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RESUMEN

Uno de los problemas en la industria azucarera, es la presencia natural del almidén en el jugo
de la cafa de azUcar, que ocasiona pérdidas y dificultades operacionales durante el proceso de
produccién de azucar. El objetivo de este trabajo fue determinar las condiciones ambientales
optimas (concentracion de enzima alfa amilasa y tiempo de reaccién) de la hidrolisis por lotes
del almidon en jugo de cafia con respecto a la maximizacion de la concentracion de maltosa,
porcentaje de hidrolisis y productividad, las cuales fueron analizadas independientemente y
conjuntamente por medio de un Disefio Central Compuesto Rotacional (DCCR) vy por el

Método de Superficie de Respuesta (RSM).

Por la evaluacion cinética de la enzima alfa amilasa de Bacillus licheniformis, se obtuvo valores
Optimos de temperatura de 90°C y pH 7, un rango de linealidad para la dilucién enzimatica
1:100 de 20 minutos, una actividad volumétrica de 26.48 U/ml y los valores de las constantes
cinéticas de Km 5.82 g/L y Vmax 0.30 g/L*min.

Finalmente, con las experiencias del medio sintético de jugo de cafia de azlcar se obtuvo las
condiciones ambientales Optimas de 817 ppm de concentracion de enzima alfa-amilasa y 17
minutos de tiempo de reaccién a una temperatura de 90°C, valores que se utilizaron para la
validacion en jugo de cafia encalado resultando una concentracion de maltosa de 0.380 g/L y

una productividad de 0.760 g/L*h.

Se concluy6 que con los valores de las condiciones ambientales dptimas de la hidrolisis
enzimatica encontrados se alcanzo una disminucion significativa del contenido de almidon en

el jugo de cafa encalada del orden del 73%

Palabras claves: Alfa amilasa, almidon en jugo de cafia, hidrolisis enzimatica por lote
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ABSTRACT

One of the problems in the sugar industry is the natural presence of starch in sugarcane juice,
which causes losses and operational difficulties during the sugar production process. The
objective of this work was to determine the optimal environmental conditions (alpha amylase
enzyme concentration and reaction time) of the batch hydrolysis of starch in cane juice with
respect to maximizing maltose concentration, percentage of hydrolysis and productivity, which
were specifically and specifically analyzed by means of a Rotational Composite Central Design

(DCCR) and by the Response Surface Method (RSM).

By the kinetic evaluation of the alpha amylase enzyme of Bacillus licheniformis, optimal
temperature values of 90 ° C and pH 7 were obtained, a linearity range for the 1: 100 enzymatic
dilution of 20 minutes, a volumetric activity of 26.48 U / ml and the values of the Kinetic

constants of Km 5.82 g/ L and Vmax 0.30 g/ L * min.

Finally, with the experiences of the synthetic medium of sugarcane juice, the optimal
environmental conditions of 817 ppm of alpha-amylase enzyme concentration and 17 minutes
of reaction time at a temperature of 90 ° C were obtained, values that were used for the
validation in whitewash juice resulting in a maltose concentration of 0.380 g / L and a

productivity of 0.760 g/ L * h.

It was concluded that with the values of the optimal environmental conditions of the enzymatic
hydrolysis found a significant decrease in the content of starch in whitewashed cane juice was

reached in the order of 73%

Keywords: Alpha amylase, starch in cane juice, enzymatic hydrolysis by batch
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l. INTRODUCCION

El consumo de azlcar tiene una gran demanda a nivel mundial, produciendo en la
campafa 2018/2019 185,6 millones de toneladas, aportando Per( con 1350
toneladas de azucar. Esta gran demanda da lugar a que 492 000 personas dependen
directa o indirectamente de la industria azucarera en Perd (Ministerio de

Agricultura y Riego, 2019)

Uno de los grandes problemas de la industria azucarera, es lidiar con los
componentes naturales de la cafia de azlcar que causan pérdidas durante el proceso
de produccion de azucar, en este caso, con el almidon. EI almidon es parte natural
de la cafia de azUcar, y su contenido en ella, varia de acuerdo a distintos factores
que se dan durante la cosecha, como, por ejemplo: la variedad de la cafia, nutricion
de suelo, edad de corte, estado de madurez, grado de quema, altura de corte y tipo
de corte. Estos factores hacen que el contenido de almidon en la cafia de azucar
varie de 275 ppm a 1500 ppm. (Castro, 2015), siendo la cantidad que no causa
inconvenientes < 200 ppm (Jiménez, Orozco, Lugo, Martinez, Ramirez y Gomez,
2016); provocando asi, un aumento de viscosidad por efecto de la gelatinizacion de
los grénulos, reduccion de la velocidad de clarificacion, dificultades en el proceso
de filtracién, decantacidn, evaporacion y cristalizacion, ademas de incremento de
la pureza de las melazas. Debido a este gran problema, las industrias buscan

alternativas de solucion para evitar pérdidas durante el proceso de produccion.

La enzima alfa-amilasa de Bacillus licheniformis es una de las soluciones mas
eficientes para la hidrdlisis de almidon, pues trabaja en un alto rango de temperatura

y es dependiente del calcio, lo cual es conveniente ya que se trabajara en la etapa
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de encalado en el proceso de produccién (Zhou, et al., 2008). Esta enzima actua
atacando solo los enlaces glucosidicos a -1,4 encontrados en las cadenas de amilosa
y amilopectina que componen el almidén, hidrolizdndolas al azar, dando como
producto glucosa y maltosa (Martinez, 2005) y eliminando asi los problemas en
produccion mencionados anteriormente.

Hasta la fecha, en el Peru no existen muchos estudios sobre la hidrolisis del almidén
en la produccion de azlcar, esto podria deberse a que asumen los problemas
encontrados durante el proceso, a la dextrana; sin embargo, existen estudios
internacionales que analizan el contenido de almidédn en jugo de cafia de azUcar,
previo andlisis del contenido de dextranas para asi evitar cualquier error. También
nos indican que, durante el proceso de produccion, existe mayor cantidad de
almidon en la etapa de filtracion de los jugos, el cual disminuye en la etapa de
clarificacién, debido al floculante que hace que las particulas se sedimenten,
eliminando asi parte de almidén, pero, este jugo eliminado vuelve a incorporarse
debido al reproceso. Es por ello que el uso de la enzima alfa-amilasa es una solucion

(Jimenez, 2017).

Debido a estos problemas encontrados en la industria azucarera, el presente informe
tiene como objetivo general: determinar las condiciones ambientales 6ptimas para
la hidrdlisis del almidén en el jugo de cafia de azlGcar mediante la enzima alfa-
amilasa; para ello, se realizaran los siguientes objetivos especificos en tal orden:
determinar la actividad enzimatica y los pardmetros cinéticos de la enzima alfa-
amilasa Bacillus licheniformis, determinar los valores optimos de las condiciones
ambientales de la hidrolisis enzimética en un medio sintético de jugo de cafa de

azucar mediante el disefio experimental DCCR, determinar la composicion fisico-
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quimica del jugo de cafia de azucar (contenido de almidén, pol, azicares reductores,
°Brix y pH), realizar el pre-tratamiento de clarificacion al jugo de cafia de azucar,
realizar la hidrolisis enzimatica al jugo de cafia de azUcar de acuerdo a las
condiciones ambientales Optimas (Tiempo de reaccion y concentracion de enzima),
y por ultimo, analizar caracteristica fisico-quimica del jugo de cafia de azUcar antes

y después del hidrolizado (pol, azucares reductores, °Brix y pH)
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1. MARCO TEORICO
2.1. Cafa de azucar
2.1.1. Definicion
La cafla de azlcar es una graminea que se cultiva en climas tropicales y
subtropicales; es uno de los cultivos de mayor abundancia ya que para las industrias
esta materia prima tiene diferentes usos, siendo el mas importante el azticar de mesa
(Aguirre, 2010).

