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Resumen

El jugo de cana ha sido tradicionalmente la principal fuente de carbono en la industria de
fermentacion, especialmente en la produccion de levadura; sin embargo, su disponibilidad
fluctuante y el incremento en los costos han afectado la estabilidad de los procesos productivos,
evidenciando la necesidad de evaluar fuentes alternativas mas sostenibles. En este contexto, el
presente estudio tuvo como objetivo desarrollar y caracterizar un jarabe de arroz obtenido
mediante hidrdlisis enzimatica, evaluando su potencial como fuente de azucares fermentables.
Para ello, se realizo la caracterizacion fisicoquimica de la harina de arroz, determinando un
contenido de humedad de 6,30 %, proteina de 8,12 %, cenizas de 0,86 %, grasa de 2,07 % y pH
de 6,40. Posteriormente, se evalu6 el efecto del porcentaje de solidos (10-30 %) y la dosis
enzimatica (0,61-1,23 mL/kg) mediante un disefio factorial completo. Los resultados
evidenciaron que el tratamiento con 30 % de solidos y 1,23 mL/kg de enzima present6 la mayor
produccion de azicares fermentables, alcanzando valores de 310,9 g/L lo cual fue analizado
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con detector de indice de refraccion. El
modelo estadistico mostr6d un excelente ajuste, con un coeficiente de determinacién R? = 0,9925,
indicando que mas del 99 % de la variabilidad fue explicada por las variables estudiadas. En
conclusion, el jarabe de arroz obtenido constituye una alternativa viable como fuente de carbono,
con alto rendimiento de azlcares fermentables y potencial para su aplicacion en procesos

biotecnoldgicos, contribuyendo a la diversificacion de materias primas en la industria.

Palabras clave: glucosa, sacarificacion, licuefaccion, fermentacion, azicares

fermentables, melaza de cafa.



Abstract

The sugarcane juice has traditionally been the main carbon source in the fermentation
industry, particularly in yeast production; however, its fluctuating availability and increasing
costs have affected the stability of production processes, highlighting the need to evaluate more
sustainable alternative sources. In this context, the present study aimed to develop and
characterize a rice syrup obtained through enzymatic hydrolysis, assessing its potential as a
source of fermentable sugars. To achieve this, the physicochemical characterization of rice flour
was carried out, determining a moisture content of 6.30%, protein 8.12%, ash 0.86%, fat 2.07%,
and pH 6.40. Subsequently, the effect of substrate solids concentration (10-30%) and enzyme
dosage (0.61-1.23 mL/kg) was evaluated using a full factorial design. The results showed that
the treatment with 30% solids and 1.23 mL/kg enzyme yielded the highest production of
fermentable sugars, reaching values of 310.9 g/L, which were analyzed using high-performance
liquid chromatography (HPLC) with a refractive index detector. The statistical model
demonstrated an excellent fit, with a coefficient of determination R? = 0.9925, indicating that
more than 99% of the variability was explained by the studied variables. In conclusion, the
obtained rice syrup represents a viable alternative as a carbon source, with a high yield of
fermentable sugars and potential application in biotechnological processes, contributing to the

diversification of raw materials in the industry.

Keywords: glucose, Saccharification, Liquefaction, fermentation, fermentable sugar, cane

molasses.
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Introduccion

Las plantas productivas de las empresas biotecnoldgicas dedicadas a procesos fermentativos
ubicadas en el departamento del Valle del Cauca se han especializado en dar respuesta con
calidad, cumplimiento y costo-efectivo a sus clientes siempre con un sentido de responsabilidad
social y ambiental. La ubicacion geografica de las empresas brinda ventajas estratégicas y
logisticas, ya que se encuentra en las cercanias de ingenios azucareros (Bruszies, 2025). Estos

proveen jugos de caia de azlicar de diferentes tipos o denominaciones de mercado.

En el sector de produccion de levadura, alcohol carburante y otros productos derivados de
fermentaciones que reciben materias primas de ingenios azucareros, los jugos de cafia empleados
son: miel virgen, miel A, miel B y miel C (melaza — miel de purga) citados de mayor a menor
contenido de azucares fermentables y nivel de pureza. Sin embargo, factores politicos,
econdémicos, climaticos y sociales del mercado de la cafia de azticar han llevado a los ingenios
azucareros a destinar, preferencialmente, la produccion de azucar a la fabricacion de alcohol
carburante (Jamir et al., 2021). Esto ha dejado a varias empresas con desabastecimiento de jugos
de cafia de azucar y/o sobrecostos de materia prima por el aumento considerable en los precios
de venta de las mencionadas mieles. Lo anterior también impacta a nivel interno en la
variabilidad en los co-productos de los procesos fermentativos, lo cual incrementa los esfuerzos
de operacion, procesamiento y costos de operacion de la planta de tratamiento de aguas
residuales. Es asi como surge un gran interés por el desarrollo de métodos alternativos de
crecimiento de levadura a partir de nuevas fuentes de carbono y azucares fermentables, que
sirvan como plan de contingencia a los jugos de cafia de azucar y con minimo impacto en la linea
de produccion actual (tecnologia, calidad, costos e impacto ambiental). Materias primas

disponibles en Colombia como productos agroindustriales (café, soya, cacao, otros), tubérculos
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(papa, yuca, otros), platano, cereales (arroz, maiz, trigo, cebada, otros), hortalizas, legumbres,
verduras y sus residuos son atractivos por sus contenidos de almidon o carbohidratos. Sin
embargo, su disponibilidad, las negociaciones internas entre empresas y sociedades establecidas
en conjunto con la experiencia en tecnologias enzimaticas hacen del arroz una fuente atractiva
dado su alto contenido de almidon (que oscila entre el 70 a 80%) (Chen, 1998). La hidrdlisis
enzimatica del almidon del arroz permite obtener jarabes ricos en azucares fermentables sin
necesidad de pretratamientos complejos, facilitando su uso directo en fermentaciones (Lee et al.,
2015), ademas estudios han demostrado que cepas amiloliticas modificadas de S. cerevisiae
pueden fermentar eficientemente sustratos ricos en almidén como arroz y residuos agricolas para
producir etanol y otros metabolitos (Cripwell et al., 2023). Por otro lado, la utilizacion de
hidrolizados derivados del arroz ha sido explorada con éxito para la produccién microbiana,
evidenciando un buen crecimiento y rendimiento fermentativo comparable a medios comerciales

(Lertsriwong et al., 2025).

Las tecnologias asociadas a la obtencion de azlicares fermentables a partir del arroz se
basan en procesos quimicos y bioquimicos, pero existen otras técnicas de hidrolisis, como la
licuefaccion y la sacarificacion de almidén mediante enzimas. A su vez, la presentacion del arroz
en forma de harina por parte del proveedor contactado garantiza la disponibilidad inmediata del
material para una linea de proceso enzimatico, sin tener que realizar un pretratamiento previo
como la molienda y separacion de la céscara. En este trabajo de grado de maestria en
biotecnologia alimentaria pretende evaluar el efecto de las condiciones de hidrolisis enzimética
para la obtencion de jarabe de arroz como fuente de carbono alternativa en el crecimiento de

levadura.
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Planteamiento del problema

La empresa ubicada en el Valle del Cauca se especializa en la produccion de levadura. Estos

procesos productivos dependen fundamentalmente de una fuente de carbono, siendo los jugos de

cafia la materia prima tradicionalmente utilizada por su alto contenido de azucares fermentables,

esenciales para el proceso fermentativo. A continuacion, en la Tabla 1, se muestra el escenario

de la oferta de melaza miel B y miel virgen en 2023, donde se puede observar cuales son los

proveedores que tienen dentro de su portafolio esta materia prima y cual es su participacion en el

mercado.

Tabla 1

Escenario de oferta de melaza, miel B y miel virgen en 2023

C Disponibilidad

I

Melaza Miel B Miel Virgen Miel organica
Incauca 18.0% No produce En desarrollo  No vende No vende
Providencia 10.6% No produce No vende No vende Activa
Riopaila 18.7% No produce Activa No vende No produce
Castilla 8.5% Activa En desarrollo  No vende No produce
Mayaguez 10.6% No produce No vende No vende No produce
San Carlos 2.5% En desarrollo No vende En desarrollo  No produce
Manuelita 12.2% No produce No vende No vende No vende
La Cabafia 5.5% Activa No vende No vende No certificada
Risaralda 5.3% No produce No vende No vende No produce
Pichichi 4.7% No aprobada  Activa No aprobada  En desarrollo
Carmelita 2.6% Activa No vende No vende En desarrollo
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Otros 0.8%

Nota. Elaboracidn propia a partir de informacién recopilada de una empresa productora de

levadura en el Valle del Cauca, 2023.

Sin embargo, entre los afios 2022-2023, la adquisicidon de jugos de cafa se ha convertido
en un desafio critico para la empresa por el aumento de la demanda debido a la creciente
produccion de azicar refinada y alcohol, lo que ha incrementado drasticamente el uso de jugos
de cafia en el mercado y como consecuencia de esta se han presentado periodos de
desabastecimiento y alza de precios. En la Tabla 1 se puede evidenciar que son pocos los

proveedores activos en 2023 que pueden suministrar materia prima para los procesos.

Segun (Asocafia, 2024) en 2023 los precios internacionales del azicar crudo se ubicaron
en un nivel promedio de USD 24,08 centavos la libra, un crecimiento del 27,94% frente al 2022.
El precio minimo de 2023 se registro el seis de enero con USD 18,96 centavos la libra y el
maximo fue de USD 27,95 centavos la libra, el 6 de noviembre, un precio que no se presentaba
desde el 15 de septiembre de 2011, como se muestra en la Figura 1. El aztcar blanco, por su
parte, exhibi6 un precio promedio de 663,23 dolares la tonelada, un aumento del 23,13% con
respecto al 2022. En la Figura 1 también se pueden evidenciar las fluctuaciones del precio en el
mercado dependiendo de las condiciones socioecondémicas de los paises en el mundo que se
dedican a la produccion y comercializacion de este producto. La variacion de precios en el
mercado se puede evidenciar desde 2013 segun la Tabla 2. Donde mes a mes los valores tienen

una variacion, y en algunas ocasiones unas mas significativas que otras.
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Figura 1
Precio internacional diario del azucar crudo en la Bolsa de Nueva York. Contrato N.° 11,

enero de 2023—marzo de 2024 (centUSD/libra)

A
\ A/ \ oy
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Nota. Tomado de Informe anual del sector azucarero colombiano 2023—-2024, por Asociacion

de Cultivadores de Cafia de Aztcar de Colombia, 2024, https://www.asocana.org

Tabla 2

Precio internacional del azucar crudo 2014-2023 (centUSD/libra)

