias primas, como
oportunidad para el desarrollo rural.
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