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RESUMEN

El presente trabajo de investfgacién tuvo como objetivo optimizar la hidrélisis
de arroz fielen por 4spergillus niger para usarlo como sustrato en la obtencion de etanol.
Para ello se construyeron 15 bior;eactores de 21 cm de altura y 6 cm de ‘diémetro; de
0,5 L, tipo tanque no agitado. El inéculo fue de 10°, 10° y 107 esporas de Aspergillus
niger/mL, conteo realizado en microscopio con camara Neubauer. El medio de cultivo
fue formulado a las concentraciones de 200, 300 y 400 g de arroz fielen/L de agua. El
bioproceso se llevé a cabo a 45 °C; pH de 5,5 — 6,0 y durante un tiempo de 4, 5y 6 diés.
Experimentalmente se obtuvo 100 g de azticares reductores (AR)/L de hidrolizado con
un medio constituido por 400 g de arroz fielen/L de agua, 10° esporas de Aspergillus
niger/mL de medio y 6 dias de fermentacion. Al tratar los resultados experimentales con
el software Statgraphics 5.1., se estimé que la maxima produccion serd 90,4955 g de
AR/L de medio a igual valor de las variables con las que se obtuvo experimentalmente
100 g de AR/L. Con los valores éptimos de las variables se hidrolizé 1000 g de arroz
fielen, obteniéndose también 100 g de AR/L, el que se fermentdé con Saccharomyces

cerevisiae MIT L-51 obteniéndose 150 mL de etanol de 96 °G.L.

Xil



ABSTRACT

The present work of investigation was as carried to optimize the hidrolisis of
rice fielen for Aspergillus niger to use it as substratum in the obtaining of ethanol. For
they were built it 15 biorreactores(of 21 c¢m of height and 6 cm of diameter; of 0,5 L,
type not agitated tank. The inéculo was of 10°, 10° and 107 spores of Aspergillus
niger/mL, count carried out in microscope with Neubauer chamber. The means of
cultivation was formulated to the concentrations of 200, 300 and 400 g of rice fielen/L
of water. The bioproceso was carried out to 45 °C; pH of 5,5 - 6,0 and during a time of
4, 5 and 6 days. Experimentally was obtained 100 g of reducers sugars (AR)/L of
hidrolizado with a half constituted by 400 g of rice fielen/L of water, 10° spores of
Aspergillus niger/mL of half and 6 days of fermentation. When treating the results
experimental with the software Statgraphics 5.1., considering that the maximum
production will be 90,4955 g of AR/L of half to same value of the variables with those
that it was obtained experimentally 100 g of AR/L. With the good values of the
variables you hidrolizé6 1000 g of rice fielen, obtained being also 100 g of AR/L, the
that was fermented with Saccharomyces cerevisiae MIT L-51 being obtained 150 mL of

ethanol of 96 °G.L.
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I. INTRODUCCION

En los ultimos afios, ante el previsible agotamiento de las reservas petroleras a
nivel mundial y la necesidad impostergable de proteger el medio ambiente se ha hecho
mas ﬁrgente la sustitucion de combustibles fosiles por biocombustibles o combustibles
de fuente renovable. Como respuesta a esa tendencia, nace el interés por optimizar la
produccion del etanol como un carburante alternativo a los hidrocarburos de origen
fosil. El uso del etanol como combustible es cada vez mas importante a nivel
internacional el mismo que puede producirse a partir de cultivos energéticos como cafia
de azucar, maiz, soya, sorgo, cereales, oleaginosas, etc. (Ministerio de Agricultura,'
2005), pero la tecnologia mas desarrollada es a partir de la cafia de azuicar, logrando
costos de proceso muy bajos. Brasil es el pais que mas ha desarrollado dicha tecnologia

(Asociacion de Combustibles Renovables de Centroamérica, 2004).

El almidén es un hidrato de carbono complejo, inodoro e insipido, en forma de
~ grano o polvo (Mathews y Van Holde, 1998). Es un polisacarido importante, se produce
“en vegetales por medio del proceso de la fotosintesis a partir del didxido de carbono y
agua. El almidon se halla en forma de granulos de tamafio y forma caracteristicas de la
planta de la cual se obtiene. Cuando estos estan intactos son insolubles en agua fria; si
se rompe su membrana exterior al ser molidos, se hinchan en agua fria y forman un gel.
Cuando se tratan los grdnulos enteros con agua tibia, se difunde a través de sus
membranas una parte soluble del almiddn; sin embargo en agua caliente se hinchan a tal
extremo que revientan. Contiene generalmente alrededor de un 20 % de una fraccion
soluble en agua, llamada amilosa, y 80 % de una fraccidn insoluble, denominada

amilopectina. La amilosa y la amilopectina, contienen D-glucosa, pero difieren en



tamafio y forma molecular. Con la hidrolisis de la amilosa se obtiene la maltosa como

unico disacarido y la glucosa como unico monosacarido (Mathews y Van Holde, 1998).

El almidén hidrolizado es materia prima de uso inmediato en procesos
alimenticios, dulces naturales, detergentes, papel y alimentacion animal y de uso
posterior para la produccién de etaﬁol como energia renovable. Se han realizado varios
estudios sobre la transformacién del almidén por hidrolisis de diversas fuentes
vegetales, y se reporté hidroélisis acida de almidon de céascara de banano, obteniéndose
un jarabe de 20 g glucosa/L de hidrolizado como méxima concentracion (Monsalve y

cols., 2006).