Aio Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic X

2014 15,42 16,28 17,58 17,01 17,5 17,22 17,18 15,89 14,6 16,48 15,88 14,99 16,34
2015 15,06 14,52 12,84 12,93 12,7 11,75 11,88 10,67 11,32 14,14 14,89 15 13,14
2016 14,29 13,31 15,43 15 16,68 19,34 19,69 20,01 21,35 22,92 20,87 18,83 18,14
2017 20,54 20,41 18,06 16,32 15,69 13,53 14,12 13,8 13,93 14,23 14,97 14,43 15,83
2018 13,98 13,57 12,83 11,82 11,83 12,06 11,16 10,46 10,78 13,18 12,79 12,55 12,25
2019 12,68 12,93 12,47 12,54 11,83 12,44 12,13 11,56 11,16 12,46 12,69 13,34 12,35
2020 14,17 15,07 11,81 10,05 10,64 11,83 11,9 12,81 12,44 14,29 14,93 14,67 12,88
2021 15,92 17 15,81 16,24 17,2 17,21 17,71 19,38 19,26 19,62 19,75 19,17 17,86
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2022 18,46 18,2 19,11 19,68 19,27 18,8 18,35 18,06 18,19 18,3 19,4 20,02 18,82

2023 19,95 21,4 20,96 24,63 25,75 24,68 24,04 24,19 26,6 26,9 27,31 22,22 24,05

Nota. Precio internacional del azucar crudo 2014-2023 (centUSD/libra). Tomado de
Informe anual del sector azucarero colombiano 2023-2024, por Asociacion de Cultivadores

de Cania de Azlcar de Colombia, 2024, https://www.asocana.org

El impacto del cambio climatico y las condiciones meteorologicas extremas, como
fuertes lluvias y olas de calor, han afectado los cultivos de cafa de azucar, reduciendo aun mas la
disponibilidad de los jugos de cafia. Seglin (Asocaia, 2024) a nivel interno, durante el 2023
Colombia se vio afectada por condiciones climaticas extremas que desafiaron la produccion de
cafia y azucar. Las lluvias intensas al inicio del afio y la saturacion del suelo debido al

prolongado fenémeno de la nifia limitaron la produccion.

Las Toneladas de Cana por Hectarea (TCH) cosechadas pasaron de 117,8 en 2022 a
102,0 en 2023, una disminucidn de 13,3% como se muestra en la Figura 2. Como consecuencia,
la molienda de cafia de azlicar de los ingenios azucareros colombianos resultd fuertemente
impactada, totalizando una producciéon de 20,9 millones de toneladas, 9,2% menos que en 2022
(23,0 millones de toneladas) ver Figura 3. Entretanto, las Toneladas de Azucar por Hectarea

(tah) se ubicaron en 10,8, es decir, 12,5% por debajo de la cifra de 2022. (Asocaia, 2024).

Figura 2
Productividad de caiia de azucar (TCH) y rendimiento de azicar por hectarea (TAH) en el

periodo 2014-2023
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Toneladas de cafa por hectirea

Toneladas de azicar por hectarea

201a 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 202F 2023

- Toneladas de cafha por hectirea [TCH) = Taneladas de azlcar por hectarea [TAH)

Nota. TCH = toneladas de cafia por hectarea; TAH = toneladas de aztcar por hectarea.
Tomado de Informe anual del sector azucarero colombiano 2023-2024, por Asociacion de
Cultivadores de Cana de Azucar de Colombia, 2024, https://www.asocana.org

Figura 3

Produccion de caria molida en Colombia y promedio de los ultimos diez anos (2014-2023)

23.516.761

2014 2015 I01E 2017 2018 Zpis 2020 2021 Z0Z3 2023

B cana motida i) — Promedio 10 afes - cafa modida (&)
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Nota. t = toneladas. Promedio de 10 afios de cafia molida = 23.516.761 t. Tomado de
Informe anual del sector azucarero colombiano 2023—-2024, por Asociacion de Cultivadores

de Cania de Azlcar de Colombia, 2024, https://www.asocana.org

Se puede evidenciar que Colombia tiene una baja incidencia en el mercado internacional,
aunque ocupo la posicion nimero 15 entre los principales productores, en el periodo de
referencia (promedio 2018-2022), su participacion de mercado fue apenas de 1,3%, un
porcentaje demasiado bajo frente a la demanda que se tiene de este producto, como se puede

observar en la Figura 4.

Figura 4

Produccion mundial de azucar por pais

Colambia [puesto 15): 2 71,3 Total mundial: 177, 100

Nota. UE = Unidén Europea; RU = Reino Unido; EE. UU. = Estados Unidos. Tomado de
Informe anual del sector azucarero colombiano 2023-2024, por Asociacion de Cultivadores

de Cafa de Azucar de Colombia, 2024, https://www.asocana.org
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Ante esta situacion, la empresa se ha visto obligada a implementar medidas de
contingencia que han generado nuevos problemas como la diversificacion de proveedores, lo que
ha resultado en la adquisicion de jarabes de cafia de calidad variable, la flexibilizacion de
parametros de aceptacion, donde para asegurar el suministro, se han tenido que aceptar lotes de
jugos de caina que no cumplen con los estandares 0ptimos de calidad, y dada a esta variabilidad
en la calidad de estos jarabes se ha afectado las caracteristicas del producto terminado
impactando la calidad del producto final, ademas un aumento de la carga orgénica en efluentes

de PTAR lo que implica sobrecostos en el tratamiento de aguas residuales.

Esta problematica multifacética no solo pone en riesgo la calidad y consistencia de los
productos de la compaiiia, sino que también amenaza la sostenibilidad econdomica y ambiental de
sus operaciones. Se hace evidente la necesidad urgente de encontrar una fuente alternativa de
carbono que sea estable, econdmicamente viable y ambientalmente sostenible para garantizar la

continuidad y eficiencia de los procesos productivos de la empresa.

El uso del jarabe de azlicares fermentables de arroz en los procesos fermentativos para el
crecimiento de levadura y su uso en panaderia y bio-ingredientes no ha sido explorado, ya que la
mayoria de los estudios publicados se enfocan a elaboracion de bioetanol a partir de hidrolizados
de cereales como maiz. La hidrolisis enzimatica del almidon con a-amilasa y glucoamilasa es un
proceso eficiente que permite obtener jarabes con un alto contenido de glucosa o también
llamada Dextrosa Equivalente (D.E. superior a 96). Esto implica un aumento considerable en los
rendimientos en dextrosa o conversion casi completa del almidon. Este proceso ha sido
demostrado en investigaciones realizadas por diferentes autores, como (Acosta-Pavas et al.,

2020), (Ruiz et al., 2011) y (Casas et al., 2013).
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La literatura disponible sobre el uso de derivados del arroz en la produccion de levadura
industrial es ain limitada y, en su mayoria, indirecta. Existen estudios que abordan el uso de
subproductos como el salvado de arroz o sus hidrolizados como medios de cultivo para
Saccharomyces cerevisiae, asi como investigaciones en el contexto cervecero que emplean arroz
como adjunto. Sin embargo, son escasos los trabajos que analicen especificamente el jarabe de
arroz como sustrato definido para la produccion de levadura panadera. Por ejemplo, se ha
reportado que en salvado de arroz desgrasado estabilizado, S. cerevisiae incremento su poblacion
de 1.5a 7.2 Log CFU/mL en 42 horas, lo que sugiere su potencial como medio de bajo costo.
Asimismo, en hidrolizados de salvado de arroz, el crecimiento microbiano fue comparable al de
medios comerciales bajo ciertas condiciones, observandose una correlacion entre la tasa de
crecimiento y la concentracion de glucosa (Lee et al., 2015; Webber et al., 2014). No obstante,

estos estudios no abordan directamente el uso del jarabe de arroz como sistema independiente.

Uno de los principales vacios en el conocimiento radica en la caracterizacion nutricional
del jarabe de arroz para la levadura. No se dispone de informacion consistente sobre la presencia
y concentracion de compuestos clave como aminoécidos libres, nitrogeno amino libre (FAN),
vitaminas esenciales (biotina y pantotenato), minerales traza y compuestos azufrados. Esta
limitacion es critica, ya que estudios previos han demostrado que la sustitucion de fuentes
tradicionales como la melaza por otros sustratos, como el jarabe de maiz, puede alterar
significativamente la fisiologia de la levadura. En particular, la disponibilidad limitada de
micronutrientes como cobre, hierro, zinc y azufre puede afectar la formacion de reservas

intracelulares y la integridad de las membranas celulares (Chen et al., 2025).

Otro aspecto aun no resuelto es si el jarabe de arroz puede actuar como fuente unica de

carbono o si necesariamente requiere suplementacion con nitrogeno y minerales para sostener un
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crecimiento Optimo de la levadura. Algunos estudios en fermentacion cervecera han mostrado
que mostos con arroz pueden aportar mayores niveles de nitrogeno soluble total (TSN), FAN y
péptidos asimilables en comparacion con jarabes de maltosa (Agu, 2006). Sin embargo, estos
resultados no son directamente extrapolables a sistemas de propagacion de levadura panadera,

donde las condiciones y requerimientos metabodlicos pueden diferir considerablemente.

Adicionalmente, existe una falta de informacion sobre el disefio de proceso especifico
para el uso de jarabe de arroz, incluyendo variables criticas como pH, aireacion, temperatura,
estrategias de alimentacion y densidad celular. Aunque estudios relacionados sugieren que estos
factores tienen un impacto significativo en el crecimiento y rendimiento de la levadura, la
evidencia disponible se basa en otros sustratos y no en jarabe de arroz como medio principal

(Chen et al., 2025; Lee et al., 2015).

Finalmente, el desempeio de la levadura obtenida a partir de jarabe de arroz en etapas
posteriores del proceso industrial es aun poco conocido. No se cuenta con datos suficientes sobre
parametros clave como la capacidad de levado, produccion de CO., tolerancia al secado o
viabilidad del producto final. Investigaciones sobre sustitucion de melaza por jarabe de maiz
destacan que la comprension de la fisiologia de la levadura durante procesos de deshidratacion
sigue siendo limitada, lo que sugiere que este es también un punto critico para el caso del jarabe

de arroz (Chen et al., 2025).

En conjunto, el principal vacio de conocimiento no radica en la capacidad de la levadura
para crecer en sustratos derivados del arroz, sino en la definicion precisa de la composicion
Optima del jarabe de arroz, los requerimientos minimos de suplementacion y su impacto en la

calidad tecnoldgica de la levadura producida. Una revision més exhaustiva de la literatura podria
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ampliar y profundizar en estos vacios, contribuyendo al desarrollo de procesos mas eficientes y

estandarizados para su aplicacion industrial.

Finalmente, /como influyen la concentracion de solidos del sustrato y la dosis de enzimas
para obtener una concentracion adecuada de azucares fermentables en el jarabe de arroz que

pueda reemplazar las fuentes de carbono convencionales?
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Justificacion

El presente proyecto se fundamenta en la necesidad de ampliar el conocimiento en el campo de
la biotecnologia industrial, particularmente en el desarrollo de rutas alternativas para la
obtencion de fuentes de carbono fermentables. En este contexto, se propone la hidrdlisis
enzimatica de harina de arroz como estrategia para la produccion de jarabe rico en azlcares
fermentables. Este enfoque contribuye a profundizar la comprension de los procesos de
conversion de almidon y su aprovechamiento en sistemas fermentativos, abordando una brecha
identificada en la literatura relacionada con el uso de hidrolizados de arroz como sustrato para el

crecimiento de levaduras en aplicaciones de panificacion y produccion de bioingredientes.