Tabla 1. Taxonomia de la cafia de azUcar.

Taxonomia de la cafia de azlcar

Reino Eukaryota
Divisién Magnoliophuta

Clase Liliatas
Orden Poales
Familia Poaceas
Genero Saccharum
Especie Officinarum

Sinense Roxb

Barberi Jeswiet

Fuente: Perez et, al. Citado por Fiallos (2008).

De acuerdo con Godoy y Garzon 2015, la cafia tiene vida Gtil de 8 a 12 afios y sus
flores son en panicula, con inflorescencia y son hermafroditas, presenta una raiz
fasciculada hasta 80 cm de profundidad, los tallos son rectos con nudos y
entrenudos, la altura, depende de la longitud de los entrenudos, funcionando como

proteccion a las yemas.

Segun estudios de Largo, Cortes y Ciro (2013), la cafia de azUcar es uno de los
cultivos mas grande del mundo. Crece en las regiones tropicales y subtropicales, y

su cosecha proporciona el 80% del azucar del mundo.
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2.1.2.

2.1.3.

Bastidas, Rea, De Sousa-Vieira, Hernandez y Bricefio (2012) nos dicen que, la
razon por la que la cafa de azlcar es uno de los cultivos que méas se produce es
debido a que es adaptable casi a cualquier tipo de suelo, resistente a plagas, necesita

poca cantidad de insumos de origen fosil y no provoca erosion.

Variedades de cafia de azUcar

Segln Mujica, Guerra y Soto (2008), la variedad es uno de los factores mas
influyentes, siendo necesario evaluar aquellas utilizadas en las zonas productoras.
Las variedades que se escojan para cultivar en un determinado lugar deben ser:
adaptables al clima y suelo, alto contenido de sacarosa y rendimientos similares en

diferentes cortes.

Las principales variedades de azlcar que se cultivan en el Per( son 18, estas
variedades difieren en caracteristicas como brotamiento, formacion de macollo,
crecimiento, acamamiento, riqueza en pol y capacidad soquera. Las variedades de
brote mas rédpido son la H44-3098, H50-7209, H52-4610, H55-8248. Las
variedades mas cultivadas son la H32-8560, H37-1933 y la P12-745 (Azul de

Casagrande) (Minagri, 2019).

Composicion de la cafia de aztcar

Segun estudios previos, encontramos que: “La composicion de la cafia de azlicar
depende de un gran numero de factores, incluyendo edad, tolerancia a
enfermedades, condiciones de cultivo y el uso de madurantes” (Zossi, Cardenas,

Sorol y Sastre, 2010).
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En términos globales, la cafia estd constituida principalmente por jugo y fibra,
siendo la fibra, la parte insoluble en agua formada por celulosa, la que a su vez se
compone de azucares simples como la glucosa. A los sélidos solubles en agua
expresados como porcentaje y representados por la sacarosa (Larrahondo, 1995

citado por Aguirre M. 2010).

Tabla 2. Composicion de la cafia de aztcar

Cafia de azucar Porcentaje (%)

Agua 73-76
Solidos 24-37
Sélidos solubles 10-16
Fibra (Seca) 11-16

Fuente: Chen, J. (1991) Citado por Campués y Tarupi (2011).

El jugo de cafa estd compuesto por azlcares, sustancias solubles llamadas no
azlcares y agua. Entre los primeros, la sacarosa es el principal constituyente,
siguiéndole en concentraciones decrecientes, la glucosa, fructosa y los
oligosacaridos. Los no azucares son sales de acidos organicos e inorganicos, acidos
carboxilicos, aminoacidos, proteinas, polisacaridos solubles, almidoén, ceras, grasa
y otros compuestos minoritarios, tales como flavonoides, polifenoles entre otros

(Zossi et al., 2010).

Seglin nos comenta Sarria, Solano y Preston (s.f.): “El jugo de cafia de azlicar
tiene de 16 a 20% de materia seca y esta constituido principalmente por sacarosa y
azUcares reductores como la glucosa y fructuosa, su contenido de proteina es

despreciable.
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Tabla 3. Componentes del jugo en la cafia de azucar

Componentes del jugo de cafia Sélidos solubles (%)

AzUcares 75-92
- Sacarosa 70 - 88
- Glucosa 2-4
- Fructosa 2-4
Sales 3.0-45
- Acidos inorganicos 1.5-45
- Acidos organicos 1.0-3.0

Otros no azUcares organicos

- Proteinas 0.5-0.6

- Almidon 0.001- 0.050

- Gomas 0.30-0.60

- Ceras, grasa, fosfatidos 0.05-0.15
Otros 3.0-5.0

Fuente: Chen, citado por Hamerski (2009).

2.1.4. Caracteristicas fisicogquimicas del jugo de cafia de aztcar

En investigaciones iniciales se emplean como indicadores de calidad del jugo, la
concentracion de solidos disueltos (°Brix), la concentracion de sacarosa en jugo
(%pol) y la pureza. Luego, en otros estudios se establece que la calidad se reconoce
en la molienda por la cantidad de azucar recuperable que se obtiene por tonelada de
cafia molida, lo cual depende de caracteristicas como: alto contenido de sacarosa,
bajo contenido de materiales extrafios, bajo contenido de so6lidos solubles diferentes

a la sacarosa, y bajos niveles de fibra (Zhou et al., 2008).

o Acidezy pH
La cafia de azUcar en su estado natural, tiene un pH neutro por lo general, pero
una vez extraido, no siempre conserva esa neutralidad. En el jugo de cafa
madura, su pH varia entre 4.73 y 5.63. Por lo general, el jugo de cafia posee

valor muy bajo de pH. (Cobefia y Loor, 2016)
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o Brix
Segun Benitez y Gualango (2011), “los °Brix constituyen el porcentaje de
sacarosa en peso que contiene una solucion de azucar puro, es el porcentaje de

los solidos totales disueltos en solucion o el porcentaje de solidos solubles™.

De este pardmetro varia la cantidad de panela extraida, ya que a mayor cantidad
de °Brix, mayor cantidad de panela por tonelada de cafia. En los molinos
paneleros, la extraccion fluctia normalmente entre 40-65% Y la concentracion

de solidos solubles en jugo crudo entre 16-22°Brix (FAO, s.f.).

o Pol
Es la medicidon de la sacarosa contenida en el jugo de cafia, se realiza mediante
el polarimetro; ademas, mediante el haz de luz respecto a la rotacion se puede

definir el azGcar medido (Cobefia y Loor, 2016).

o Azucares reductores
Nos permite medir otros azUcares contenidos en el jugo de cafia (glucosa,
fructosa). Existe un mayor contenido de sacarosa cuando se tenga un nivel bajo
en azucares reductores. El jugo de cafia de azlcar contiene un 75% de azucares
reductores (expresados como sacarosa), asi como un nivel maximo de 10% para
azucares reductores, ya que reduce los cambios reoldgicos y favorece la

granulometria (Cobefia y Loor, 2016).
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2.1.5. Problemaética de la cafia de azlcar en la industria azucarera

La calidad del jugo de cafia de azucar afecta al procesamiento y a la recuperacion
de sacarosa; por tal motivo, diversos estudios nos indican que la presencia de
algunos polisacaridos como los almidones y dextranas, reducen y dificultan la
filtracion, decantacion, evaporacion y cristalizacion, reduce la velocidad de
clarificacion, incrementa la pureza de melazas, aumenta la viscosidad y por lo tanto

causa pérdidas financieras (Cuddihy et al., 2001).