En la actualidad, los procesos més utilizados, aunque no tan rentables para la
obtencion de etanol a partir de almidon, son los que realizan una hidrdlisis previa para
transformar el almidén a glucosa y posteriormente fermentar estos con Saccharomyces
cerevisiae para la pro_dbuccién de etanol. Se ha intentado, con resultados prometedores
eliminar el paso de sacarificacion y licuefaccion enzimatica mediante el empleo de un
cultivo simbidtico de organismos amiloliticos y fermentadores de azucares,

disminuyendo asi, los tiempos de produccion (Gutiérrez y cols., 2003).

Para la degradacion del almiddn, el inconveniente principal del método de
hidrolisis enzimatico radica en la pureza de los concentrados enzimaticos, lo cual eleva
los costos que genera la extraccion de la enzima (Wisseman, 1986). Frente a esta
situacién, en los ultimos tiempos han surgido diversas propuestas para desdoblar el
almidon en azdcares simples por métodos no convencionales. Una de las vias mas
prometedoras para incrementar la hidrolisis del almidon es la realizada por el

Aspergillus niger, mediante fermentacion anaerébica (Gutiérrez y cols., 2003).



Los azucares reductores son aquellos que en solucion acuosa presentan o
generan un grupo aldehido (-CHO) libre, siendo el mds importante de ellos la glucosa
que se encuentra en el jugo de frutas. El grupo de aldehido libre o potencialmente libre,
en medio alcalino tiene la capacidad de reducir a ciertos metales como cobre, bismuto,
ﬁeﬁo, plata, etc. Cuaﬁdo una soluci(')n alcalina de hidroxido clprico se calienta, se
convierte en 6xido cuprico insoluble de color negro (reaccion I); pero si estd presente un
agente reductor (algunos azucares) el hidroxido cuprico es reducido a 6xido cuproso
(cambia el estado de oxidacién de cobre desde Cu®** a Cu'") produciéndose un
precipitado insoluble de color rojo ladrillo (reaccion II) (Pearson, 1986).

Reaccion I: En ausencia de agente reductor.

130T

Cu(OH); ————— CuO + H,0
Hidréxido clprico Oxido cuprico

Reaccion II: En presencia de un agente reductor (algunos azucares).

calor,
azucares
wuwH);, —— Cuy0 + H,0 + %0,
Hidro6xido cuprico Oxido cuproso

El reactivo de Fehling es empleado para determinar azicares reductores. Esta
constituido por la mezcla en partes iguales de Fehling A y Fehling B. El Fehling A es
una solucién acuosa de CuSO4 en agua y es de color celeste. El Fehling B es una
solucion acuosa de NaOH vy tartrato de sodio y potasio, y es incolora. Cuando se
mezclan arﬁbas soluciones tiende a formarse un precipitado gelatinoso, pero la agitacion
lo disuelve y la solucién adquiere un color azul aiiil. Este reactivo es un oxidante suave
de aldehidos y el resultado positivo es cuando el color cambia al originarse un
precipitado rojo ladrillo, empleando como indicador una solucién de azul de metileno y

se titula en caliente (Pearson, 1986).
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Existen varias razones que originan la oportunidad de hidrolizar el almidén
para la produccién de.etanol, entre ellas estd la proxima escasez de combustibles fosiles
a nivel mundial, elevacion de los precios del petroleo, balanza comercial deficitaria de
los hidrocarburos en el Pert, interés en reducir la contaminacién ambiental, necesidad
de reducir el contrabando y adulteracion de alcoholes, desarrollo de proyectos agricolas
con impacto positivo en lo econdémico, social y ambiental e insuficientes fuentes

energéticas (MINAG, 2005).

En Shinanomachi, a 200 kms al noroeste de Tokio, se producira etanol a partir
del arroz, que se conseguira con ayuda de los granjeros locales que donaran la cantidad
suficiente para que se lleve a cabo este proyecto que incluird una poblacién de 10000
productores de arroz. "Queremos presentar a las nuevas generaciones una nueva energia
renovable que parta de fuentes locales”, dijo Yasuo Igarashi, profesor de microbiologia
aplicada de la Universidad de Tokyo, que ha estado liderando durante tres afios este
proyecto. El profesor asegurd, que si el proyecto tiene éxito entre los productores de
arroz locales, cada vez se ird expandiendo mas por todo Japén, por lo que en un futuro,
podremos ver que los coches japoneses funcionen con combustibles que no dafien el

entorno” (Reuters, 2007).

Japon, el segundo consumidor de gasolina en todo el mundo, después de
EE.UU., depende de la impdrtacién del crudo cuyo precio internacional es inestable.
Ademas, con el protocolo de Kyoto, Japon necesita el uso de los biocombustibles para
no rebasar los limites de CO,. El equipo de Igaréshi espera demostrar que los
biocombustibles son mas baratos (1 kg de arroz = 0,5 L de etanol) que la gasolina actual

y lo demostraran con las 10000 personas que probardn en un principio dicho



combustible. Ademds, este tipo de energia es renovable, y contrario al actual

combustible, que acabara rechazandose, (Reuters, 2007).

El arroz fielen, es un subproducto de la industria molinera, que se encuentra
practicamente triturado y desde el punto de vista comercial no tiene demanda para el
consumo humano, generando problemas logisticos y econémicos, con una composicion
exquisita de almidén de 70,13 %, proteinas 6,90 %. grasa 5,33 %, fibra 2,16 %,

humedad 13,8 % y cenizas 1,58 % (Escobar y cols., 1994).

Los hongos filamentosos son un grupo de interés industrial en la produccién de
enzimas. El Aspergillus niger eé un organismo ampliamente utilizado en la produccién
de una gran variedad de enzimas con un espectro tal que puede lograrse la completa
degradacion del almidon. Las enzimas son utilizadas en muchos procesos industriales,
como bioblanqueo, panificacion, extraccion y clarificacion de jugos, elaboracion de
alimento animal, industria textil, entre otras. El Aspergillus niger muestra algunas
ventajaS para la produccidn industrial de enzimas: Tiene un alto nivel de produccion,
presenta buenas propiedades para el cultivo, lo que posibilita la produccién a gran
escala, permitiendo su aplicacion en la industria de alimentos tanto para el hombre y

animales (Villena y Gutiérrez, 2003).