Desde el punto de vista metodologico, la investigacion se sustenta en un disefio
experimental robusto, basado en un disefo factorial completo y el uso de herramientas analiticas
como cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), lo que permite evaluar de manera
sistematica el efecto de variables criticas como la concentracion de solidos y la dosis de enzima.
Asimismo, la caracterizacion fisicoquimica de la harina de arroz (humedad, proteina, cenizas,
grasa y pH) proporciona una base técnica solida para determinar la idoneidad de la materia prima
en el proceso de hidrolisis. En conjunto, estos elementos permiten generar conocimiento
confiable sobre la relacion entre las condiciones del proceso y la obtencion de azucares

fermentables.

Desde una perspectiva aplicada, este estudio responde a la problematica asociada a la alta
dependencia de fuentes tradicionales de carbono, como los jugos de cafia, en la industria de
fermentacion. Esta dependencia puede generar vulnerabilidades en términos de disponibilidad,

costos y estabilidad del suministro. En este sentido, el desarrollo de jarabe de arroz como
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alternativa potencial representa una estrategia para diversificar las materias primas utilizadas en

procesos industriales.

La evaluacion del jarabe de arroz mediante analisis cromatografico permitira determinar
su composicion de azlcares fermentables y compararla con otras fuentes convencionales, lo que
constituye un paso clave para establecer su viabilidad tecnoldgica. Si bien los resultados de esta
investigacion se desarrollan a escala experimental, estos podrian servir como base para futuros
estudios de escalamiento y validacion industrial. En ese contexto, la posible implementacion de
esta alternativa podria contribuir a mejorar la resiliencia operativa de las industrias
fermentativas, aunque su impacto econémico y productivo debera ser evaluado en estudios

posteriores mas especificos.

Desde el punto de vista ambiental, la diversificacion de materias primas hacia fuentes
alternativas como el arroz podria contribuir a mejorar la sostenibilidad de los procesos
industriales, especialmente si se considera el uso de cultivos con cadenas de suministro mas
estables. No obstante, es importante sefialar que afirmaciones relacionadas con la reduccion de
emisiones de carbono o impactos ambientales especificos requieren ser sustentadas mediante
analisis detallados, como evaluaciones de ciclo de vida, que no forman parte del alcance del

presente estudio.

El uso de jarabe de arroz como fuente alternativa de carbono en procesos de fermentacion
puede enmarcarse dentro de las tendencias actuales hacia bioprocesos mas sostenibles basados en
biomasa renovable y principios de economia circular; sin embargo, su contribucion directa a los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS 9, 12 y 13) debe interpretarse con cautela. Diversos
estudios sugieren que la sustitucion de materias primas convencionales por fuentes renovables

podria favorecer la produccién responsable y, potencialmente, la reduccion de emisiones (Adebo
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et al., 2025; Kumar et al., 2022), asi como la valorizacion de subproductos y residuos en
esquemas de economia circular (Capozzi et al., 2021; Ioannidou et al., 2020; Ebrahimian et al.,
2023). No obstante, estos beneficios han sido documentados principalmente en sistemas
generales de bioprocesamiento y no especificamente para el jarabe de arroz, por lo que su
extrapolacion debe realizarse con precaucion. En este sentido, factores como el origen de la
materia prima, el consumo energético del proceso y la eficiencia global del sistema condicionan

su impacto real, siendo necesarios estudios especificos

En cuanto a las politicas publicas, si bien es cierto que la implementacion de
innovaciones tecnoldgicas en biotecnologia requiere marcos de apoyo adecuados, como
infraestructura, transferencia tecnoldgica y capacitacion, el presente estudio se limita a una fase
experimental. Por lo tanto, cualquier implicacion en términos de politica industrial o
sostenibilidad a gran escala debe interpretarse como una proyeccion potencial y no como un

resultado demostrado.

En conjunto, esta investigacion aporta evidencia cientifica sobre el uso potencial del
jarabe de arroz como fuente alternativa de carbono en procesos fermentativos, al tiempo que
establece una base técnica para futuras evaluaciones a escala industrial y ambiental. Si bien los
resultados permiten vislumbrar posibles beneficios en términos de diversificacion de materias
primas, su impacto en sostenibilidad, economia y politicas publicas debera ser confirmado

mediante estudios complementarios.
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Objetivos

Objetivo general

Analizar el efecto de la concentracion de sélidos del sustrato y la concentracion de
enzimas sobre las variables de respuesta del proceso de hidrolisis enzimatica de la harina de

arroz.

Objetivos especificos:

Evaluar las propiedades fisicoquimicas de la harina de arroz, incluyendo humedad,
proteina, cenizas, grasas, carbohidratos y pH mediante analisis gravimétrico para caracterizar la

materia prima.

Determinar el efecto de la concentracion de sélidos del sustrato y la concentracion de
enzimas sobre la cantidad de azicares fermentables obtenidos del proceso de hidrolisis

enzimatica de la harina de arroz.

Evaluar la composicion de azlicares fermentables del jarabe producido por medio de
analisis cromatografico, para determinar el potencial del jarabe de harina de arroz como sustrato

para procesos fermentativos.
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Marco conceptual y tedrico

La hidrdlisis enzimatica del almidon de arroz representa una estrategia prometedora para obtener
jarabes con alto contenido de azucares fermentables que pueden servir como fuente alternativa
para el crecimiento de levaduras, estudios recientes demuestran que el analisis de estos
parametros puede a futuro permitir obtener jarabes con perfiles glucidicos comparables a los de
fuentes convencionales como la sacarosa de cafia (J. Li et al., 2021). A continuacion, se
abordaran en 3 ejes fundamentales abarcando la caracterizacion fisicoquimica de la harina de
arroz, la funcion de las enzimas en la hidrolisis y la composicion de azucares fermentables

obtenidos en el producto final.

Caracterizacion fisicoquimica de la harina de arroz

Composicion de la harina de arroz

La harina est4 compuesta principalmente por materia seca que se encuentra entre 85-
90%, lo que asegura una alta concentracion de carbohidratos disponibles para el proceso (Ronie
& Hasmadi, 2022) y carbohidratos, que son principalmente almidén y constituye entre el 70-80%
del peso seco, siendo el componente clave para la produccion de azicares fermentables (Suklaew
et al., 2020). En menor proporcidn, pero no menos importantes se encuentran la proteina esta
entre un 7-10%, que puede influir en las propiedades funcionales durante la hidrolisis (Yu et al.,
2024), el contenido lipidico, generalmente inferior al 2%, lo que minimiza interferencias en el
proceso enzimatico y las que cenizas representan entre el 0.5-1%, indicando baja presencia de

minerales que podrian inhibir las enzimas (Ronie & Hasmadi, 2022).
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Factores que afectan las propiedades del sustrato

La humedad, el pH y la temperatura de procesamiento son factores criticos (Yu et al.,
2024), estas propiedades son criticas para evaluar la calidad del sustrato y optimizar las
condiciones operativas del proceso. Por ejemplo, seglin el estudio de (Yu et al., 2024) la
reduccién en el tamafio promedio de particula mediante molienda semi-seca incrementa hasta un
22% la digestibilidad del almidon, es decir, que facilita su descomposicion y absorcion en
azlcares mas simples, como glucosa, que luego pueden ser utilizados en procesos de
fermentacion. Asi mismo, el contenido proteico puede formar complejos con el almidon,
afectando su hidrolisis, mientras que los lipidos y cenizas en bajas cantidades minimizan
interferencias enzimadticas. Estos hallazgos subrayan la necesidad de una caracterizacion

detallada para predecir el comportamiento del sustrato en el proceso.

Relevancia para la hidrdlisis enzimdtica

La composicion fisicoquimica de la harina de arroz establece las condiciones iniciales del
proceso de hidrdlisis. Un alto contenido de almidon y una baja presencia de inhibidores (como
minerales en cenizas) facilitan la conversion enzimdtica en azlicares fermentables, alineandose
con el objetivo de determinar la idoneidad del sustrato para su uso industrial. La composicion de
la harina de arroz influye directamente en la eficiencia de la hidrolisis enzimatica y en la
cantidad de azicares fermentables obtenidos (Xiao et al., 2023), cambios en su estructura
molecular, como el aumento de la porosidad y la disminucion de la cristalinidad, facilitan el
acceso de las enzimas al almidon, mejorando la liberacioén de azlicares (Amin et al., 2024); La
caracterizacion también permite ajustar variables como tipo y concentracion de enzimas,
temperatura y tiempo de reaccion para maximizar la produccion de azicares fermentables

(Hoang & Duc, 2022).

31



Hidrdlisis enzimatica del almidon de arroz

Principios del proceso enzimdtico

La hidrdlisis enzimatica se lleva a cabo en dos etapas principales: licuefaccion, donde la
a-amilasa rompe los enlaces a-1,4-glucosidicos, y sacarificacion, donde la glucoamilasa
convierte las dextrinas en glucosa libre (Radzlin et al., 2024) como se puede observar en la
Figura 5. Este proceso es eficiente para obtener jarabes con alto contenido de azucares
fermentables, como se evidencia en estudios de (J. Li et al., 2021), quienes lograron un 92% de

conversion a glucosa con 30% de so6lidos y 60 U/g de a-amilasa.

Figura 5

Proceso de conversion del almidon en glucosa mediante licuefaccion y sacarificacion.

Enzimas
Alfa-amilasa
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Enzimas
Glucoamilasa

Nota. Imagen generada con inteligencia artificial mediante Lovart Al a partir de una imagen

del autor, 2026.
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Enzimas claves y condiciones operativas

Como se mencionaba, las enzimas clave utilizadas en este proceso son la a-Amilasa que
es la enzima que cataliza la ruptura inicial del almidén crudo y genera dextrinas solubles. En
estudios recientes, se ha identificado una a-amilasa termoestable derivada de Jeotgalibacillus
malaysiensis con actividad especifica de 68.4 U/mg a 50°C y pH 6.5, ideal para licuefaccion
industrial (Radzlin et al., 2024), por otro lado la glucoamilasa que opera a 60°C y pH 4.0-4.5
también juega un papel importante ya que esta convierte las dextrinas generadas por la a-amilasa
en glucosa libre, mejorando significativamente el rendimiento global del proceso maximizando
la produccion de glucosa (Z. Li et al., 2023). Su combinacidn con a-amilasa mejora el
rendimiento global, como mencionaba en su estudio (Witasari et al., 2024), donde la hidrélisis de

alcanzo6 una mayor area superficial.

Variables criticas

Concentracion de sélidos. La concentracion de so6lidos afecta la viscosidad y la
eficiencia enzimatica. (Hoang & Duc, 2022) optimizaron la hidrélisis de arroz germinado con un

0.8% (v/w) de enzima, logrando 24.5 mg/mL de azicares reductores.