El almidon se acumula durante la cosecha de la cafia debido a distintas causas: La
variedad de la cafia, proceso de maduracion, practicas culturares. En el proceso de
maduracion, es donde se acumula la sacarosa en el tallo, para esto, se debe presentar
poca celeridad en el crecimiento. Se ha encontrado que existe mayor cantidad de
almidon en la cafia no madura, esta puede variar de 275 a 1500 ppm, con un

promedio de 700 ppm aproximadamente (Castro, 2015).

Los principales factores que afectan la calidad del jugo de cafia después del corte
son: grado de quema y altura del corte. El grado de quema influye en los azucares
reductores, los cuales aumentan con el deterioro de la cafia de azdcar e incrementan
el color del cristal de azucar. Mientras que, con la introduccion mecanizada del
corte, aumenta la cantidad de materia extrafia generalmente formada por cogollo y
hojas. El cogollo tiene una alta incidencia en los niveles de color e impurezas como
polisacaridos solubles y representa la principal fuente de entrada de almidon al

proceso (Larrahondo, 1995).
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2.2.Almidon

2.2.1.

2.2.2.

Definicion
El almidon es la sustancia de reserva alimenticia que predomina en las plantas,
proporciona un 70-80% de las calorias que consumimos. Tanto el almidén como

los productos de la hidrolisis del mismo, constituyen la mayor parte de los

carbohidratos digestibles en la dieta habitual (Melendez, 2004).

Se diferencia de los demas carbohidratos pues se presenta en la naturaleza como
granulos, estos son insolubles en agua fria, pero pueden hincharse con esta y volver
a su tamafio original sin secarse; sin embargo, cuando se somete a altas
temperaturas, se gelatinizan, logrando asi dificultades en las diversas etapas del

proceso de cafia de azlcar (Melendez, 2004).

El almiddn esta formado por amilosa que es soluble en agua y amilopectina, que

que es insoluble con un alto peso molecular (Navarro y Sossa, 2003).

Presencia de almiddn en la cafia de azUcar

Es necesario conocer las propiedades y caracteristicas del almidon, para asi saber
de qué manera influye en el proceso de azlcar de acuerdo a las condiciones
ambientales que se utilicen.

El almidon puede ser encontrado en las partes extremas del tallo, asi como también
en las hojas de la cafia de azUcar; teniendo en cuenta que algunos estudios sefialan
que la cantidad de almidon incrementa notablemente de acuerdo a la forma de
cosecha, mala formacion en el crecimiento, la variedad, grado de madurez, climay

fertilizacion (Eggleston et al., 2007).
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El almiddn se encuentra presente en el jugo de cafia de azUcar, asi como en el tejido
en forma de grénulos semicristalinos de 1 a 10 um. Ademas de la amilosa y
amilopectina, estos granulos de almidon estan formados por 2 polimeros derivados
de la a-D-glucosa, los cuales estdn mezclados en proporciones variables (Chen et

al., 2016).

Figura 1. Granulos de almidoén de cafia de aztcar (aumento 10.000x).

La amilosa ocupa la parte inferior del granulo y no forma engrudo pues es un
polimero lineal puesto en forma de espiral, cada vuelta completa de espiral abarca
6 unidades de glucosa. Esta amilosa esta constituida por moléculas de glucosa
donde el enlace fundamental entre estas unidades es a — (1-4), apareciendo la

glucosa en forma piranosa (Chen et al., 2016).

CHa OH CHp OH CHaOH
') ') ')
st‘ H m H H m H H m H
H H H '22?
g OH o CH o OH —
H oH H oH H oH

Figura 2. Estructura de amilosa

Fuente: Brumovsky (2014)
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2.2.3.

La amilopectina forma la encubierta o envoltura del granulo, y es la que al gelificar
forma engrudo, constituye un polimero altamente ramificado, compuesto por
muchas ramas cortas de 20 a 30 unidades de glucosa unidas por enlaces a. — (1-4) y

a — (1-6) (Chen et al., 2016).

OH

Figura 3. Estructura de amilopectina
Fuente: Brumovsky (2014)
Segun estudios el almiddn de la cafia de azucar se encuentra mejor representado por
el almidon de maiz, que por el de la papa que es reactivo mas utilizado, debido a
que el almidon de papa se solubiliza facilmente a temperaturas altas; mientras que
el almidon de maiz es considerablemente mas similar a la cafia de azlcar por su
insolubilidad, lo cual es probable debido a que la cafia de azlcar y el almidon de

maiz son hierbas (Cole, Eggleston, Gilbert y Chung, 2014).

Problema del almiddn en la industria azucarera

El almidon estd constituido por granulos y tiene forma de polvo blanco, a
temperaturas bajas no se solubilizan, pero cuando alcanza temperaturas de 60°C,

empieza la gelatinizacion (Penados, 2014).
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Cuando los granulos de almidon se calientan entre 60°C y 70°C, empiezan a
absorber agua a medida que sube la temperatura y se empiezan a hinchar
aumentando su volumen. Este proceso de gelatinizacion es propio del almidon.
Ademas, si se continta incrementando calor a los granulos, estos pueden llegar a
romperse y dispersar amilosa y amilopectina formando un gel (Pefia, 2019).

El cambio en el orden molecular del granulo de almiddén se produce dentro de un
pequefio margen de temperatura, gelatinizando los granulos grandes y luego los
pequefios, esto ocasiona hinchamiento irreversible, pérdida de estructura cristalina

y pérdida de birrefrigerancia (Brumovsky, 2014).

Ademéas de la gelatinizacion, Brumovsky 2014, nos comenta sobre la
retrogradacion, otra propiedad del almidon. Involucra a la amilosa y amilopectina,
siendo la retrogradaciéon de la primera, la mas rapida. En solucion diluida, las
moléculas de almidon se precipitan y este material insoluble es dificil solubilizarlo
por calentamiento. Es decir, si una solucién de almiddn concentrada se enfria, en
ausencia de agitacion, se forma un gel rigido, este retorno al estado insoluble se
Ilama retrogradacion. Los efectos de esta propiedad del almidoén es el incremento
de viscosidad, desarrollo de turbidez, precipitacion de particulas insolubles y

formacion de geles.

Segln nos comenta Eggleston (2006), el almidon constituye una impureza en el
jugo de cafa de azucar y conlleva efectos adversos en los procesos de produccion
y refinacion del azucar crudo. Por tal motivo, afecta la cantidad y calidad del azucar

producido.
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El contenido de almiddn se considera un pardmetro muy importante en el proceso
de elaboracion de azlcar crudo y refinado. Su presencia aumenta la viscosidad en
los jugos y licores, esto dificulta una clarificacion y filtracion eficaz, disminuye la
velocidad de cristalizacion ademas de incrementar la pureza de las melazas (Zossi

et al 2008).

El almidon afecta la calidad del jugo y azucar crudo de distintas maneras a lo largo
de su proceso de elaboracion, pues produce un aumento de viscosidad, demora o
inhibe la cristalizacién y aumenta las pérdidas de azucar en la miel final. Nos
comenta que debido a su naturaleza de ser carbohidrato y solubilizarse, no es tan
facil removerlo en el proceso, asi que termina incrustado en el cristal de azucar
crudo. El almidén produce una pérdida en la industria azucarera pues debido a su

viscosidad excesiva y pérdida de sacarosa, retrasa este proceso (Penados, 2004).