Muchos hongos filamentosos estin naturalmente adaptados al crecimiento
sobre superficies. Los hongos requieren un contacto cercano con el suétrato debido a su
nutricion heterdtrofa, secrecion de enzimas extracelulares, absorciéon de nutrientes a
través de la pared celular y el crecimiento apical de sus hifas (Jones, 1994). Sin

embargo, algunos sistemas de produccion como la fermentacién sumergida no considera



estos importantes aspectos de su fisiologia. Algunos procesos utilizan hongos
inmovilizados en distintos soportes sintéticos, y en el caso del Aspergillus niger se ha
probado la inmovilizacion para la produccidn de acidos organicos. Sin embargo, esta
técnica de cultivo estd principalmente enfocada hacia la obtencién de ventajas
operativas del proceso, como son la reutilizacién de biomasa, la facilidad para la
recuperacion del producto y también una mayor productividad. Esta ultima
caracteristica resulta importante para considerar que la forma de crecimiento de estos

microorganismos es determinante en su comportamiento fisiolégico (Anderson, 1983).

Existen reportes de sistemas semicontinuos en dos etapas: hidrolisis -
fermentacién para la produccién de etanol a partir de almidén de papa usando
simultdneamente Aspergillus niger 'y Saccharomyces cerevisiae, con resultados
comparables a los del clasico de mqnocultivo pero con tiempos de bioproduccién
inferiores. La hidrolisis del almidén y posterior fermentacion produjo cantidades
significativas de biomasa, azicares simples, y enzimas como productos colaterales al

etanol, (Callender y Barford, 1983).

El mayor y menor rendimiento promedio de glucosa en la etapa de hidrdlisis
del almidon de Solanum geniocalix con Aspergillus niger CECT-2089 se logra con los
biorreactores tipo tanque no agitado al 8 % y 10 % de concentracion iﬁicial de almidoén,
con valores promedio de 40,64 % y 27,90 % en tiempos promedio de 126,6 y 105 horas
respectivamente (Gutiérrez y cols., 2003). El rendimiento de jarabe de glucosa obtenido
por via enzimatica a partir de arroz fielen, en términos de gramos de glucosa por cada

100 gramos de fielen utilizado es de 65,79 % (Coronel y cols., 2003).



El etanol o alcohol etilico (CH3-CH,-OH) es un compuesto liquido, incoloro,
inflamable y soluble.en agua tiene innumerables aplicaciones: bebidas fermentadas
para consumo humano como vinos, aguardiente, vodka, ron, brandy, etc.; en la industria
se emplea en gran cantidad de procesos como: disolucion de la nitrocelulosa, disolvente
de colorantes en las industrias alimenticias y textil; disolvente de resinas; jabon, aceites,
ceras, etc.; oxidacidn en la fabricacidén de acido acético, vinagre, acetaldehido. Asi
también se puede mezclar con la gasolina, para mejorar sus propiedades, se recomienda -
una mezcla en proporcién del 10 al 25 %, ya que se logra un indice de octano entre 70
y 75, mayor que el de la gasolina sin mezclar. Las.mezclas de etanol-gasolina permiten
aumentar la compresién en el motor, dan un funcionamiento més regular, su
recalentamiento es menor y por tanto se puede utilizar a un mayor numero de

revoluciones (Monsalve y cols., 2006).

Teniendo en cuenta la informacion encontrada sobre la hidrélisis del almidén
usando Aspergillus niger, adecuandolo mediante diferentes concentraciones, a través de
una tecnologia de fermentaciones a temperaturas medianas, el tiempo de produccion y
la creciente demanda de etanol, garantizd la impértancia técnico-econémico del
presente trabajo de Tesis, el cual estuvo orientado a optimizar la hidrdlisis de arroz

fielen por Aspergillus niger para usarlo como sustrato en la obtencién de etanol.



II. MATERIAL Y METODOS

2.1. MATERIAL
2.1.1. Material Biologico
= Cepa de Aspergillus niger proveniente de la Universidad Nacional de
Trujillo.
* Cepa de Saccharomyces cerevisiae MIT L-51 proveniente de la
Universidad Nacional de Trujillo.
» Arroz fielen de la variedad capirona proveniente de molinos de las

Provincias de Bagua y Utcubamba, Region Amazonas.

2.2. METODOS
2.2.1. Reactivacion de la cepa

La cepa se reactivé en agar dextrosa papa (PDA) (Beever y
Bollard, 1970). Para preparar 400 mL se lavo, peld, cortd en trozos largos
(tipo papas fritas) y pes6é 100 g de papa blanca, se depositd en un vaso de
precipitados de 600 mL, adicionandole 400 mL de agua destilada. Luego se
sancochd obteniendo caldo de papa, posteriormente se filtro 400 mL de
caldo, seguidamente se adicioné 8 g de agar y 8 g de glucosa, y se calentd
para disolver ei agar. Se sirvié en botellas planas y se les puso un tapén de
algodon, después se esterilizo en autoclave a 121 °C x 15 minutos, se retird
las botellas y se las dejo inclinadas sobre la mesa para su gelificacion y
posterior siembra con cepas de Aspergillus niger y Saccharomyces

cerevisiae MIT L-51



La siembra del Aspergillus niger se realizd por el método de
puntura (Fotografia 1), que consiste en sembrar en el centro de 1a placa
mediante un punto en ambiente estéril. La siembra de Saccharomyces
cerevisiae se realizd por el método de estrias (Fotografia 2), que consiste en

realizar la siembra forr_nando estrias sobre el PDA.