Las altas concentraciones de solidos pueden reducir la eficiencia de la hidrdlisis debido a
factores como una mezcla insuficiente, limitaciones en la transferencia de masa y el aumento de

las concentraciones de inhibidores (Modenbach & Nokes, 2014).

En el estudio realizado por (Molaverdi et al., 2019), se observo que un proceso con 15%
y 30% de solidos, se la produccion de azucares totales fue mayor a 15%, pero a 30% solo se

mantuvo alta si se aumento también la dosis de enzima.
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Dentro del proceso de hidrolisis se ha encontrado que operar con altos niveles de solidos
totales reduce el consumo de agua y minimiza la generacion de efluentes, lo que se traduce en

menores costos de produccion (Fockink et al., 2016).

Si bien las altas concentraciones de sélidos pueden mejorar la eficiencia y el rendimiento
de la hidrolisis, también plantean desafios en términos de viscosidad y actividad enzimatica. Por
lo tanto, se debe lograr un equilibrio preciso para optimizar eficazmente el proceso de hidrélisis

enzimatica.

Dosis de enzimas. La dosis de enzima influye en la velocidad y el grado de conversion,;
(J. Lietal., 2021) usaron 60 U/g para alta carga de sustrato, mientras que (Weiss et al., 2025)

reportaron un 92% de conversion con enzimas de hidrélisis granular.

Dosis mas altas de enzima pueden aumentar la velocidad de reaccion, pero este efecto es
mas pronunciado a concentraciones mas bajas de solidos, donde la disponibilidad de sustrato no

es un factor limitante (Kim et al., 2014).

En la hidroélisis enzimatica del almidon de arroz, se han identificado concentraciones
Optimas de enzima mediante la metodologia de superficie de respuesta, con condiciones
especificas que producen la maxima produccion de glucosa. Por ejemplo, se determind que una
concentracion de enzima del 1,34 % era dptima con una concentracion de almidon del 8,17 %

(K.Tamilarasan et al., n.d.).

La dosis de enzima no solo afecta el rendimiento, sino también la calidad del producto
final. Por ejemplo, la variacién de las concentraciones de a-amilasa y glucoamilasa influy6 en las

caracteristicas reologicas y espectroscopicas de la harina de arroz (Amin et al., 2024).
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Las concentraciones excesivas de enzimas pueden inhibir el producto final, lo que limita
el grado de hidrolisis. Este fendmeno se observé en estudios donde altas concentraciones de
almidon dificultaron la hidrélisis completa; ademas, la presencia de granulos de almidon
resistentes puede plantear desafios, lo que requiere un enfoque equilibrado para la dosificacion

de enzimas (Lei et al., 2012).

Composicion y analisis de azicares fermentables

Perfil glucidico del jarabe de arroz

El jarabe producido mediante hidrélisis contiene un perfil glucidico compuesto
principalmente por glucosa (75-85%), maltosa (10-15%) y trazas menores de maltotriosa y otros
oligosacaridos (Fatourehchi et al., 2022) ademds segun estudios como el de (Turini et al., 2021)

reportaron un 70% de conversion de almidon en subproductos de arroz.

El perfil glucidico varia seglin el tipo de arroz (malteado o no malteado), las condiciones
de germinacion y las enzimas empleadas. El arroz malteado tiende a producir jarabes con mayor

contenido de maltosa (Ofoedu et al., 2019).

En el estudio realizado por (Schirner et al., 1991) inform6 que la hidrélisis podria
producir concentraciones de glucosa del 96-98 % al utilizar una combinacién de alfa-amilasa y
glucoamilasa en condiciones controladas. Las condiciones 6ptimas de hidrolisis, como una
temperatura de 60 °C y concentraciones especificas de enzimas, pueden mejorar

significativamente la produccion de glucosa (Amin et al., 2024).

Diversos estudios han optimizado las condiciones enzimaticas y tecnologicas para

maximizar el rendimiento y la pureza del jarabe, empleando métodos como la hidrdlisis

35



enzimatica, el uso de membranas ceramicas para clarificacion y tecnologias avanzadas de

separacion (Hang et al., 2024).

La hidrdlisis enzimatica puede producir altas concentraciones de glucosa, el porcentaje
especifico puede variar considerablemente segin el método y las condiciones utilizadas. Esta
variabilidad resalta la importancia de optimizar los pardmetros de hidrolisis para alcanzar los

niveles de glucosa deseados.

Técnicas Analiticas

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

Los azucares fermentables son aquellos carbohidratos que poseen un grupo carbonilo
libre capaz de reducir iones metalicos en solucion alcalina, siendo cuantificables mediante
técnicas como el método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (Ayala-Armijos et al., 2020), ademas,
son el producto principal de la hidrolisis del almidon y constituyen la base para procesos

fermentativos subsecuentes.

Este perfil glucidico también puede ser analizado mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), una técnica més avanzada y precisa para determinar su calidad y viabilidad
como fuente alternativa de carbono. El andlisis de la composicion de azicares se realizara
mediante HPLC con detector de indice de refraccion (RID), una técnica validada por (Tiwari et
al., 2023) para cuantificar glucosa, fructosa y otros azucares con un RSD <2%. Ademas, estudios
han demostrado que estos jarabes son eficaces en procesos fermentativos con Saccharomyces
cerevisiae, logrando rendimientos cercanos a los obtenidos con fuentes convencionales como

sacarosa o jarabes comerciales (Almeida et al., 2019).
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Un jarabe con alto contenido de azucares fermentables, obtenido gracias a una hidroélisis
eficiente, favorece el crecimiento y la productividad de las levaduras en procesos fermentativos

(Hoang & Duc, 2022).

Brechas del conocimiento

Avances actuales

La literatura recopilada recientemente con estudios que van desde el afio 2018 hasta el
ano 2025, muestran un enfoque predominante en la hidrélisis de cereales para bioetanol (Paika et
al., 2025), (Hans et al., 2023) y (Myburgh et al., 2019) con menos atencion al uso de jarabes de

arroz para el crecimiento de levadura en aplicaciones alimentarias.

El andlisis bibliografico revela un marcado énfasis en aplicaciones orientadas a la
produccion de bioetanol. (Hans et al., 2023) Documentaron procesos a escala industrial capaces
de producir 280 L de etanol por tonelada de materia prima, evidenciando la madurez tecnologica
en este sector. Sin embargo, las aplicaciones en la industria alimentaria, particularmente en el
desarrollo de medios de cultivo para levaduras, han recibido una atencién comparativamente
menor, pero se ha observado que la concentracion de azucares en el hidrolizado influye en el
rendimiento de la fermentacidn, ya que concentraciones excesivamente altas pueden inhibir el

crecimiento de la levadura (Chen et al., 2021).

Diversos estudios han demostrado la viabilidad de utilizar residuos de arroz (paja,
cascarilla, arroz cocido) como materia prima para la obtencioén de azucares fermentables
mediante hidrélisis enzimatica y ademas el uso de pretratamientos alcalino, por ejemplo, con
NaOH ha mostrado ser especialmente efectivo para eliminar lignina y hemicelulosa, facilitando

la accion enzimatica y aumentando el rendimiento de glucosa (Mperiju et al., 2018). También
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existen otros métodos, como el pretratamiento con acido diluido, que han mostrado mejorar la
disponibilidad de aztcares, aunque requieren optimizacion para minimizar la formacion de

inhibidores.

La produccion de bioetanol a partir de biomasa celuldsica, como céscaras y paja de arroz,
es un area de investigacion activa. El estudio de (Purwoko et al., 2017) mostr6 que la hidrélisis
enzimatica de cascaras de arroz con multienzimas produjo concentraciones de aztcares de 6.54-
6.81 mg/mL, superando otros tratamientos. Otro estudio realizado por (Prajapati & Kango, 2023)
reportd un rendimiento de bioetanol de 16.15 g/L utilizando Candida shehatae para fermentar
azucares derivados de paja de arroz, destacando su capacidad para metabolizar xilosa, ademas
también se encontrd que el uso de cocteles enzimaticos producidos por microorganismos como

Aspergillus tubingensis ha mostrado mejoras significativas en la sacarificacion de paja de arroz.

La hidrdlisis enzimatica convencional ha demostrado ser la mas eficiente para la
obtencion de azlicares fermentables a partir de cascarilla y paja de arroz, superando tecnologias

alternativas como el uso de CO: supercritico o ultrasonido (Moscon et al., 2014).

La escasez de estudios centrados en la optimizacion especifica de parametros de
hidrolisis para obtener perfiles de carbohidratos adaptados al crecimiento de levaduras para
aplicaciones alimentarias representa una oportunidad significativa para la innovacion. Los
trabajos de (Suklaew et al., 2020) sobre propiedades funcionales de harinas de arroz y (J. Li et
al., 2021) sobre sacarificacion de arroz glutinoso proporcionan bases conceptuales valiosas, pero
no abordan especificamente la optimizacion de procesos para la industria de levaduras

alimentarias.
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Contribucion de la investigacion

Existe una brecha en la optimizacion de la hidrdlisis enzimatica de harina de arroz para
fines distintos al bioetanol, particularmente en la industria de levaduras y bioingredientes. Esta
investigacion llenard este vacio al caracterizar el sustrato, optimizar el proceso con un disefio
factorial y validar el jarabe como alternativa viable, contribuyendo al conocimiento en
biotecnologia alimentaria y a la sostenibilidad industrial. La harina de arroz tiene caracteristicas
fisicoquimicas que la hacen apta para convertirse en azicares fermentables a través de la
hidrolisis enzimatica. Al ajustar factores como la cantidad de solidos y la dosis de enzimas, es
posible producir jarabes con perfiles de carbohidratos que son ideales para usos industriales

sostenibles reemplazando las fuentes de carbono convencionales.
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Metodologia

Para la produccion de jarabe de arroz se empled la harina de arroz blanco HARITEC la cual es
suministrada por DIANA CORPORACION S.A.S. Los analisis se realizaron basados en métodos
AOAC, utilizando materiales como crisoles de porcelana, papel filtro, viales de 2 mL, frascos
Schott, balones aforados; reactivos como acido sulfurico 96% (Merck), acido borico (Merck),
cloroformo grado absoluto (Merck), metanol grado absoluto (Merck), agua destilada y tabletas
Kjeldahl (Merck); y equipos como, estufa de aire (Memmert), mufla (Ivymen), sistema Kjeldahl
(destilador, digestor y Scrubber Buchi), pHmetro (Metter toledo), autoclave (Matachana), equipo

Soxhlet (Buchi) y HPLC con detector IR (Waters).

Caracterizacion fisicoquimica de la harina de arroz como materia prima para la obtencion

de jarabe de azucares fermentables
Andlisis de humedad

Basado en la AOAC, 18th ed. 925.10 se describe la metodologia empleada para realizar

la cuantificacion utilizando una estufa de aire Memmert.