El contenido de almidén va a estar sujeto al tipo de variedad de cafia de azUcar,

estando en el rango de 200 y 1200 mg/kg°Bx sobre base sélida (Zossi et al., 2008).

El contenido de almiddn varia de acuerdo a las variedades de cafia existentes,
ademas de la madurez de la cafa, es decir, si la cafa estd inmadura, tendra mas
contenido de almidon que una madura, ya que a medida que va madurando, el

contenido de almidon disminuye (Alencar et al., 2011).

El almidon insoluble existente en la cafia de azUcar, al pasar por el proceso de
molienda siendo sometido a calor, se vuelve soluble en los jugos. Este jugo continda

en el proceso de clarificacion en la cual se elimina una parte, mientras que la otra
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parte sigue en el proceso y entre 30% y 40% de almiddn termina en el cristal de

azucar crudo durante la cristalizacion (Rein, 2007).

Si la cantidad de almiddn que pasé a la meladura, luego de la clarificacion, es mayor
a 150 ppm, afectard el proceso, ya que esta coagulacion de almidén formara
particulas de gran tamafio, mayor densidad y mayor viscosidad de la meladura, lo
cual tiene impacto negativo en la velocidad de cristalizacién en los tachos, no deja
que las mieles se agoten y dificultan la purga en las centrifugas (Penados, 2004).

Muchos estudios nos dicen que el almidon reduce la filtracion y afinacion del azlcar
crudo, ademas es un impedimento para el proceso de decoloracion en la refinacion

(Eggleston et. al, 2006).

El almidén existente en el azlcar crudo, se transfiere a la refineria causando
problemas en las diferentes etapas involucradas del proceso. En la clarificacién por
fosfatacion, no permite la precipitacion y coagulacion del fosfato de calcio, por tal
motivo, se obtienen niveles altos de fosfato en el licor claro. Por otro lado, la faccién
de amilopectina estabiliza los cristales de fosfato de calcio en suspension formando

coagulos densos y grandes dificiles de eliminar mediante flotacion (Rein, 2007).

Rein (2007) nos dice que, si se suele utilizar carbonatacion para el proceso de azlcar
refinado, la fraccidén de amilosa acttia como coloide protector de la superficie de los
cristales de calcio e impide la precipitacion ocasionando problemas de filtracion.
Otros autores explican que en la filtracion de lodos se interrumpe cuando en la etapa

de carbonatacion existe un contenido mayor de 250 ppm/°Brix (Zhou et al, 2008).
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2.2.4. Tecnologias de control en el proceso de elaboracion azucar

Debido a los problemas que causa el almiddn presente en la cafia de azucar durante
las etapas de su proceso, Zossi et al., (2008) explica que surgen distintas técnicas
para evaluar el contenido de almidon en los jugos durante el proceso, asi como

también en el producto final.

Zossi et al., (2008) valida una metodologia basada en deteccidn colorimétrica del
complejo almiddn-yoduro, para la determinacion de almidon en azlcar. A demas
gue una solucién a obtener menos contenido de almidon antes de iniciar el proceso

es realizar una buena seleccion en la variedad de cafa de azUcar.

En la industria azucarera, el uso de la enzima alfa-amilasa es la solucién mas
eficiente para hidrolizar el almidon, pues ayuda a: eliminar problemas de
viscosidad, cristalizacién, reduce perdidas de sacarosa, mejora la clarificacion y

calidad de azucar refinado (Popper et al 2006).

Se han demostrado muchos métodos para la modificacion fisica y quimica del
almidon, sin embargo, actualmente se utilizan enzimas hidrolasas (amilasas) para
modificar el almidén (Chiu y Solarek, 2009).

En una fabrica de Estados Unidos, el jugo filtrado proveniente del clarificador, se
almacena en un tanque de incubacion de amilasas para reducir la acidez del jugo de
cafia, y a la vez la amilasa natural hidroliza el contenido de almidén (Eggleston et

al., 2003).
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Figura 4. Solubilizacién y gelatinizacion del almidén de cafia en los ingenios
Fuente: Eggleston, Monge, Montes, & Guidry, 2008
Cuando los granulos de almiddn estan solubilizados y gelatinizados por efecto de
la temperatura, la hidrélisis es mas eficaz. Ademas, la degradacion del almidén se
produce en bajas concentraciones de amilasas, por esto hay un incremento en el
tiempo de retencion, y este incremento provoco a su vez una degradacion acida de

sacarosa no deseada (Zhou et al., 2008).

En tiempos de retencion de 12 minutos, ocurre la degradacion de almidon en un

rango de 10 a 20% mediante la enzima alfa -amilasa (Eggleston et al, 2003).

Si en la etapa de clarificacion, se realiza la alcalinizacion en caliente, parte del

almidén es removido y precipitado debido al precalentamiento del jugo; sin
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embargo, si es alcalinizacion fria, escasamente se precipita contenido de almidén

durante la clarificacion (Eggleston et al., 2003).

Solucién viscosa

Solucion menos
viscosa

Solucion menos
viscosa

waterﬂ_\‘ I a-amylase

En jugo clarificado
y jarabes

Licuefaccién

Principalmente
azlcares de
cadena corta

Figura 5. Accion de la a-amilasa en una solucidn gelatinizada y viscosa de almidon en una

fabrica de cafia de azlcar
Fuente: Eggleston et al., 2008

2.3.Hidrolisis enziméatica del almiddn

Las enzimas que dan lugar a la hidrolisis del almidén son conocidas como Glucosil
Hidrolasas, las cuales actuan en los enlaces de las cadenas de almidon para asi

desglosarlas en carbohidratos méas pequefios, como glucosa, maltosa o dextrinas.

Cabe resaltar que Martinez (2005) exponia que lograr una ecuacién cinética que
represente los cambios en funcién del tiempo y las condiciones experimentales de la
hidrolisis es complicado, a causa de que el almiddn tiene una estructura compleja, y la
mezcla de este y sus productos de reaccion cambia en funcion al tiempo y estos tienen

diferentes pesos moleculares.
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Figura 6. Diferentes enzimas involucras en la degradacion de almidén
Fuente: van der Maarel et al., 2002

2.3.1. Clasificacion
Diversos autores clasifican o agrupan las enzimas que degradan el almidon segun
diversas caracteristicas: Por ejemplo, van der Maarel, van der Veen, Uitdehaag,
Leemhuis y Dijkhuizen (2002) nos describen que se pueden formar 4 grupos segun
el lugar de accion de la enzima: endoamilasas, exoamilasas, enzimas

desramificadoras y transferasas.
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Tabla 4: Caracteristicas de las enzimas por grupo en la hidrolisis del almidén

) Temp. Producto terminales
) Tipo de )
Enzima Fuente pH optima ) ) )
enlace 5 Amilosa  amilopectina
C)
Endoamilasas
B. Subtilis a-1,4 6.0 65-70
a-amilasa bacterial
B. licheniformes ~ a- 14 5-7 90 Glucosa  trinas
_ Maltosa
Exoamilasas
Amiloglucosidasa A. Niger o-1,4a-16 4-5 60 Glucosa Glucosa
B- amilasa Bacillus spp. a-14 5 55-60 Maltosa Maltosa
Glucosa Dextrinas
Enzimas desramificadoras
Pululanasa K. aerogenes a-16 5.0 60 Ninguno Cadenas
lineales
Isoamilasa Pseudomonas a-1,6 4.0 50-55 Ninguno Cadenas
spp. lineales
Tranferasas
ciclodextrinasa B. Macerans a-1,4 5.0 50 - -

Fuente: Nouri, 1993; Tejeda et al., (2011)

2.3.2. Actividad enzimatica

Uno de las medidas que caracteriza a una enzima viene a ser su actividad, como lo

dice propiamente su nombre se refiere a la accion de una enzima en sus condiciones

optimas (Temperatura y pH). Segun estudios existen diversas formas de expresarla,

por ello la Unidn internacional de bioguimica determino la medida en Unidades

Internacionales (Ul), la cual se define como la cantidad de enzima que forma 1umol

de producto por minuto, las cuales también pueden expresarse por unidad por

volumen como Ul/ml (Merino y Noriega, 2011).
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Expreséndolo en forma de actividad amiolitica viene a ser la cantidad de enzima
necesaria para hidrolizar un pmol de glucosa o maltosa (segun sea el caso acorde
a la enzima) por minuto en condiciones constantes (Sarmiento, Vargas, Pedroza,

Matiz y Poutou 2003).