2.2.2. Tratamiento del sustrato

2.2.3.

Se empled arroz fielen de los molinos de las Provincias de Bagua y
Utcubamba, sometiéndose a una molienda y posterior tamizado (Tamiz
“Tyler” numero 7(;) a una humedad de 13 % (Escobar y cols., 1994),
utilizdndose concentraciones de 200, 300 y 400 g de fielen/I. de agua,
hidratandose por 24 horas, posteriormente éste fue esterilizado en autoclave

a 121 °C x 20 minutos, luego se determind azuicares reductores iniciales

segln el método de Lane—Eynon (Escobar y cols., 1994).

Preparacion del indculo

La cepa de Aspergillus niger fue sembrada en el medio PDA y se
incubd hasta esporulacién durante 5 dias a 30 °C. (Villena y Gutiérrez,
2003). Del desarrollo de este cultivo se cosecharon en condiciones estériles
las esporas en medio mineral Czapek.

La suspension de esporas de Aspergillus niger de cada botella se
trasvasé a un matraz estéril (Fotografia 3), luego se realizé el conteo de
esporas en el microscopio en cémaré Neubauer (Fotografia 5),
determinandose que contenia 9,8 x 10® esporas/mL, el que fue diluido hasta
obtener suspensiones de 10°, 10% y 107 esporas/mL que son los inéculos

deseados.



2.2.4.

Se sembrd Saccharomyces cerevisiae MIT L-51 en botellas planas
con medio PDA y se incub}é por 24 horas a 30 °C. De cada botella se
suspendio las células en medio mineral Czapek y se trasvasaron a un matraz
estéril, donde se tuvo una concentracién de 6,4 x 10® células/mL de medio

(Fotografia 4).

Optimizacién con el disefio estadistico de Box-Behnken

La influencia de las tres variables independientes (Tabla 1) sobre la
produccién de azucares reductores se determind por aplicacion del disefio
estadistico de Box-Behnken (Greasham e Inamine, 1989), el que nos permite ’
también optimizar sus valores siguiendo la distribucién de la Tabla 2; donde
cada columna representd una variable y cada fila un experimento. Los
elementos +, 0, -, representaron los niveles alto, medio y bajo,

respectivamente, de cada variable.

Tabla 1: Rango de valor de las variables a optimizar con el disefio

estadistico de Box-Behnken

_ Arroz fielen Aspergillus niger Tiempo
Concentracién g/l esporas/mL dias
(A) (B) (C)
Alta (+) 400 10 6
Media (0) 300 108 5
Baja (-) 200 10° 4
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Tabla 2: Disefio estadistico de Box-Behnken para optimizar las tres

-variables independientes.

Numero de Variables

experimento A R c
1 4 0
2 + _ +
3 - 0
4 - + -
5 + 0 0
6 + 0 }
7 - - +
8 - 0 i
9 0 + +
10 0 + 0
11 0 ] .
12 0 } )
13 0
14 + T 4
15 : i _

(+): valor alto; (0): valor medio y (-): valor bajo.

Una vez realizado los experimerﬁos, se procedid a calcular los
coeficientes del modelo polinomial usando el software estadistico
Statgraphics 5.1. Con los que se escribi6 las ecuaciones que se usaron para
generar graficas de contornos de respuestas en superficies versus el nivel de

variables, que indicé la region donde se encuentra la respuesta optima.
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2.2.5. Acondicionamiento de los biorreactores paré hidrélisis del almidon
Se-emplearon 15 biorreactores de vidrio de 0,5 L de capacidad; con
21 cm de altura y 6 cm de didmetro, previamente desinfectados por agua
caliente (70 °é por 30 minutos), se les adaptd una tapa de jebe microporoso
con manguera de 5 mm de didmetro para salida de gases. Los biorreactores
fueron incubados en bafiomaria a una temperatura de 45 °C + 0,5 °C

(Fotografia 6 y 7).

2.2.6. Proceso de hidrolisis del almidon

En cada biorreactor se adicion6 200 mL de caldo a las

concentraciones de estudio (200, 300 y 400 g de fielen/L), y esporas de

Aspergillus niger (10°, 10% y 10’ esporas/mL), segiin el disefio de Box-
Behnken.

El proceso se realizé a un pH de 5,5 — 6,0 hidrolizdndose por un

lapso de 4, 5 y 6 dias a una temperatura de 45 °C + 0,5 °C en bafiomaria.

2.2.7. Contenido de aziicares reductores

Se utilizé la metodologia de Lane-Eynon (Amaga y Altamirano,
1999) para determinar la cantidad de azicares reductores.

Los carbohidratos cuyas moléculas contienen un grupo carbonilo
libre, se denominan reductores. Se basa en que ciertos azicares que
presentan caracter reductor, reducen a las sales de cobre a oxido cuproso
(Cu;0) en solucion alcalina y en presencia de una sal organica que lleva en

su molécula radicales alcohdlicos.
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Su ecuacidn general es la siguiente:

R-CHO + 2CuSO4 + 4NaOH —— R-COOH + 2Na,;S04 + Cu,0 +H,0

Aldehido + Sulfato ctprico Acido carboxilico + Sulfaic
+ Hidréxido de sodio de sodio + Oxido cuproso +
' Agua
2.2.7.1. Valoracion del reactivo de Fehling

2.2.7.2.