Se tomo un recipiente de aluminio y se peso6 en balanza analitica; se registro el dato y se
taro el valor del vaso para proceder a pesar 2 g = 0,2 g de muestra. Se introdujo el recipiente con
la muestra en una estufa de aire a 131,5 °C + 1,5 °C durante 45 min + 2 min. Transcurrido este
tiempo, se retird el recipiente y se dejo enfriar en el desecador por 10 min + 2 min.
Posteriormente, se extrajo el recipiente del desecador y se pesd nuevamente a temperatura
ambiente. El calculo se realiz6 segun la ecuacion (1) y para expresar el dato en %Sdlidos se

calcul6 segun la ecuacion (2):
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A+B-C
%Humedad = TxlOO

(1

%Solidos = x100 2)

Donde:

A: es el peso en gramos del recipiente.

B el peso en gramos de la muestra himeda

C: el peso en gramos del recipiente con la muestra seca.

Analisis de proteina

Basado en la AOAC, 18th ed. 2001.11 se describe la metodologia empleada para realizar
la cuantificacion utilizando un sistema de digestion Kjeldahl que se compone de un destilador

Buchi, un digestor Buchi y un Scrubber Buchi.

Se prepar6 una capsula de papel y se pesaron 0,6 g = 0,06 g de muestra. La capsula se
llevo a un tubo de digestion y se agregd una tableta Kjeldahl. Posteriormente, se adicionaron 22
mL + 2 mL de 4cido sulfurico concentrado y los tubos se colocaron en el digestor. Se encendi6 el
equipo y el Scrubber, permitiendo la digestion hasta obtener una coloracion verde esmeralda.
Luego, se apago6 el digestor y se dejo enfriar durante 45 minutos; posteriormente, se apag6 el

Scrubber y se retiraron los tubos.

Por otra parte, se prepard en un matraz Erlenmeyer una solucion que contenia 75 mL + 5
mL de 4cido borico al 2% y se anadieron de 3 a 4 gotas de indicador mixto purpura de metilo. El

Erlenmeyer se llevo al destilador; posteriormente, se coloco el tubo de digestion, se adicionaron
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20 mL + 5 mL de agua destilada y NaOH al 30% hasta obtener una coloracion azul, y se destild

durante 3 minutos.

Finalmente, con ayuda de una bureta digital, se tituld con 4cido sulftrico 0,2 N hasta
observar el viraje de verde a morado y registre el dato del nitrégeno calculado segln la ecuacion

(3) y, a partir del dato de nitrogeno, se calculd el %Proteina segun la ecuacion (4):

V(mL) * N (%) «1.4 (mieq)

P (9)

)

%N:

%Proteina: %N * 6.25 4)

Donde:

V: es el volumen en mL de 4cido sulfurico gastado en la titulacion

N: es la normalidad del acido sulftrico en meq/mL

P: es el peso de la muestra en g.

Analisis de cenizas

Basado en la AOAC, 18th ed. 923.03 se describe la metodologia empleada para realizar

la cuantificacion utilizando una mufla [vymen

Se tomd un crisol de porcelana y se pes6 en balanza analitica; se registro el dato y se taro
el valor del crisol para proceder a pesar 6 g + 0,06 g de muestra. Posteriormente, la muestra se
pre-calcind en una estufa dentro de una cabina de extraccion hasta que no se observara
desprendimiento de vapores. Se apag6 el horno, se dejé en reposo durante 30 minutos, se retird

el crisol y se llevo a una mufla.
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La temperatura de la mufla se elevé a 600 °C + 50 °C y se mantuvo durante 4 h + 15 min,
hasta que las cenizas presentaron tonos homogéneos entre blanco y gris. Luego, se dejo enfriar la
mufla y el crisol se traslado a un desecador por 35 min + 5 min. Finalmente, se extrajo el crisol
del desecador y se pesé nuevamente a temperatura ambiente. El %Ceniza se calcul6 segun la

ecuacion (5) :

B 100 5)

%Cenizas =

Donde:

A: es el peso en gramos de la muestra + capsula después de calcinar

B: es el peso en gramos de la capsula

C: es el peso en gramos de la muestra.

Analisis de grasa

Basado en la AOAC 920.39 15th ed. se describe la metodologia empleada para realizar la

cuantificacion utilizando un extractor de grasas Buchi y una estufa de aire binder.

Se pes6 1 g+ 0,07 g de muestra en papel filtro y se ubicod dentro del dedal del equipo
Soxhlet. Se peso el vaso de solvente y se registro este valor; posteriormente, se tomaron 120 mL

+ 5 mL de la solucion extractora cloroformo-metanol (2:1) y se depositaron en el vaso.

Los elementos se colocaron dentro del equipo, se cerr6 el sistema Soxhlet y se inicid la
extraccion automatica, la cual consistiéo en 30 minutos de precalentamiento, 3 horas de
extraccion y 30 minutos de secado. Finalizado este proceso, el Beaker se coloco en una estufa de

aire a 100 °C £ 1,5 °C durante 45 min + 2 min, con el fin de eliminar el solvente residual.
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Posteriormente, se retiro el recipiente y se traslado a un desecador por 20 min = 5 min.
Finalmente, se extrajo del desecador y se pes6 nuevamente a temperatura ambiente; el contenido

de %Grasa se cuantifico seglin la ecuacion (6):

B 100 (6)

%Grasa =

Donde:

A: es el peso del Beaker después de la extraccion.

B es el peso del Beaker vacio.

C: es el peso de la muestra.

Analisis de carbohidratos

Basado en la AOAC 996.04 18th ed. se describe la metodologia empleada para realizar la

cuantificacion utilizando una autoclave Matachana y un HPLC Waters con detector IR.

Se pes6 1 g+ 0,07 g de muestra en un tubo de ensayo de vidrio; posteriormente, se
adicionaron 1 mL de agua destilada y 1,5 mL de 4cido sulftrico al 75%. La mezcla se agito
adecuadamente y se traspasé a un frasco Schott de 100 mL; el tubo se enjuagd con 30 mL de

agua destilada para asegurar la transferencia completa.

Las muestras se colocaron en la autoclave durante 1 hora a 121 °C. Finalizado este
proceso, se retiraron y se filtraron a través de papel filtro cualitativo en balones de 50 mL,

aforando posteriormente con agua destilada.

Se realiz6 una segunda filtracion de la solucidn utilizando una jeringa y filtros Millipore

de 0,22 pum; el filtrado se depositd en viales de 2 mL. Finalmente, el equipo HPLC se
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acondiciond de acuerdo con los métodos establecidos, se ubicaron los viales en el
automuestreador y las muestras fueron inyectadas y cuantificadas mediante el software Empower

3.

Analisis de pH

Basado en la AOAC 945.1 17th ed. se describe la metodologia empleada para realizar la

cuantificacion utilizando un pHmetro Mettler Toledo.

Para las muestras liquidas el pH se tomd de forma directa, tomando el electrodo y
sumergiéndolo en la muestra, para las muestras secas se prepar6 una solucion al 5% peso a
volumen en un Beaker y posteriormente se introdujo el electrodo, se toma la lectura y se registra

el valor.

Determinacion del efecto de la concentracion de sélidos del sustrato y concentracion de

enzimas mediante un disefio factorial completo

Para llevar a cabo los procesos enzimaticos se utilizaron las enzimas comerciales
suministradas por el proveedor Merquiand: a-amilasa SPEZYME® FRED y gluco-amilasa
OPTIMAX® 4060 VHP (condiciones de operacion pH, temperatura y tiempo de reaccion

sugeridos en ficha técnica).

En la etapa de licuefaccion, se ajustaron las condiciones de operacion segun lo
recomendado por la ficha técnica, se realiz6 un ajuste de pH en un rango de 5,5 a 5,9, seguido de
un control de temperatura en el biorreactor entre 90 y 95 °C durante un tiempo de reaccion de 2
horas. Estas condiciones favorecieron la accion de la a-amilasa en la ruptura de las cadenas de

almidon, permitiendo la reduccion de la viscosidad del sistema y la formacion de dextrinas.
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Posteriormente, en la etapa de sacarificacion, se ajustd el pH aun rangode 4,0 24,2 4,y
se establecid una temperatura de operacion entre 60 y 62 °C durante 38 horas. La seleccion de
este tiempo de reaccion se fundament6 en la ficha técnica de la enzima glucoamilasa, la cual
indica que es posible alcanzar rendimientos de conversion a glucosa superiores al 96 % en un
intervalo de 26 a 48 horas; en este sentido, se eligi6é un tiempo intermedio que permitiera
asegurar una hidrolisis avanzada sin prolongar innecesariamente el proceso. Bajo estas
condiciones, la glucoamilasa cataliz6 la hidrélisis de las dextrinas generadas en la etapa previa,

promoviendo la liberacion de azucares fermentables, principalmente glucosa.

Se realiz6 un proceso enzimatico de licuefaccion y sacarificacion para obtener jarabe de
azucares fermentables a partir de harina de arroz, con el objetivo de determinar el efecto de la
concentracion de solidos del sustrato y concentracion de enzima glucoamilasa en la

concentracion de azicares fermentables obtenidos en el proceso de sacarificacion.

A continuacion, se describen las siguientes variables independientes:

e Cantidad de solidos en la soluciéon de harina de arroz

e Dosis de enzima glucoamilasa

y como variable dependiente:

e (Concentracion de azlcares fermentables en el proceso de sacarificacion

El disefio experimental correspondid a un disefio factorial completo 3 niveles de solidos y
3 niveles de dosis de enzima, es decir 3% (3x3), que permitio evaluar todas las combinaciones
posibles entre los niveles de los factores, para un total de 9 tratamientos. Cada tratamiento fue

realizado por triplicado, alcanzando un total de 27 unidades experimentales. Con el fin de
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minimizar sesgos experimentales, las corridas fueron ejecutadas bajo un esquema de

aleatorizacion completa, asignando de manera aleatoria el orden de ejecucion de los tratamientos.

e Niveles de sélidos en solucidon: 10%, 20%, 30%.

e Niveles de dosis de enzima: 0.61 mL/kg, 0.92 mL/kg, 1.23 mL/kg.

En la Tabla 3 se presenta un resumen con las combinaciones experimentales:

Tabla 3

Diserio experimental propuesto

Experimento % Solidos Solucion Dosis de Enzima (mL/kg)
1 10% 0.61
2 10% 0.92
3 10% 1.23
4 20% 0.61
5 20% 0.92
6 20% 1.23
7 30% 0.61
8 30% 0.92
9 30% 1.23

Nota. Elaboracion propia, 2025.

Evaluacion de la composicion de azicares fermentables del jarabe

La cuantificacion de azucares fermentables se realizd mediante cromatografia liquida de

alta eficiencia (HPLC), asegurando la trazabilidad metrologica a través del uso de estandares
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certificados de glucosa, curvas de calibracion lineales y control de calidad instrumental. Se

verificaron parametros como la estabilidad del tiempo de retencion y la calibracion y calificacion

del equipo, garantizando la confiabilidad y comparabilidad de los resultados analiticos obtenidos.