Asi mismo se cuenta con otra unidad de medida, la actividad especifica, que, aunque
no es unidad de medida directa se usa para medir la pureza de una preparacion
enzimatica, esta se define como el nimero de unidades de actividad enzimatica que

hay por miligramo de proteina (Ul/ mg de proteina) (Merino et al, 2011).

2.3.2.1.Métodos de medida para la actividad amiolitica
Actualmente se cuenta con diversos procedimientos para medir la actividad de las
amilasas, estos se eligen de acuerdo a la necesidad del caso en que se aplique, los
cuales encontraremos en clasificados en tres grupos: sacarogénicos, cromogénicos

y amiloclasticos.

Los métodos sacarogénicos manifiestan una medida directa de la hidrolisis por la
cuantificacién del nimero de extremos reductores generados en esta, los métodos
cromogeénicos se fundamentan en el uso de sustratos coloreados y finalmente los
métodos amilocléasticos miden la hidrolisis del almidon por viscosimetria,

turbidimetria, yodometria y nefelometria (Martinez, 2005).

De acuerdo a esta investigacion seria elegible dos métodos, el DNS (Miller, 1959)
que un método sacarogénico en donde usualmente se toma de referencia a la maltosa

en estas reacciones, y un método yodometrico, que es uno de los mas utilizados de
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los métodos amiloclésticos, el cual se fundamenta en la coloracion azul que forma
el complejo yodo-almidén. Sin embargo, para este Ultimo encontramos ciertas
limitantes, la primera seria que no se produce coloracion cuando el grado de
polimerizacion es inferior a 20 unidades de glucosa debido a que la longitud de onda
a la cual se mide el complejo disminuye conforme lo hace el grado de
polimerizacion (Martinez, 2005). La segunda limitante un estudio observo que el
uso de a-amilasa como de Bacillus licheniformis que disminuyen el poder de tincion

de almidon y derivados con reactivo de yodo (Figueira, 2009).

2.3.3. Condiciones ambientales
Las enzimas son proteinas que trabajan en un medio determinado, por lo tanto si las
variables ambientales de estas cambian pueden afectar su actividad y su funcion, a
estos factores se le conoce condiciones ambientales, entre los cuales tenemos los

siguientes:

2.3.3.1. Temperatura
Conforme sube la temperatura la velocidad de reaccion de la hidrolisis crecera
debido al aumento de la energia cinética, hasta llegar al punto mas alto de la curva
donde la actividad enzimatica serd la maxima, determinado asi la temperatura
Optima. Sin embargo, pasada esta temperatura la enzima como toda proteina, se

desnaturalizara y la velocidad de reaccion empezaré a decrecer. (Brisefio, s.f.)
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Figura 7. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética
Fuente: Bozic, Ruiz, Lopez y Vujcic (2011)
2.3.3.2. pH
El pH del medio en donde trabajan las enzimas es crucial para su actividad, dado
que este contiene cargas que lograran una mayor estabilidad para la estructura, por
ello cuando el pH sufre variaciones extremas puede llegar a desnaturalizarla. En un
valor especifico de pH la enzima encuentra en su medio la conformacién méas
correcta de su centro activo, alcanzando asi su actividad maxima, volviéndose este

su pH optimo (Merino et al, 2011).
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Figura 8. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica
Fuente: Bozic et al. (2011)
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2.3.3.3.Concentracion de enzima
Segun Bricefio la velocidad de reaccion crece de forma proporcional conforme
aumenta la concentracion de enzima, pero esto sucede solo hasta cierto punto en el

que la velocidad se vuelve constante

2.3.3.4.Concentracion de sustrato
Tena y Jorrin (2008) explican el efecto de la concentracion de sustrato mediante la
Figura 9 en la cual se observa que conforme aumenta la concentracion de sustrato
la velocidad aumenta formando asi una curva hiperbolica, hasta cierto punto en que

la enzima se encuentra saturada por el sustrato y la velocidad se hace constante.

25 -

[s]

Figura 9. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad enzimética.
Fuente: Tena et al., 2008

2.3.3.5. Cofactores
Algunas enzimas necesitan para su mejor funcionamiento algunos iones
inorganicos como Mg2+, Zn2+, Ca2+, Co2+, Na+, K+, etc. (Gonzales, sf). Para el
caso de las alfa amilasas, algunos estudios confirman que la presencia de calcio

ayuda a estabilizarlas (Penados, 2004).
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2.3.4. Cinética enzimética
La cinética estudia la variacion de las velocidades de las reacciones catalizadas por
las enzimas, ademas cuantifican la afinidad que tienen estas por el sustrato, asi como
su mecanismo de accion. Michaelis yMenten propusieron uno de los modelos méas
convenientes para la velocidades enziméticas, el cual se basaba en que cuando el
sustrato se une a la enzima se forma un complejo enzima-sustrato, donde este Gltimo

Ilega a convertirse en producto dejando asi la enzima libre, resumido de la siguiente

manera.:
ki k3
E+5S # ES E+P
k2

Introduciendo asi otras ecuaciones y la constante Km (también conocida como

constante Michaelis) (Mckee y Mckee, 2003).

2.3.4.1.Rango de linealidad
El rango de linealidad o también conocida como curva de progreso de la reaccion
se realiza mezclando una enzimay su sustrato y midiendo el producto posterior que
se genera durante un periodo de tiempo. La regién de velocidad inicial de la
reaccion enzimaética debe determinarse y los experimentos posteriores deben
realizarse en este rango lineal. Si se observa que la reaccion no se encuentra en la
porcién lineal, la concentracion de la enzima se puede modificar para retener la
linealidad durante el curso de los experimentos. Ambos pasos (modificar la enzima
y analizar la linealidad de la reaccion) se pueden realizar en el mismo experimento

(Brooks et al. 2012).
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Product

Figura 10. Curva de progreso de la reaacidn enzimatica

Fuente: Brooks et al., 2012

2.3.4.2.Parametros cinéticos

La ecuacidon de Michaelis-Menten se representa graficamente por una hipérbola
como muestra la figura 11 donde la Vmax €s el valor maximo donde tiende la curva
experimetal y Km es la concentracion de sustrato donde la velocidad es la mitad de

Vmax, la cual también es considerada como constante de afinidad del sustrato.