Se 1leno la bureta de 50 mL con una solucién de glucosa al
0,5 %, después se deposité en un matraz Erlenmeyer 5 mL de
Fehling A y 5 mL de Fehling B, luego se agregd al matraz con
reactivo de Fehling, 4 gotas de azul de metileno al 1 % y se calentd
con un mechero de alcohol hasta ebullicion. Enseguida se titulé en
caliente el licor de Fehling con la solucién de glucosa al 0,5 %. La
ebullicion se mantuvo durante toda la valoracion. Se finalizd la
valoracion cuando el sulfato cuprico se redujo totalmente, lo cual se
comprobd por el cambio de color azul a un precipitado rojo ladrillo,

anotandose el volumen de gasto ( C mL ) de glucosa al 0,5 %.

Equivalencia en glucosa del reactivo de Fehling

Se determind la equivalencia del Fehling A y B con el
consumo de solucién de glucosa (C mL) en la valoracion:
Solucién de glucosa al 0,5% equivale a decir 0,5 g de glucosa

contenidos en 100 mL de solucién.

C mL solucion glucosa consumidos = D g de glucosa
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Entonces:

- 10 mL de Fehling A y B = D g de glucosa

2.2.7.3. Determinacion de azicares reductores’

Se llend la bureta con el jugo hidrolizado filtrado. En un
matraz Erlenmeyer de 250 mL se adicion6 5 mL de Fehling Ay 5
mL de Fehling B, homogenizdndose la solucion, posteriormente se
adicion6 4 gotas de azul de metileno al 1 % dando un color azul
intenso. Se calenté el matraz que contiene el Fehling A y B hasta
ebullicién, se dejo caer de la bureta el jugo filtrado en goteo répido,l
procurando mantener siempre la ebullicion (Fotografia 8). Se
finalizé la titulacion cuando la solucion de Fehlirig Ay B cambié a
color rojo ladrillo, anotéﬁdose el volumen del jugo gastado (Y mL)
en la titulacidn.

Determinacion de g glucosa/L:

D g glucos N 10 mL Fehling . 1000 mL
10 mL Fehling Y mL jugo consumido 1L

_p8 glucos
L
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2.2.8. Determinacion de las operaciones y parametros de procedimiento

En la Figura 1 se presenta el diagrama de flujo para la hidrolisis de

arroz fielen y fermentacion de este hidrolizado para obtener etanol.

2.2.8.1.

2.2.8.2.

2.2.8.3.

Materia Prima

’Se empleé arroz fielen para hidrolizar su almidén y
posterior obtencion de etanol, el arroz fielen es un subproducto de la
industria molinera, que se encuentra desmenuzado y sin valor

comercial.

Molienda

El arroz fielen fue molido en forma mecdnica, con un
molino sinfin, con la finalidad de dar libertad a los granos de
almidén y favorecer la hidratacion, asi como la de aumentar la
superficie de contacto con el Aspergillus niger. Luego, se realiz6 un
tamizado (tamiz “Tyler” ntimero 70) para enseguida trabajar con

este producto molido.

Hidratacion

Con el fin de ablandar las particulas de almidon en el arroz
fielen molido, se pusd a remojar en las proporciones de 200, 300 y
400 g de fielen/L de agua, segiin el disefio de Box-Behnken a

temperatura ambiente (18-20 °C) durante 24 horas.
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2.2.84.

2.2.8.5.

2.2.8.6.

Coccién

- De la etapa anterior se pasé el material hidratado al
autoclave a una temperatura de 120 °C x 20 minutos, donde se
logré la coccidn y esterilizacién al mismo tiempo, quedando el
producto en forma de engrudo o goma, determindndose los azicares

reductores iniciales antes de la inoculacidn con Aspergillus niger.

Hidrolisis

Después de obtenido el engrudo, en los biorreactores se
adicioné esporas de Aspergillus niger a concentraciones de 10°, 106,
107 esporas/mL, e incubados a una temperatura de 45 °C a un pH
de 6,0, durante 4, 5 y 6 dias segln el disefio estadistico de Box-
Benhken.

La accion del Aspergillus niger es desdoblar el almidén en
azucares directamente fermentables. como la glucosa, lo que viene a

ser el punto central de la presente investigacion.

Filtracion

Una vez terminada la hidrélisis en diferentes dias (4, 5y 6
dias) segun el disefio de Box-Behnken se procedié a filtrar para
separar el mosto de los sélidos insolubles (afrecho) y de las esporas

de Aspergillus niger.
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2.2.8.7.

2.2.8.8.

2.2.8.9.

Fermentacion alcohdlica

- Se usd el proceso directo de fermentacion. Se utilizd como
cuba de fermentacion un depésito de plastico de 1,7 litros de
capacidad de cuya tapa sale una mangueré para escape de gas
carbonico sumgrgida en un envase con agua. Para 1 litro de mosto
se le adicioné 200 mg de sulfato de amonio como fuente de
nitrégeno, y se le dejo fermentar 4 dias a una temperatura de 30 °C,
con un indculo de Saccharomyces cerévisiae MIT L-51 de 6,4 x 10°

células/mL.

Destilacién_ simple

Una vez obtenido el mosto fermentado, este fue llevado al
equipo de destilacion simple (Fotografia 9). La finalidad de esta
operacion fue separar la mayor cantidad de etanol que se encuentra

en el mosto fermentado, para hacer luego la destilacién fraccionada.

Destilacion fraccionada
Una vez terminada la destilaciéon simple, el destilado fue
llevado a una destilacion fraccionada (Fotografia 10) para obtener

un producto de mayor grado alcohdlico.

17



ARROZ NELEN

R

MOLIENDA

!