Basado en la AOAC 996.04 18th ed. se describe la metodologia empleada para realizar la

cuantificacion utilizando un cromatdgrafo liquido Waters Acquity Arc con detector IR,
Columna: Biorad; Membranas para Filtracion: HVLP 0.45 pm (13 mm, 25 mm, 47 mm)). Los

materiales y reactivos involucrados en la metodologia de analisis se enlistan en la Tabla 4:

Tabla 4

Materiales y Reactivos Determinacion de Azucares Fermentables

Material/Reactivo Caracteristicas/Descripcion

Agua tipo I (Desionizada) Resistividad: 18 +/- 0.2 MQ.cm

Puntas para micropipeta Disponibles para micropipetas

Jeringas Desechables Volumen: 2 mL a 5 mL

Estandar de glucosa Pureza > 99.9% Reactivo especifico para cromatografia
Viales Material de vidrio con capacidad de 2 mL

Balones aforados Material de vidrio con aforo de 100 mL, 50 mL y 10 mL
Solucion Fase Movil Biorad Utilizada en la columna Biorad

Nota. Elaboracion propia, 2025.

Para aplicar la metodologia de cuantificacion de azicares fermentables fue necesario

preparar una curva con estandares para el sistema de cromatografia:

e Estandar 1: Se pesaron 0,259 + 0,01 g de glucosa en un matraz de 100 mL;

posteriormente, se disolvieron con agua tipo Iy se afor6 a 100 mL.
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e Estandar 2: Se tomaron 8 mL del estandar 1 con pipeta volumétrica y se
transfirieron a un matraz de 10 mL; posteriormente, se afor6é con agua tipo I.

e [Estandar 3: Se tomaron 4 mL del estandar 1 con pipeta volumétrica y se
transfirieron a un matraz de 10 mL; luego, se afor6 con agua tipo L.

e Estandar 4: Se tomaron 1 mL del estandar 1 con pipeta volumétrica y se

transfirieron a un matraz de 10 mL; posteriormente, se afor6é con agua tipo I.

Cuando ya se tenian todos los estandares preparados, se transfirié cada estandar a viales

de vidrio.

Luego se prepard la muestra de jarabe de azlicares a analizar midiendo 1 mL +/- 0.05 g en
un matraz aforado de 10 mL con agua tipo I y homogenizando. Posteriormente, se filtré la
muestra a través de un filtro de HVLP 0.45 pm usando una jeringa desechable 5 mL. Luego se

transfirio la muestra a un vial de vidrio.

Posteriormente, se ubico cada vial en el automuestreador y el software programado inicid

la secuencia de inyeccion.

Todos los datos fueron procesados por el software Empower 3 que maneja los pardmetros
de integracion y cuantificacion. De acuerdo con una curva de calibracion, realizada con los

estandares previamente preparados, por regresion lineal se obtienen los valores de las muestras.

Esta técnica fue validada en el afio 2023 por los analista del laboratorio donde se
realizaron los ensayos. En relacion con la calibracion del método, se reporta una ecuacion de
regresion lineal que describe la relacion entre la concentracion tedrica y la concentracion real de
glucosa: Concentracion real (mg/mL) = 0,122934 + 0,836072 % concentracion tedrica (mg/mL).

Asimismo, el método presenta una adecuada linealidad, evidenciada por un coeficiente de
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correlacion (r) de 0,991666 y un coeficiente de determinacion ajustado (1?) de 98,2611 %, lo cual
indica una fuerte relacion lineal dentro del rango evaluado. El rango de trabajo validado
corresponde al 80 %—120 % del valor nominal, equivalente a concentraciones entre 1,20y 1,80
mg/mL, evaluado en cinco niveles de concentracion preparados por quintuplicado (Gomez

Bedoya et al., 2019).

Por otra parte, dado que el protocolo original no reporta los valores de limite de deteccion
(LD) y limite de cuantificacion (LC), se procedio a su estimacion siguiendo las directrices de la
guia ICH Q2(R1). Para ello, se emplearon los datos de respuesta de los blancos (promedio = 315;
desviacion estandar o = 80,11) y la pendiente de la curva de calibracion (factor de respuesta
promedio = 238395). Como resultado, se obtuvieron valores de LD = 0,074 % y LC = 0,224 %
respecto al valor nominal. Estos valores se encuentran significativamente por debajo del limite
inferior del rango de trabajo (1,20 mg/mL), lo que demuestra una adecuada sensibilidad del

método analitico para la deteccion y cuantificacion de glucosa.

Finalmente, la incorporacion de estos parametros permite anexar al presente estudio una
validacion minima complementaria del método cromatografico, incluyendo la verificacion de la
curva de calibracion, la secuencia de inyeccion y el control del orden de analisis. En conjunto,
estas acciones fortalecen la robustez analitica del método y garantizan la confiabilidad de los

resultados obtenidos en la cuantificacion de azticares fermentables.
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Resultados y discusion

Caracterizacion fisicoquimica de la harina de arroz como materia prima para la obtencion

de jarabe de azucares fermentables

Los resultados fisicoquimicos de la harina de arroz muestran un contenido de humedad
del 6.30%, grasa 2.07%, cenizas 0.86%, proteina 8.12%, carbohidratos (glucosa) 78.98% y un
pH de 6.40 como se muestran en la Tabla 5, valores que se encuentran dentro del rango
reportado en estudios previos sobre harinas de arroz. El contenido de humedad obtenido
corresponde a un 93.7% de solidos, lo que representa un valor relativamente bajo y sugiere una
adecuada condicién de secado y estabilidad de la materia prima. En la literatura cientifica, se
reporta que las harinas de arroz blanco presentan contenidos de humedad que oscilan
generalmente entre el 5 % y el 14 %, dependiendo de las condiciones de procesamiento y
almacenamiento. Diversos estudios han documentado valores dentro de este rango para muestras
secas, lo cual respalda la variabilidad observada en este tipo de materia prima. Por ejemplo, se
han reportado contenidos de humedad de 10,85 % (Thakur et al., 2020), entre 8,39 % y 8,68 %
(Mustapha et al., 2024), y valores mas bajos en el rango de 5,46 % a 7,08 % (Jamal et al., 2016),
evidenciando la influencia de factores tecnologicos y ambientales sobre esta propiedad
fisicoquimica. Adicionalmente un estudio coreano sobre variedades procesadas reporta 12.92—
13.07% (Jung & Choi, 2014). Esta variacion es critica: humedades superiores al 12—13%
comprometen la estabilidad durante el almacenamiento y pueden afectar la eficiencia de la
hidrolisis enzimatica por dilucion del sustrato. En efecto, valores de humedad elevados pueden
acortar la vida util de la harina y favorecer degradaciones (ej. enranciamiento de lipidos si
existiesen enzimas lipasas activas). Por el contrario, una harina seca como la evaluada garantiza

mejor conservacion y ademas concentra mas solidos fermentables por unidad de peso. Desde el
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punto de vista de proceso, menor agua significa que, al preparar los mostos o suspensiones para
licuefaccion, se podra agregar mas agua de proceso de forma controlada para ajustar la
concentracion de solidos deseada. Por otro lado, Ngo et al. reportaron proteinas entre 6.94% y
10.21% y grasas entre 1.68% y 3.16% en harinas de arroz tailandés, similares a los valores aqui
obtenidos, lo que indica una composicion nutricional comparable (Van Ngo et al., 2024). En
contraste, Thakur et al. encontraron menores contenidos de proteina (6.25%) y grasa (0.58%) en
harina de arroz, posiblemente debido a diferencias varietales o métodos de procesamiento, la
proteina bruta determinada implica que la harina aporta nitrégeno organico que, en el contexto
de usar esta harina para producir levadura u otros fermentos, puede ser beneficioso como
nutriente. En procesos de fermentacion con S. cerevisiae, suele agregarse una fuente de nitrégeno
(ej. sales amonicas o aminoécidos); el uso de una materia prima con 8% de proteina significa que
parte de ese requerimiento podria ser cubierto intrinsecamente, contribuyendo a la nutricion del
microorganismo. Por otra parte, en la etapa puramente de sacarificacion a jarabe, la presencia de
proteina no interfiere directamente con la conversion de almidén, aunque quedara como so6lido
residual (bagazo protéico) tras la hidrolisis, y la grasa cruda de 2.08% sugiere que la harina
retiene algo del germen de arroz. Este dato no compromete su uso como sustrato fermentable,
pero indica que la composicion es mas completa (no ultra-refinada). Es recomendable verificar la
estabilidad oxidativa de esta grasa si la harina se almacena largos periodos, aunque en nuestro

estudio no se detectaron olores de rancidez.

La alta proporcion de carbohidratos, principalmente glucosa, coincide con la funcion
principal del almidon en el arroz como fuente energética, similar a lo descrito por Yu et al.,
quienes relacionan el contenido de amilosa con propiedades funcionales del almidon y harina

(Yu et al., 2012), lo que confirma que la harina HARITEC es rica en almidon y, por tanto, es un
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excelente sustrato para producir jarabe de glucosa. En la produccion de jarabes, se busca
materias primas con la mayor concentracion posible de polisacaridos convertibles; en
comparacion, otras fuentes no convencionales (yuca, papa) tienen contenidos similares de
almidon (>75%), mientras que cereales integrales con mas fibra podrian tener ligeramente menos
almidon disponible. El contenido obtenido de carbohidratos muestra que, tedricamente, de 100
kg de harina podriamos obtener del orden de 78 kg de equivalentes a glucosa (rendimiento
maximo si todo el almidoén se hidroliza completamente). El pH cercano a la neutralidad también
es consistente con otros estudios que reportan valores entre 6 y 7 para harinas no fermentadas,
favoreciendo la estabilidad quimica durante procesos industriales (Kraithong et al., 2017), es
decir, la harina no contiene acidos libres en cantidad; esto es esperable en un producto no
fermentado. Las diferencias observadas entre estudios pueden atribuirse a factores como la
variedad del arroz, condiciones de cultivo, grado de molienda y tratamientos previos como

fermentacion o parboilizacion que afectan la composicion final.