(Gonzales, sf)

Maxima Velocidad

Substrato (concentracidén) ——

Figura 11. Diagrama de Michaelis-Menten
Fuente: Gonzales, sf.
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Uno de los métodos mas sencillos a utilizar para determinar las constantes cinéticas
es la de Lineweaver-Burk, el cual consiste en la representacion doble reciproca
(1/vO0 frente a 1/[S]0) debido a que es una recta, en la cual la pendiente viene a ser

Km/Vmax Yy la ordenada en el origen es 1/Vmax. .(Gonzales, sf)

_J slope of line
i Km/ Vinax

v,

y intercept

/ VINGS
1 | | ! 1 1
1

11Ky 11(S]

Figura 12. Diagrama de los dobles reciprocos de Lineweaver-Burk.
Fuente: Gonzales, sf.

2.3.5. o - Amilasas
Son enzimas conocidas también como a -1,4-D- glucanohidrolasa o por su cédigo
EC 3.2.1.1. (dado por la comision de enzimas). Estas se clasifican como
endoenzimas debido estas atacan solo los enlaces glucosidicos a -1,4 que se hallan
en las cadenas de amilosa y amilopectina que componen el almidon, lo hidrolizan

al alzar y no por los extremos. (Martinez, 2005)

Esta hidrolisis nos da como producto glucosa y maltosa ademas de una serie de a-
dextrinas lo cual produce la licuefaccion del almidon, estas Gltimas incluyen los
enlaces glucosidicos o -1,6 de la configuracion inicial. (Vargas, 2002)

La caracteristica y el modo de accién de estas enzimas dependen de la fuente, las

cuales suelen ser microbianas (Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus
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amiloliquefaciens,...) 0 fungicas (Aspergillus oryzae, Aspergillus niger,...).

(Matinez, 2005).

El origen de la enzima también influird en el grado de hidrolisis del almidén y en la
estabilidad térmica de la misma, por ejemplo, la alfa-amilasa bacteriana tiene un

rango mas alto de temperatura (65 a 90°C) que la fangica. (Ochoa, 1994).

Caracteristicas

Pérez (2002) nos expone que por lo general las alfa-amilasas trabajan en un rango
de pH de 5.5 a 8, pero el valor éptimo de actividad de cada enzima dependera del
tipo que se use, no solo por la naturaleza de la misma, sino porque algunas de ellas
pueden ser complementadas por el uso de un cofactor, por ejemplo, el calcio, que
mejora su actividad. Asi mismo con respecto a la temperatura las amilasas se
subdividen en dos grupos: termoestables y termolabiles, las primeras son las que
tienen accién en un rango de 60 a 110°C sin inhibirse por las altas temperaturas, las
segundas tienen un rango de 20 a 55°C, sin embargo, algunas de ellas pueden

retardar su inactivacion con la presencia de iones de calcio.

Uso en la industria

Kirk, Borchert y Fuglsang (2002) resaltan la importancia que tienen las enzimas
industrialmente, y como estas se han ido desarrollado en este medio, asi como
enzimas de accion hidrolitica son actualmente la de mayor uso, siendo las amilasas
el segundo grupo més grande usadas en la industria de almidon, textil, detergentes

y panaderia.
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Sin embargo, hoy encontramos nuevos estudios en la industria azucarera para la
eliminacién del almidon como sefialan Penados (2004), Zhou et al (2008) y Jiménez
(2017) en los cuales se expone que uno de los tratamientos méas eficaces para

eliminar o desglosar el almidon es la hidrolisis enzimética por el uso de amilasas.
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1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
Este trabajo de investigacion se realizd en los siguientes laboratorios de practica de la
Universidad Nacional del Santa:
e Quimica organica y Bioprocesos.
e Composicion de Alimentos Agroindustriales.
e Operaciones Unitarias y automatizacion

e Control de Calidad del Instituto de Investigacién Tecnoldgico Agroindustrial

3.2. Materiales

3.2.1. Materia prima
La materia prima que se utilizd fue el jugo de cafia de azUcar (Saccharum
Officinarum), variedad México — 73, proveniente de Caylan, Valle de Nepefia,

Santa, Ancash.

3.2.2. Enzima
Alfa amilasa (Sigma-Aldrich)
Es una preparacion de alfa amilasa producida por una cepa de Bacillus
licheniformis, comercializada por Merck Peruana S.A.
Esta enzima reporta contener de 10-50 mg / ml de proteina (Biuret) y un rango de

pH para actividad de 5-9 con el rango de pH 6ptimo de 7-9. (Anexo 1)
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Figura 13. Enzima alfa-amilasa Bacillus licheniformis

3.2.3. Almidoén
El almiddn de maiz GRM198 fue adquirido de BioGenicsLab. Su presentacion es

en polvo de color blanco amarilento.

Figura 14. Almidén de maiz
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3.2.4. Reactivos
- Acido 3.5 dinitrosalcilico (Sigma Aldrich)
- Acido clorhidrico (37.5%)
- Fosfato de potasio monobasico (0.1 M)
- Fosfato de potasio dibasico (0.1 M)
- Tartrato de sodio y Potasio (Merck)
- D(+)-Glucosa (Merck, 97.2% Pureza)
- Yodato de potasio
- Sacarosa pura (Bioxtra >99.5% GC)
- Agua destilada
- Almiddn de maiz GRM198
- Azul Brillante de Coomassie G-250
- Buffer fosfato (0.05 M)
- Hidrdxido de sodio NaOH (0.25 M)
- Hipoyodito de potasio
- Oxido de calcio
- Potasio tetrahidratado
- Reactivo Bradford
- Sacarosa (99.5%)

- Yoduro de potasio

3.2.5. Materiales de vidrios u otros

- Embudo de vidrio
- Fiolas de 50 ml, 100ml, 125ml, 500ml, 1000ml

- Tubos de ensayo
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Gradillas de metal

Vasos de precipitado de 50ml, 250ml, 500ml
Espatulas

Balones de fondo plano

Pipetas graduadas 1ml, 2ml, 5ml, 10ml
Puntas de pléastico para pipetas de 50uL, 1000uL, 5000uL
Papel aluminio

Papel filtro Whatman 125mm

Celdas de plastico para espectrofotometro
Pera de succion

Probetas

Tubos con tapa de 10ml, 25ml

Pinzas para tubos

Soporte universal

Equipos e instrumentos

Trapiche para cafia de azucar (2015)

Espectrofotémetro UV/VIS: Genesys 20 Thermo Scientific (2014)
Horno de microondas Electrolux (2015)

Balanza analitica (Prease Gravimetrics AG 221LX) (2012)
Balanza digital (Precisa XB-320M) (2012)

Bomba de Vacio (GE Motors 5KH 33 DN1 + 6GX) (2000)

Bafio Maria (Electronic Thermo Stat BRT - 65) (2017)

pH - metro (Orion Star A211 Thermo Scientific) (2017)
Polarimetro automatico: Analytical Autopol | Rudolph Reserch
Refractometro digital (Rudolph Research J157) (2012)
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- Estufa eléctrica (P-selecta 209) (1985)
- Agitador magnético (Thermolyne Corporation Nuova Il. N°S18520-26) (1985)
- Mechero Bunsen

- Refrigerador (2013)

3.2.7. Equipos y software para procedimiento de datos

- Computadora Assus core i7
- Microsoft Word versién 2016
- Microsoft Excel version 2016

- Software Statgraphics version Centurion (XV)

3.3.Metodologia y procedimiento experimental para determinar las condiciones
ambientales 6ptimas para la hidrdlisis enzimatica del almidon en el jugo de cafa

de azUcar.