Agua —_—

HIDRATACION

U

COCCION

U

Aspergillus niger ——»

HIDROLISIS

U

FILTRACION

L » Afrecho

U

Saccharomyces .
cerevisiae MITL-51 ——

FERMENTACION

L » CO;

U

DESTILACION
SIMPLE

———— Residuos

U

DESTILACION
FRACCIONADA

I ——» Residuos

Figura 1: Diagrama de flujo

U

ETANOL

18



II1. RESULTADOS

3.1. Optimizacién de la composicion del medio de cultivo con el disefio de Box-

Behnken

Las variables a optimizar fueron A: g de arroz fieler/L de agua, B: esporas
de Aspergillus niger/mL y C: ﬁeinpo de hidrdlisis, cuyos valores se encuentran en la

Tabla 1.

Se aplico la distribucion de la Tabla 2 y para cada combinacion se evalud
la cantidad de azicares reductores (AR) producidos en g/L, que se muestran en la
Tabla 3, donde cada columna representd una variable independiente y cada fila un

experimento.
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Tabla 3: Produccion de azlucares reductores de cada medio de diferentes

concentraciones de componentes, aplicando el disefio de Box-Behnken.

Arroz fielen  Aspergillus niger Tiempo Azicares

Medio g/L esporas/mL dias Reductores
(A) (B) (C) g/L

El 400 107 5 80,0
E2 400 10° 6 100,0 -
E3 200 10° 5 38,3
E4 200 107 4 34,3
ES 400 10° 5 58,7
E6 400 10° 4 26,3
E7 200 10° 6 64,3
E8 200 10 4 35,0
E9 300 10 6 60,5
E10 300 107 5 26,3
Ell 300 10° 6 64,3
E12 300 10° 4 443
E13 300 10 5 44,3
El4 400 107 6 36,5
E15 200 10° 4 32,9
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Tabla 4: Azicares reductores producidos por hidrolisis con Aspergillus niger

Experimento AR iniciales AR finales AR producidos
g/L g/L g/l
El 3,3 83,3 80,0
E2 | 3,3 103,3 100,0
E3 3,5 41,8 38,3
E4 3,5 37,8 34,3‘
BS 3,3 62,0 58,7
E6 3,3 29,6 26,3
E7 3,5 67,8 64,3
E8 3,5 385 35,0
E9 | 4,0 64,5 60,5
E10 4,2 30,5 26,3
Ell 4,0 68,3 64,3
E12 - 4,0 48,3 44,3
BE13 4,0 » 48,3 44,3
El4 3,3 39,8 36,5
E15 | 3.5 36,4 32,9
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3.2. Estimaciéon de la maxima produccion de aziicares reductores con el software
estadistico Statgraphics plus 5.1. for Windows

Con los datos de la Tabla 3, se obtuvo la Tabla 5 cuyos valores fueron

ingresados a la computadora para ser evaluados con el software estadistico

Statgraphics 5.1 y calcular los coeficientes bi de la siguiente ecuacion polinomial

cuadrética adaptada para tres variables:

Y =byg - biXA - byxB + b3xC- bsx AXB - bsx AXC- bgxBxC + bix A2+ bgxB? -bgx C2

Donde:

Y : AR/L

A,ByC : Variables independientes;

b, : Coeficiente de regresion al punto central

by, by y b; : Coeficientes lineales

bs, bs y by : Coeficientes de interaccion de segundo orden
by, bg v bg : Coeficientes cuadraticos

Los valores de dichos coeficientes se presentan en la Tabla 6.
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la ecuacién polinomial.

A B Cc AB AC BC AXA BXB CXC AR (g/L)

F 400 1E+07 65 4E+09 2000 5E+07 160000 1E+14 25 80,0

F2 400 1E+05 6 A4E+07 2400 GE+05 160000 1E+10 36 100,0
F3 200 1E+06 5 2E+08 1000 5E+06 40000 1E+12 25 38,3
F4 200 1E+07 4 2E+09 800 4E+07 40000 1E+14 16 34,3
F5 400 1E+06 5 4E+08 2000 5E+06 160000 1E+12 25 58,7
F6 | 400 1E+06 4 4E+08 1600 4E+06 160000 1E+12 16 26,3
F7 200 1E+05 6 2E+07 1200 6E+05 40000 1E+10 36 64,3
F8 200 1E+06 4 2E+08 800 4E+06 40000 1E+12 16 35,0
Fo 300 1E+07 6 3E+09 1800 6E+Q7 90000 1E+14 36 60,5
F10 300 1E+07 5 3E+09 1500 5E+07 90000 1E+14 25 26,3
F11 300 1E+05 ‘ 6 3E+07 1800 6E+05 90000 1E+10 36 64,3
F12 300 1E+05 4 3E+07 1200 4E+05 90000 1E+10 16 443
F13 300 1E+06 5 3E+08 1500 5E+06 90000 1E+12 25 443
F14 400 1E+07 6 4E+09 2400 6E+07 160000 1E+14 36 36,5

F1° 200 1E+05 4 2E+07 800 4E+05 40000 1E+10 16 32,9
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Tabla 6: Coeficientes ( b;) para la ecuacion polinomial calculados con el Software

Statgraphics 5.1.

Coeficiente Valor
b - 101,414
by - 0,44591
b | - 0000147991
by 71,0763
b - 1,09145E-9
bs - -0,0347713
be - 0,00000135593
by - 0,000609389
bs 0,0

[ - 6,52224

Con los coeficientes presentados en la Tabla 6, completamos la ecuacién
polinomial y con el software Statgraphics 5.1 se calcularon los valores 6ptimos de

cada una de las variables en estudio, los resultados se muestran en la Tabla 7.

La ecuacion del modelo ajustado es

Y =-101,414 — 0,44591xA — 0,0000147991xB + 71,0763xC — 1,09145x10°x AxB
+ 0,0347713xAxC — 0,00000135593xBxC + 0,000609389xA* + 0,0xB>

- 6,52224xC*
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Tabla 7: Valores dptimos del proceso calculado con el Software Statgraphics 5.1.