Tabla 5

Resultados fisicoquimicos harina de arroz

Parametro Resultado
%Humedad 6,30%
%Grasa 2,07%
%~Cenizas 0,86%
%Proteina 8,12%
%Carbohidratos (Glucosa) 78,98%
pH 6,40%

Nota. Elaboracion propia, 2025.
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Determinacion del efecto de la concentracion de so6lidos del sustrato y concentracion de

enzimas mediante un disefio factorial completo

A partir del analisis de los datos completos de los ensayos 1 a 27 que se muestran en la
Tabla 10 (véase Anexo 1), podemos observar que la hidrolisis de almidén de la harina de arroz
con diferentes dosis enzimaticas (0.61, 0.92 y 1.23) y concentraciones de sélidos (10%, 20% y
30%) influye significativamente en la produccion de azicares fermentables, concluyendo que la
dosis enzimatica y la concentracion de solidos en el sustrato de arroz afectan directamente la
cantidad de azucares liberados durante la hidrélisis como se puede ver en la Tabla 6 a través del
analisis de varianza. La concentracion de azicares fermentables aumenta a medida que se
incrementa el porcentaje de solidos en la mezcla, como se puede apreciar en la Figura 6, esto
indica que una mayor cantidad de sustrato disponible favorece la hidrolisis del almidon y, por lo
tanto, la liberacion de azlicares fermentables durante el proceso de sacarificacion. Figura 6, se
aprecia que las lineas de la grafica correspondientes a las diferentes dosis de enzima no son
completamente paralelas, lo que evidencia la presencia de interaccion entre el porcentaje de
solidos y la dosis de enzima. Esto significa que el efecto de la dosis de glucoamilasa sobre la
produccion de azicares fermentables depende del nivel de solidos presente en el sistema,
ademads, a niveles bajos de solidos (10 %), las diferencias entre las dosis de enzima son
pequeiias, lo que sugiere que el aumento de la cantidad de enzima no produce un cambio
considerable en la concentracion de azlicares fermentables. Sin embargo, a niveles mas altos de
solidos (30 %), las diferencias entre las dosis de enzima se amplian, observandose mayores
concentraciones de azucares fermentables cuando se emplean dosis mas altas de enzima,

particularmente 1.23 mL/kg. La optimizacion del proceso enzimatico, incluyendo tiempo,
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temperatura y tipo de enzima, es clave para maximizar el rendimiento de azucares fermentables a

partir del arroz.

Tabla 6

Andalisis de varianza (ANOVA)

Factor Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) Significancia
. Efecto muy altamente
% Solidos 2 188107 94054 1159.23 2,00E-16 o )
significativo

Dosis enzima 2 2198 1099 13.55 0.000257 Altamente significativo
%Solidos x Interaccion altamente

) ] 4 3623 906 11.16 9.89¢-05 o )
Dosis enzima significativa
Residuales 18 1460 81 — — —

Nota. Elaboracion propia a partir del analisis estadistico realizado en RStudio con los datos
experimentales obtenidos en el proceso de sacarificacion, 2026.

Figura 6

Grdfica de interaccion entre el %solidos y la dosis de enzima sobre la concentracion de (AF g/L)

obtenidos durante la sacarificacion de harina de arroz.
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Nota. Elaboracion propia a partir del analisis estadistico realizado en RStudio con los datos

experimentales obtenidos en el proceso de sacarificacion, 2026.

En la Tabla 7 se pueden muestran los resultados de las medias estimadas de azlicares

fermentables (AF g/L) para cada combinacion de porcentaje de solidos y dosis de
glucoamilasa, donde se observa que la concentracion de azucares fermentables aumenta
considerablemente al incrementar el porcentaje de solidos, independientemente de la dosis
de enzima utilizada. Por ejemplo, con una dosis de 0.61 mL/kg, el aumento de s6lidos de 1
% a 30 % incrementa la produccion de azlicares fermentables de aproximadamente 82 g/L
252 g/L; asimismo, se observa que las dosis mas altas de enzima generan mayores
concentraciones de azucares fermentables cuando la concentracion de sdlidos es alta. El
tratamiento con 30 % de so6lidos y 1.23 mL/kg de enzima present6 la mayor produccion

estimada de azucares fermentables (310.9 g/L).

Los intervalos de confianza relativamente estrechos indican una buena precision en

las estimaciones del modelo, lo cual respalda la confiabilidad de los resultados obtenidos.

Tabla 7
Medias estimadas e intervalos de confianza al 95 % para la concentracion de (AF g/L) en

funcion del % solidos y la dosis de enzima durante la sacarificacion de harina de arroz.

Dosis Media Error Limite Limite
% Solidos enzima estimada estandar df inferior superior

(mL/kg) AF (g/L) (SE) 1C95% 1C95%
10 0.61 82.1 52 18 71.2 93.1

0

a
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20 0.61 164.8 52 18 153.8 175.7

30 0.61 2523 5.2 18 241.4 263.3
10 0.92 78.7 5.2 18 67.7 89.6

20 0.92 153.3 5.2 18 142.4 164.2
30 0.92 288.0 52 18 277.0 298.9
10 1.23 80.4 52 18 69.4 91.3

20 1.23 172.9 5.2 18 162.0 183.8
30 1.23 310.9 5.2 18 300.0 321.8

Nota. Elaboracion propia a partir del analisis estadistico realizado en RStudio con los datos

experimentales obtenidos en el proceso de sacarificacion, 2026.

Previo a la interpretacion del analisis de varianza (ANOVA), se evaluo el cumplimiento
de los supuestos estadisticos del modelo mediante el analisis de los residuos. La normalidad de
los residuos se verifico utilizando la prueba de Shapiro—Wilk, obteniéndose un valor de W =
0.963 y p = 0.4343, lo que indica que no se rechaza la hipotesis nula de normalidad (p > 0.05).
Por lo tanto, los residuos del modelo presentan una distribucion aproximadamente normal.
Asimismo, la homogeneidad de varianzas entre los tratamientos fue evaluada mediante la prueba
de Levene, la cual arrojo un valor de F = 0.8031 y p = 0.6081, indicando que no existen
diferencias significativas entre las varianzas de los grupos (p > 0.05). De manera
complementaria, como se puede observar en la Figura 7 grafico de residuos vs valores ajustados
mostrd una dispersion aleatoria de los residuos alrededor de la linea horizontal en cero, sin
evidenciar patrones sistematicos ni cambios en la dispersion de los puntos a lo largo de los
valores ajustados. En conjunto, estos resultados confirman que los supuestos de normalidad,
independencia y homocedasticidad de los residuos se cumplen adecuadamente, validando asi la

aplicacion del modelo ANOVA para evaluar el efecto del porcentaje de sélidos y la dosis de
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enzima glucoamilasa sobre la concentracion de azucares fermentables obtenidos en el proceso de

sacarificacion de harina de arroz.

Figura 7

Residuos vs valores ajustados

Residuals vs Fitted

10

Residuals
0
|
O [s]
(=]
Lo}

-10

199 22°

T T T I T
100 150 200 250 300

Fitted values
aov(AF (g/L) ~ %Saolidos™ * "Dosis enzima')

Nota. Elaboracion propia a partir del analisis estadistico realizado en RStudio con los datos

experimentales obtenidos en el proceso de sacarificacion, 2026.

A través del modelo lineal ajustado ver Tabla 8, se evalu¢ el efecto del porcentaje de
solidos y la dosis de enzima glucoamilasa sobre la concentracion de azlicares fermentables (g/L)
mostrd un excelente ajuste estadistico, con un coeficiente de determinacion R? =0.9925 y un R?
ajustado de 0.9892 como se puede ver en la Tabla 9, lo que indica que mas del 99 % de la
variabilidad observada en la respuesta es explicada por el modelo. El modelo se representa segiin

la ecuacion (7).

A.F = B, + p1(Solidos) + B, (Enzima) + 3 (S6lidos x Enzima) @)
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Donde:

A.F: azlicares fermentables en g/L.

Bo: intercepto.

B1: efecto de los sélidos.

B2: efecto de la enzima.

B3: interaccion solidos X enzima.

El intercepto representa la media estimada del tratamiento de referencia correspondiente
a 10 % de so6lidos y 0.61 mL/kg de enzima, con un valor aproximado de 82.14 g/L. de azicares
fermentables. Los coeficientes asociados a los niveles de 20 % y 30 % de solidos presentan
valores positivos y altamente significativos (p < 0.001), evidenciando que el incremento del
contenido de sélidos en el sustrato genera un aumento significativo en la produccion de azicares
fermentables. Por el contrario, los coeficientes correspondientes a la dosis de enzima evaluada de
manera independiente no resultaron estadisticamente significativos (p > 0.05), lo que sugiere que
su efecto depende del nivel de s6lidos presente en el sistema. Esto se confirma mediante la
interaccion significativa observada entre 30 % de solidos y las dosis de enzima de 0.92 y 1.23
mL/kg, indicando que el efecto de la enzima se intensifica a mayores concentraciones de
sustrato. En conjunto, estos resultados demuestran que el porcentaje de solidos es el factor
predominante en la produccion de azlicares fermentables, mientras que la influencia de la dosis

de enzima se manifiesta principalmente en condiciones de alta concentracion de sélidos,
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evidenciando una interaccion entre ambos factores en el proceso de sacarificacion de harina de

arroz.

Tabla 8

Coeficientes del modelo lineal del diseno factorial para la produccion de aziicares fermentables

(g/L) en la sacarificacion de harina de arroz.

Parametro Estimate Std. Error  tvalue p-value Significancia
Intercepto 82.137 5.200 15.794 5.42E-12 efecto altamente significativo
%Solidos 20 82.623 7.355 11.234 1.45E-09 efecto altamente significativo
%Solidos 30 170.207 7.355 23.143 7.65E-15 efecto altamente significativo
Dosis enzima 0.92  -3.487 7.355 -0.474 0.64114 efecto no significativo
Dosis enzima 1.23  -1.763 7.355 -0.240 0.81323 efecto no significativo
%S0lidos20 x - .
-7.980 10.401 -0.767 0.45289 efecto no significativo
Dosis0.92
%S0lidos30 x L .
) 39.110 10.401 3.760 0.00143 efecto muy significativo
Dosis0.92
%S0lidos20 x o
9.880 10.401 0.950 0.35474 efecto no significativo
Dosis1.23
%S0lidos30 x . .
60.307 10.401 5.798 1.71E-05 efecto altamente significativo

Dosis1.23

Nota. Elaboracion propia a partir del analisis estadistico realizado en RStudio con los datos

experimentales obtenidos en el proceso de sacarificacion, 2026.
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Tabla 9

Estadisticas del modelo

Estadistico Valor
Error estandar residual 9.007
Grados de libertad residuales 18

R? 0.9925

R? ajustado 0.9892

F del modelo 298.8
p-value del modelo <2.2E-16

Nota. Elaboracion propia a partir del analisis estadistico realizado en RStudio con los datos

experimentales obtenidos en el proceso de sacarificacion, 2026.

Evaluacion de la composicion de azicares fermentables del jarabe

En la Tabla 10, podemos observar que en general, un aumento en la dosis enzimatica y
en el porcentaje de solidos conduce a una mayor liberacion de azicares fermentables, alcanzando
valores maximos cercanos al 28% AF y mas de 300 g/L en los ensayos con mayor dosis y solidos
(ensayos 19-27). Estos resultados confirman que optimizar la dosis enzimatica junto con el
tiempo y concentracion de solidos es clave para maximizar la produccion eficiente de azlicares a
partir del arroz mediante procesos enzimaticos controlados. La concentracion de glucosa
alcanzada en la hidrolisis enzimética del almidon de harina de arroz varia segtin las condiciones
del proceso y las enzimas utilizadas. En un estudio que optimizo la hidrélisis con a-amilasa y
glucoamilasa, se lograron concentraciones optimas con 0.040 % de a-amilasa, 0.070 % de
glucoamilasa y una temperatura de incubacién de 60 °C, aunque no se reporta un valor exacto de

glucosa, si se indica una acumulacion significativa de azuicares totales entre 5.5-6 % en otros
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trabajos similares (Medvid et al., 2019). Otro estudio sobre hidrélisis enzimatica con a-amilasa
mostro que la produccion de glucosa aumenta con el tiempo hasta estabilizarse, y que factores
como la concentracion del sustrato, pH y temperatura afectan significativamente el rendimiento
(Olosunde et al., 2023). En conjunto, los resultados indican que la concentracion final de glucosa
depende fuertemente del tipo y concentracion enzimatica, tiempo e intensidad del proceso, asi
como del tratamiento previo del sustrato, mostrando valores tipicos en el rango aproximado del
5-6 % en azucares totales o alrededor de 0.25 g/L para glucosa especifica bajo condiciones

controladas.