Para realizar la presente investigacion se dividio en dos etapas, la primera para
determinar las condiciones ambientales éptimas y la segunda para validar estos
parametros en el jugo de cafia de azUcar. Para la primera parte se utiliz6 un medio
sintético (medio que contienen una composicion quimica definida) de jugo de cafia para
evitar las interferencias que pueda tener el jugo de cafia natural, para que asi al
determinar los valores 6ptimos, solo sean determinados por los componentes de interés
(almidon y sacarosa). Este medio sintético fue elaborado a base de un patron estandar
de almidon de maiz GRM198, el cual se us6 como medio para la hidrolisis, en el caso
de la segunda parte se sustituyd este medio sintético con jugo de cafia de azUcar

encalado que también contenia almidon como uno de sus constituyentes naturales.
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Almidén comercial

Recepcién a-amilasa

pH: 7.0
T°:90°C
T:10-30 min
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Hidrolisis enzimatica

y
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- Pardmetros enzimaticos
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Caracterizacion del CONDICIONES
hidrolizado AMBIENTALES OPTIMA

Figura 15. Primera etapa del proceso de hidrélisis enzimatica al medio sintético de jugo de cafia

3.3.1. Descripcion de la primera etapa del diagrama de flujo

3.3.1.1.Recepcion de materia prima

Se recepciond la enzima alfa-amilasa de bacillus licheniformis, el Almidon de maiz
GRM198, Sacarosa pura > 99.5% grado analitico de la empresa Bioxtra y buffer

fosfato potasico pH 7 (elaborado en el laboratorio de Quimica organica).

3.3.1.2.Caracterizacion enzimatica
- Preparacion de muestras y reactivos para caracterizacion enzimatica
En primer lugar, se preparé el reactivo buffer fosfato potasico 0.05M a un pH 7,
para esto, se mezcld 210 ml de solucién de fosfato de potasio monobasico 0.1M y
290 ml de solucién de fosfato de potasio dibasico 0.1M en vaso de precipitado de

500ml y se procedié a controlar el pH hasta llegar a 7. Posteriormente se aforé el

51



contenido con agua destilada en una fiola de 1L de volumen; con esta solucion se
prepard una solucion de almidon de maiz a 500 ppm (0.250 gramos de almiddn en
500ml de buffer fosfato 0.05M)) para realizar la caracterizacion de la enzima.

Ademas, se prepar6 una solucion de HCI a 0.25M para la inactivacion de la enzima,
dado que es una enzima termoestable, esta no se inactiva con calor como
usualmente se logra con otras enzimas, pero si en un pH bajo (como reporta la ficha
técnica de la misma enzima, pero la version comercial Termamyl 120L de

Novozymes).

Pruebas preliminares: Determinacion de temperatura 'y pH optimo
Para la determinacion de estos valores, se tomd los rangos descritos en la ficha
técnica de la enzima o — amilasa de Bacillus Licheniformis.

o Para la evaluacion del efecto de la temperatura, se considerd un rango de
temperatura de 60, 70, 80, 90 y 100°C; se prepard una solucion de 500 ppm
de almidon luego en un tubo de ensayo se coloco 2,7ml de esta solucion se
calent6 a cada temperatura por 3 minutos y se adiciono 0.3 ml de enzima se
realiz6 la reaccion por 20 minutos. Finalmente, se procedié a leer la
concentracion de maltosa mediante azlcares reductores y se determinaron
las actividades.

o Conrespecto al pH, se tomo el rango de 6 a 7.5, para este analisis, se prepard
soluciones de almidon a 500ppm utilizando buffer a distintos pH (6, 6.5, 7
y 7.5), siguiendo el mismo procedimiento anterior, se coloco en tubos de
precipitado por 20 minutos y se sometio a bafio Maria a la temperatura con

mayor actividad obtenida.
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Determinacion del rango de linealidad

Se prepararon diluciones enzimaticas de 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:500; utilizando
como solucién el buffer fosfato potasico y la enzima alfa-amilasa como soluto; y se

grafico Tiempo de reaccion vs. Producto.

o En 6 tubos de ensayo, se agregd a cada uno de ellos 2,7 ml de solucion de
almidén (500 ppm, pH 7) y se coloco en bafio maria a 90°C durante 3 minutos.

o Se adiciono a cada uno de los tubos, 0.3 ml de concentrado enzimaético de alfa-
amilasa y se dejo reaccionar por 0, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos respectivamente.

o Lareaccion fue detenida mediante inactivacion &cida, adicionando HCI 0.25M,
y luego colocada en hielo.

o A la misma vez, se prepararon 2 tubos, uno para el blanco sustrato (2,7ml
sustrato + 0,3ml tampon por 10min) y otro para el blanco enzima (0,3ml enzima
+ 2,7ml de tampon por 5min).

o Finalmente se realiz6 la determinacién de azUcares reductores.

Determinacion de proteinas (Método Bradford 1976)

Para determinar el contenido de proteinas contenido en la enzima alfa-amilasa se

utiliz6 el método Bradford, con el siguiente procedimiento:

o Agregar 500ul de muestra diluida (enzima o — amilasa Bacillus Licheniformis)
en un tubo de ensayo (realizar la muestra por triplicado). Preparar un blanco con
agua destilada.

o Afadir 5ul de reactivo Bradford a cada muestra y dejar reaccionar por 5 min.
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o Finalmente, tomar lectura de la absorbancia con una longitud de onda de 595nm.
Obtendremos la concentracion interceptando esta medida en la curva de

calibrado.

Determinacién de actividad enzimatica

Para determinar la actividad de la enzima-alfa amilasa se tomo de referencia la
dilucién y tiempo obtenido en el rango de linealidad, para luego con la
concentracion de maltosa producida por la hidrolisis se calcule la actividad
volumétrica (U/mL) y actividad especifica (U/mg), donde se dividira la actividad

volumeétrica sobre la concentracion de proteinas.

Determinacion de parametros cinéticos

Para la determinacion de parametros cinéticos, se midi6 el efecto de la
concentracion del sustrato sobre la velocidad inicial de la reaccion, eligiendo la
dilucion que haya obtenido un comportamiento lineal por més tiempo; a su vez, se
necesita de un sustrato a diferentes concentraciones para lograr la saturacién de la
enzima. En este caso, se prepararon soluciones de almidén de 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ppm, se hidrolizaron con la enzima alfa amilasa
diluida (1:100) por un tiempo obtenido del rango linealidad (20 minutos) a la
temperatura optima (90°C). Luego, se procedio a determinar azucares reductores
(Maltosa) para luego calcular la velocidad (g/L*min), y aplicar el método de
Lineweaver-Burk para determinar los pardmetros cinéticos V. v K, analizando
graficamente 1/Voen funcion de 1/So. Donde se reemplazaron los datos de la recta

obtenida en la ecuacion de Michelis-Menten:
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3.3.2.

Donde:
La pendiente es Km/Vmax
La abscisa en el origen (1/vo = 0) es -1/Kwm

La ordenada en el origen (1/[S]o= 0) €S 1/Vmax

Hidrolisis enzimética
Para determinar las condiciones ambientales 6ptimas se uso el disefio central
compuesto rotacional (DCCR) haciendo uso de un medio sintético de jugo de

cafia.

Obtencidn del medio sintético de jugo de cafa

El medio sintético de cafia de azucar se prepard con 500 ml de una solucion de
tampon buffer fosfato potasico 0.05M a pH 7, agregando sacarosa a 16°Brix
(pesando 80 gramos de sacarosa) y afiadiendo 500 ppm de almidédn (0.250 gramos
de almidon) al matraz. Se coloco en un vaso de precipitado la sacarosa y se diluy6
con el buffer con ayuda del agitador magnético, luego se incorporé el almidén a la
solucion. Diluida la solucion, se afor6 en una fiola de 1L y se almacend en

refrigeracion hasta que se realizaron los analisis.
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Hidrdlisis enzimatica del medio sintético de cafia

Para la hidrdlisis se utiliz6 minireactores modificados acoplados a un sistema de
calentamiento proveniente del bafio maria, con una capacidad de trabajo de 100ml,
el que se mantuvo en agitacion por el uso de un agitador magnético.