Valor Optimo =90,4955 g de AR/L

Factor Inferior Mayor Optimo
A - 200 | 400 400
B 100000 10000000 100000
C 4 6 6

Tabla 8: Analisis de la varianza

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-Valor

AA 105.654 1 105.654 0.25 0.6367
B:B 98.5654 1 98.5654 0.24 0.6480
C:C 66.3394 1 663394 0.16 0.7070
AA 65.048 1 65.048 0.16 0.7097
AB 0.759699 1 0.759699 0.00 0.9677
AC 60.5816 1 60.5816 0.14 0.7192
BB 273.707 1 273707 0.65 0.4554
BC 112733 . 1 112.733 0.27 0.6259
cC 54.8508 1 54.8508 0.13 0.7321
Error Total 2092.52 5 418.504

Total (corr.) 6265.25 14

R?2=66,6012 %

25



=

Azucares reductores (g/L)
§06888888888

W EL s M S LTy ST

Figura 2: Grafica de superficie de respuesta de azicares reductores (g/L) en funcion
g fielen/L de agua — tiempo
(10° esporas de Aspergillus niger/mL)

Azucares reductores (g/L)
c3BBsB83888

Aepergliue nige [Bpeaasit) ) 8t 9t o

Figura 3: Grafica de superficie de respuesta de azucares reductores (g/L) en funcion
tiempo - esporas de Aspergillus niger/mL
(400 g fielen/L de agua)

26



\\\“/ //
B:-N‘\__/ q — w00
E 4 — 20
3 4 — 300

Tiempo (dias)
T
\/
/.
[
]
DS
(o N e Ne)

y.6.0 Afden(l)
7904955

Figura 4: Grafica de contornos de la respuesta estimada de aziicares reductores
(g/L) en funcion tiempo - g fielen/L de agua
(10° esporas de Aspergillus niger/mL)

27



El tratamiento computarizado con el Soﬁware estadistico Statgraphics 5.1,
de los resultados-de aplicar el disefio de Box-Behnken, predicen que se puede lograr
hidrolizar el almidon con el Aspergillus niger hasta un maximo de 90,4955 g de
ghucosa/L, (Figuras 2, 3 y 4), empleando 400 g de fielen/L de agua, inoculando 10°

esporas de Aspergillus niger/ml y en un tiempo de 6 dias.

3.3. Etanol obtenido en la destilacién simple y fraccionada
A partir de 1000 g de arroz fielen, y trabajando con los valores 6ptimos de
las variables estudiadas se ha obtenido nuevamente una concentracién de 100 g de
AR/L, el que enseguida fue fermentado con Saccharorﬁyces cerevisiae MIT L-51
para convertir los AR en etanol y CO,, habiéndose obtenido 1.50 mL de etanol de

96 °G.L.

Tabla 9: Etanol producido a partir de 1000 g de fielen

Variable | Destilaciéon simple Destilacion fraccionada
Volumen ( mL ) 800 150
°G.L. 20 96

3.4. Propiedades fisicas y quimicas del etanel obtenido

El etanol obtenido tuvo las siguientes propiedades:

Olor : Caracteristico
Color : Incoloro
Sabor : Ardiente
Inflamable : Si

pH : 5,8
°GLa18°C | : 96

Densidad : 0,8560 g/mL
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IV. DISCUSION

La optimizacién de los valores de las tres variables con el disefio de Box—
Behnken permitieron obtener un méaximo de 100 g de AR/L de hidrolizado (Tabla 3),
con 400 g de fielen/L de agua, ‘105 esporas de Aspergillus niger/mL y 6 dias de
fermentacion. Una concentracion de 400 g de fielen/L de agua fue suficiente para
asegurar el buen desarrollo del Aspergillus niger, demasiada agua disminuye la
porosidad del sustrato, esto se argumenta en base a que con concentraciones menores de
fielen se ha obtenido menor cantidad de azicares reductores; o sea, que la hidrolisis del

fielen ha sido menor.

Del andlisis de los resultados mostrados en la Tabla 3, podemos deducir que la
concentracion de Aspergillus niger de 10° esporas/mL ha hidrolizado mejor en las tres
concentraciones de fielen, produciendo un maximo de AR cuando la concentracion fue
de 400 g de fielen/L de agua. Por tanto, 10° esporas de Aspergillus niger/mL ser4 una
concentracion optima para producir el maximo de AR, con cada concentracion de fielen
que se emplee. Es posible que concentraciones mayores de Aspergillus niger causen

inhibicién en su desarrollo, lo cual se refleja en la menor cantidad de AR producidos.

La méaxima produccion de AR a los 4 dias ha sido 44,3 g/L, a los 5 dias 80 g/L
y a los 6 dias 100 g/L, por lo que podemos mencionar que mientras mas tiempo este en
contacto el Aspergillus niger con el fielen, a la concentracion promedio de 10°

esporas/mL, producird mayor cantidad de AR.

El tratamiento de los resultados experimentales de la Tabla 3, con el Software

Statgraphics 5.1; permite predecir que se obtendra un méximo de 90,4955 g AR/L;
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cuando se utilice 400 g de fielen/L de agua, 10° esporas de Aspergillus niger/mL y 6
dias de fermentacion (Figura 2, 3 y 4). Este valor es 10 % menor al obtenido
experimentalmente a las mismas condiciones. Por tanto, nuestros resultados

experimentales son satisfactorios.