Mediante analisis cromatografico se permitié confirmar y cuantificar la presencia de
glucosa en los hidrolizados obtenidos. En los cromatogramas correspondientes a la curva de
calibracion ver Figura 8, se observa un pico bien definido asociado a la glucosa con un tiempo
de retencion cercano a 6.8 minutos, el cual se mantiene constante a lo largo de las diferentes
concentraciones del estandar, evidenciando la especificidad del método. Asimismo, se aprecia un
incremento progresivo en el area del pico en funcidn de la concentracion, lo que respalda la
linealidad de la curva de calibracion utilizada para la cuantificacion. Por otra parte, en los
cromatogramas de las muestras correspondientes a los ensayos a las 38 horas ver Figura 9, se
observa la presencia del mismo pico en el tiempo de retencion caracteristico de la glucosa, con
variaciones en la intensidad y area de los picos entre tratamientos. Estas diferencias reflejan los
cambios en la concentracion de azlicares fermentables generados bajo las distintas condiciones
experimentales. En conjunto, la consistencia en los tiempos de retencion y la proporcionalidad
entre el area del pico y la concentracion permiten validar el uso de la curva de calibracion para la

cuantificacion de glucosa en las muestras analizadas.
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Figura 8

Cromatogramas curva de calibracion de glucosa obtenida mediante HPLC
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Amount Summarized by Mame
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SamgleName | Inj | Channel | Vial | Glucosa Sampletlame | Inj| Charmel | Vid | Glucosa
1 |STD 1 Glcesa | 1| W2414RI | 1:8,1 o210 3 |STD 3 Glucosa | 1| W24 RI | 1:B.3 1.678
2 |STD Z2Ghcosa | 1| W24i14RI | 1:B,2| 0u833 4 |STD 4 Glucosa | 1| W24 RI [ 1:B.4 2,098

Nota. Imagen generada a través del software empower 3, 2025.

Figura 9

Cromatogramas de las muestras correspondientes a los ensayos del disefio experimental a las 38

horas de sacarificacion
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Conclusiones

La caracterizacion fisicoquimica de la harina de arroz permiti6 establecer las propiedades de la
materia prima empleada en el proceso de hidrélisis enzimatica. Los analisis gravimétricos de
humedad, proteina, cenizas, grasa, carbohidratos y pH proporcionaron informacion fundamental
sobre la composicion del sustrato, confirmando su alto contenido de carbohidratos y su potencial

como fuente de almiddn para la produccion de azticares fermentables.

El anélisis del diseno factorial demostrd que el porcentaje de s6lidos del sustrato influye
significativamente en la produccion de azlicares fermentables, evidenciando que el incremento
en la concentracion de sélidos favorece la liberacion de azicares durante el proceso de hidrolisis
enzimatica. Por otro lado, la dosis de enzima evaluada de manera independiente no presentd un
efecto significativo, aunque se observo una interaccion significativa entre ambos factores, lo que

indica que el efecto de la enzima depende de la concentracion de sélidos presente en el sistema.

El modelo estadistico obtenido present6 un alto coeficiente de determinacion (R? =
0.9925), lo que indica que el modelo explica la mayor parte de la variabilidad observada en la
produccion de azicares fermentables. Ademas, las pruebas de normalidad y homogeneidad de
varianzas confirmaron que se cumplen los supuestos del modelo ANOVA, lo que valida la

confiabilidad de los resultados obtenidos.

Las condiciones experimentales que presentaron la mayor produccion de azicares
fermentables correspondieron a una concentracion de 30 % de so6lidos y una dosis de enzima de
1.23 mL/kg, alcanzando los valores mas altos de azlicares fermentables durante el proceso de
sacarificacion. Esto indica que concentraciones elevadas de sustrato favorecen la eficiencia de la

hidrdlisis enzimatica del almidon presente en la harina de arroz.
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El analisis cromatografico del jarabe obtenido permiti6 identificar y cuantificar los
principales azlicares fermentables presentes en el producto en este caso glucosa, lo que permitio
evaluar su composicion y calidad como fuente de carbono potencial para procesos fermentativos.
La presencia predominante de azlicares fermentables indica que el jarabe producido posee
caracteristicas adecuadas para su utilizaciéon como sustrato potencial en procesos

biotecnoldgicos.

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la harina de arroz constituye una
materia prima viable para la produccion de jarabes ricos en azicares fermentables, lo que
representa una alternativa potencial para su aplicacion en procesos fermentativos en la industria

alimentaria y biotecnologica.
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Impacto

Impacto Social

La diversificacion de fuentes de carbono puede contribuir a la estabilidad laboral y
productiva de la compaiiia, lo que beneficia a los empleados y proveedores locales. Si la
demanda de arroz para uso industrial estd aumentando, puede afectar el precio y la disponibilidad

de estos alimentos a la poblacion y afectar a las comunidades vulnerables.

Impacto Ambiental

El uso de arroz como materia prima podria tener un impacto ambiental mas bajo en
comparacion con los jugos de cafia de azlicar. Sin embargo, si la demanda industrial de arroz
aumenta significativamente, puede contribuir a la expansion de la agricultura y al uso de recursos
intensivos con los posibles efectos negativos del suelo y el agua, pero se espera que la reduccion
de la carga orgénica en aguas residuales y una mejor gestion de residuos industriales tengan un

impacto positivo en el medio ambiente

Impacto Econémico

Reemplazar los jugos de cana con jarabe de arroz puede reducir los costos y los riesgos
asociados con la volatilidad de los precios y el déficit de materias primas, lo que fortalece la
viabilidad financiera de la compaiia. Puede abrir nuevas oportunidades de negocios y mercado

para la industria biotecnologica de alimentos.

Impacto legal

No se identifican riesgos legales significativos en la implementacién del proceso

propuesto, siempre que se dé cumplimiento a la normativa vigente aplicable al uso de insumos
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biotecnoldgicos y a la produccion de insumos para la industria alimentaria. En este contexto, es
importante diferenciar tres aspectos clave: cumplimiento regulatorio, bioseguridad y requisitos

de importacion.

En términos de cumplimiento regulatorio, el uso de enzimas industriales, incluidas
aquellas obtenidas mediante microorganismos genéticamente modificados (OGM), esta
permitido en Colombia, siempre que dichas enzimas cumplan con los requisitos de inocuidad y
calidad establecidos para insumos utilizados en procesos alimentarios. Esto implica verificar que
los productos cuenten con certificaciones del fabricante y documentacion técnica que respalde su

uso seguro en aplicaciones industriales.

Respecto a la bioseguridad, Colombia es signataria del Protocolo de Cartagena sobre
Seguridad de la Biotecnologia, el cual regula el manejo, transporte y uso de organismos vivos
modificados. En el ambito nacional, la gestion de OGM se rige principalmente por el Decreto
4525 de 2005, que establece el marco para la evaluacion y gestion del riesgo en actividades que
involucren organismos vivos modificados. En este sentido, es necesario verificar si las enzimas
empleadas corresponden a productos derivados de OGM (sin material genético viable) o si
implican el uso de organismos vivos modificados, ya que esto determina el nivel de regulacion

aplicable.

En cuanto a los requisitos de importacion, las enzimas deben cumplir con la normativa
sanitaria y de comercio exterior vigente, lo que puede implicar registros, notificaciones o vistos
buenos por parte de entidades como el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos (INVIMA), dependiendo de su uso especifico. Es importante aclarar que el Decreto

3930 de 2010 esta enfocado en la gestion del recurso hidrico y vertimientos, por lo que no resulta
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aplicable directamente a la regulacion de OGM o enzimas industriales, y su mencion en este

contexto no es pertinente.

Finalmente, se recomienda utilizar enzimas provenientes de proveedores certificados que
cumplan con la normativa nacional e internacional aplicable, asegurando trazabilidad, calidad e
inocuidad del insumo, asi como el cumplimiento de los requisitos regulatorios asociados a su uso

en procesos biotecnologicos.
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Recomendaciones

Se sugiere ampliar el analisis cromatografico del jarabe obtenido para identificar y cuantificar
con mayor precision los aztcares individuales, como glucosa, maltosa y otros oligosacaridos,

con el fin de evaluar con mayor detalle su potencial para distintos procesos fermentativos.

Es aconsejable explorar el uso de otras fuentes enzimaticas o combinaciones de enzimas

amiloliticas, que podrian mejorar la eficiencia de la hidrélisis del almidén y aumentar la

liberacion de azucares fermentables a partir de la harina de arroz.

Se recomienda realizar ensayos de fermentacion utilizando el jarabe producido como
sustrato, con el propdsito de evaluar directamente su desempefio en procesos biotecnoldgicos,

como la produccion de bioetanol, dcidos organicos u otros metabolitos de interés industrial.
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Tabla 10

Resultados diserio experimental

Anexos

Anexo 1 Resultados del disefio experimental

Dosis enzima

N.°Ensayo Tiempo %Solidos (mL/kg) °Brix Densidad AF (%) AF (g/L)
1 0 10 0,61 9 1,03 0,45% 4,69
1 1 10 0,61 9,8 1,04 4,01% 41,62
1 5 10 0,61 9,8 1,04 5,80% 60,2
1 10 10 0,61 9,4 1,04 7,08% 73,32
1 15 10 0,61 10 1,04 7,64% 79,3
1 20 10 0,61 10 1,04 7,92% 82,17
1 26 10 0,61 9,7 1,04 8,13% 84,29
1 30 10 0,61 10,3 1,04 8,07% 83,84
1 32 10 0,61 10,3 1,04 8,20% 85,21
1 35 10 0,61 10,1 1,04 8,19% 85,08
1 38 10 0,61 10 1,04 8,24% 85,57
2 0 10 0,61 10 1,04 0,16% 1,68
2 1 10 0,61 9,5 1,04 1,99% 20,58
2 5 10 0,61 9,7 1,04 4,73% 49,02
2 10 10 0,61 9,1 1,03 7,35% 76,04
2 15 10 0,61 10 1,04 8,21% 85,21
2 20 10 0,61 10 1,04 7,95% 82,55
2 26 10 0,61 9,5 1,04 8,59% 89
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21,82%
25,96%
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27,23%
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1,89%

20,76%
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25,28%
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321,11
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247,44
285,17
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27,31%
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303,83

Nota. Elaboracion propia (2026)
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