Investigadores lograron ‘hidrolizar el 40,64 % de almidon de Solanum
geniocalix con la cepa de Aspergillus niger CECT-2089 a un recuento entre 10° — 10’
esporas/mL en un biorreactor con concentracion inicial de almidén de 8 %, en un
tiempo promedio de 126,6 horas (Gutiérrez y cols, 2003). El valor de 35,6 % de
almidoén de arroz fielen hidrolizado en 6 dias es inferior, lo cual puede deberse a que
ellos emplearon una cepa plenamente identificada y con la garantia de la Coleccion
Espatfiola de Cultivos Tipo, que quiza era muy eficiente para hidrolizar almidon. En este
trabajo de investigacion se ha empleado un cultivo puro procedente de la Universidad
Nacional de Trujillo que era el Gnico disponible, no teniendo datos sobre su eficiencia

para hidrolizar almidon.

Para dete-rminar el rendimiento de etanol a partir de fielen, se procedid a
hidrolizar 1000 g de fielen en las proporciones y valores de las variables evaluadas que
permitieron maximizar su hidrélisis; habiéndose obtenido la proporcion de 1000 g de
fielen = 150 mL de etanol de 96 °G.L, representando el 15 % de rendimiento. Mientras
que (Escobar y cols., 1994) obtuvo de 1000 g de fielen hidrolizado con malta y
fermentado con levadura Fleshman (levadura prensada que tiene empleo en panificacion
y fermentacion alcoholica industrial) 124 mL de etanol de 94 °G.L., representando el
12,4 %. En vista de estos resultados podemos decir, que utilizando esta tecnologia el

rendimiento de etanol es superior en 2,6 %.
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- V. CONCLUSIONES

» Las condiciones Optimas para la hidrélisis del arroz fielen fueron las siguientes:
400 g de fielen/L de agua, 10° esporas de Aspergillus niger/ml. de medio y
durante un tiempo de 6 dias, considerando que el arroz fielen fue molido,

hidratado por 24 horas y esterilizado en autoclave a 121 °C por 20 minutos.

= Se obtuvo etanol del arroz fielen en una proporcién de 1 Kg de arroz fielen = 150
mL de etanol de 96 °G.L., dando una alternativa agroindustrial nueva para los

agricultores de Bagua y Utcubamba, de la Region Amazonas.



- VI. RECOMENDACIONES

Es necesario hacer trabajos a escala planta piloto, teniendo en cuenta el valor
6ptimo de la concentracion de fielen de arroz, esporas de Aspergillus niger y el
tiempo de hidrélisis obtenidos, a fin de obtener su maximo rendimiento para

estimar indicadores econémicos del bioproceso.

Realizar un estudio de otras variables, para evaluar su grado de influencia en la
hidrdlisis del almidén y en el posible mayor rendimiento de etanol a partir de

arroz fielen.

Aplicar este bioproceso como una alternativa para producir combustibles para
motores que permitan reducir la contaminaciéon ambiental, ya que provendrian
de fuentes renovables, similar a lo que ocurre con el etanol producido a partir de

cafia de azucar.
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ANEXOS



SECUENCIA DE FOTOGRAFIAS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

Fotografia 1: Siembra de Aspergillus niger

Fotografia 2: Siembra de Saccharomyces cerevisiae
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Fotografia 3: Suspension de esporas de Aspergillus niger en medio mineral
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ras de Aspergillus niger en camara Neubauer

Fotografia 5: Conteo de espo

6: Biorreactores empleados para hidrolizar arroz fielen
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Fotografia 7: Biorreactores en bafiomaria para favorecer la hidrolisis del arroz fielen
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Fotografia 9: Destilacion simple del mosto fermentado
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Conteo de esporas de Aspergillus niger en cAmara Neubauer

Volumen de camara Neubauer . 1 0,00025 cm’ = 0,00025 mL
Namero de esporas de Aspergillus niger 49 en 5 cuadritos; dilucion 107
49 x 5 = 245 esporas en los 25 cuadritos de la camara Neubauer

245 esporas x—1~— _
0,00025mL D

245esporasx 1
0,00025mL 1072

9,8 x 10® esporas/mL
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Diluciones de la suspension de esporas de Aspergillus niger para obtener los

diferentes inoculos

Original: 9,8x 10 esporas/mL

Muestra: 200 mL (fielen + agua)

Para 10°
10° esporas/mL x 200 mL =2 x 10 esporas
Diluir el original a 10™"; 1 mL del original en 9 mL de agua destilada estéril

Se tomé 0,21 mL de la dilucion 107 =2 x 10 esporas/mL

Para 10°
10° esporas/mL x 200 mL =2 x 10® esporas

Se tomo6 0,21 mL del original
Para 10’

107 esporas/mL x 200 mL = 2 x 10° esporas

Se tom6 2 mL del original
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Valoracion del Fehling

En 10 mL de Fehling se gasto6 8,65 mL de glucosa al 0,5 % p/v

V.5 g glucos x 8,65 mL de solucidn de glucosa

100 mL solucién de glucosa

0,043 g glucosa
Entonces:

En 10 mL de Fehling existe 0,043 g glucosa



Porcentaje de almidon hidrolizado

Muestra
Porcentaje de almidon en arroz fielen

Peso aproximado de almidén

Peso de azicar reductor en muestra

% de almidon hidrolizado

: 400 g de arroz fielen

170,13 % (Escobar y cols., 1994)

: 400 g de arroz fielen (0.7013)

280,52 g de almidon

: 100 g de glucosa -

© 28052

100 x100

:35,7%
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Composicion del medio mineral Czapek

NaNO;
K,HPO,
MgSO4

FeSO4

:0,3 /100 mL
:0,1 g/100 mL
:0,05 g/100 mL

10,001 /100 mL
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Preparacion de Reactivo de Fehling

Preparacion de Fehling “A”
Sulfato ctprico (CuSOy)

Agua destilada

Preparacion de Fehling “B” .
Tartrato de sodio y potasio 34,65 g
Hidréxido de sodio

Agua destilada
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34,65 ¢

1L

50,00 g

1L