Se trabajé con un volumen de medio sintético de 30 ml en los minireactores a una
temperatura de 90°C (determinada anteriormente como temperatura optima) y se
mantuvo en agitacion, luego de 3 minutos se adiciond la enzima dejandola actuar
por el tiempo correspondiente (segun disefio experimental); una vez cumplido el
tiempo, se procedié a detener la hidrolisis mediante inactivacion acida utilizando
HCI 0.25M, luego colocarla en hielo por 3 min. Después de estos pasos, la muestra

se reservo en las gradillas para su medicion de maltosa por DNS.

Figura 16. Minireactor con agitador acoplado a bafio Maria para hidrdlisis de almiddn.

Determinacion de azucares reductores (DNS - Miller, 1959)

o Se tomo6 0.5ml de muestra, se coloco en tubos de ensayo y se afiadié 0.5ml de
reactivo DNS.

o Se llevé a ebullicion los tubos por 5min. y posteriormente se coloco en hielo

por 3 min.
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o Se afiadio 5ml de agua destilada, se dejé reposar por 12 minutos.

o Se agitdé cada muestra y se procedié a tomar lectura de absorbancia a 540nm
(Agua + DNS, como blanco).

o El resultado de la concentracion se obtuvo interceptando la medida de la
absorbancia en la curva de calibrado (Este paso se realizé por triplicado,

reportando el promedio), (Ver curva de calibrado en Anexo 2).

Determinacion de las condiciones ambientales 6ptimas de hidrolisis de almidén
Disefio experimental

Se utilizé el Disefio Central Compuesto Rotacional (DCCR) con dos factores
(variables independientes): concentracion de enzima (ppm) y tiempo de reaccion
(min); y como variables dependientes, la concentracion de maltosa (medida
indirecta de la reduccion de almidon en la hidrolisis, por su producto), hidrolisis
(%) y productividad (g/L*min). Las variables independientes y el plan experimental
se muestran en las tablas 5y 6 . Teniendo un disefio con 11 experimentos, los cuales
4 corresponden a un factorial de 22, 3 tratamientos a los puntos centrales, 4
tratamientos a los puntos axiales con un a = 1.41421. Estos rangos fueron

determinados seguln las pruebas preliminares realizadas.

Tabla 5. Variables independientes del estudio

VARIABLES NIVELES
141 -1 0 +1 +141
Concentracion de enzima (ppm) 500 573 750 927 1000
Tiempo de reaccion (minutos) 10 13 20 27 30
o=1.41421
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Tabla 6. Disefio experimental DCCR para la hidrolisis de almidén por accién de la

enzima a-amilasa

Variables independientes

Real Codificado
N° Concentracion  Tiempo de Concentracion Tiempo de
de enzima reaccion de enzima reaccion
(ppm) (minutos) (ppm) (minutos)
1 573 13 -1.0 -1.0
2 573 27 -1.0 1.0
3 927 13 1.0 -1.0
4 927 27 1.0 1.0
5 500 20 -1.41421 0.0
6 1000 20 1.41421 0.0
7 750 10 0.0 -1.41421
8 750 30 0.0 1.41421
9(C) 750 20 0.0 0.0
10(C) 750 20 0.0 0.0
11(C) 750 20 0.0 0.0

- Determinaciéon de concentracion de maltosa

La concentracidn de maltosa se determind por el método DNS:

o

Se tom6 0.5ml de muestra, se colocé en tubos de ensayo y se afiadié 0.5ml de
reactivo DNS.

Se llevd a ebullicion los tubos por 5min. y posteriormente se colocé en hielo
por 3 min.

Se afadio 5ml de agua destilada, se dejé reposar por 12 minutos.

Se agitd cada muestra y se procedio a tomar lectura de absorbancia a 540nm

(Agua + DNS, como blanco).
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o El resultado de la concentracion se obtuvo interceptando la medida de la
absorbancia en la curva de calibrado (Este paso se realiz6 por triplicado,

reportando el promedio),

Determinacion de porcentaje de hidrolisis

Teniendo en cuenta que el medio a trabajar era de 500ppm de almidén y el volumen
que se trabajo fue de 0.03L, tendriamos 15 mg de almiddn por cada lote. A demas
teniendo la concentracion de maltosa producida en la hidrolisis en g/L y luego
convirtiéndola a mg/L para multiplicarla por el volumen de trabajo (0.03L)
obtenemos la concentracion de maltosa en mg pudiendo asi remplazar en la

siguiente  formula  para  obtener el  porcentaje de hidrolisis:

Hidrolisis (%) Concentracion de maltosa producida (mg) 100
= *
rarousts L7 Concentracion de almidon inicial(mg)

Determinacion de productividad

Para obtener la productividad (g/L*h) aplicamos la siguiente formula:

g ) _ Concentracion de maltosa producida (g/L)

Productividad (L )=

Tiempo de reaccion (h)

Resultados estadisticos — Optimizacion

Habiendo obtenido los resultados de la hidrolisis, se realizo el tratamiento de los
datos que se obtuvieron usando el software Statgraphics centurion (XV), empleando
el ANOVA para los andlisis estadisticos. Aqui se analizo las variables de respuestas

independientemente y simultaneamente como multiples respuestas, para asi
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maximizarlo en funcién de deseabilidad, ddndonos como resultados los valores
Optimos de concentracion de enzima y tiempo de reaccion los cuales seguidamente

fueron validados en jugo de cafia de azucar.

- Andlisis de desviacién promedio absoluta (Bas, D. y Boyac, 1., 2007)
El andlisis de desviacion promedio absoluta o AAD por sus siglas en inglés
(absolute average deviation) es un método directo para describir las desviaciones.

El AAD se calcula mediante la siguiente ecuacion:

|( p |yiexp—yical/ \I
=1 Yiexp
AAD = { p } * 100
I I

\ )

Donde Yiexp Y Yical SON respuestas experimentales y calculadas, respectivamente, y

p es el nimero de corridas experimentales.
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3.3.3. Validacion de los valores 6ptimos en jugo de cafia de azucar

Jugo de cafia de
amicar

Encalado

!

Caracterizacion del
jugo de cafia

Condiciones optimas
Enzima o-amilasa Hidralisis enzimatica pE: 7.0
T=: 90°C
T- 20 min

Caracterizacion del
hidrolizado

Anilisis de
resultados

Figura 17. Segunda etapa del proceso de la hidrélisis de almidén, realizado en el jugo de cafia de azlcar.

Obtencidn del jugo de cafia

La extraccion del jugo de cafia fue con ayuda de un trapiche y colocada en un
recipiente en el laboratorio de Operaciones Unitarias de la Escuela de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional del Santa. Después, este jugo de cafia de
azucar fue llevado al laboratorio de Quimica Organica para su analisis

correspondiente.
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Encalado del jugo

El jugo de cafia obtenido se sometid a un encalado con doble calentamiento. Al jugo
frio se le agrego6 una solucion de cal al 25% hasta llegar a un pH de 6.3, para luego
ser sometido al primer calentamiento donde las particulas del jugo se colocaron en
la parte superior y fueron retiradas. Luego, se volvio a encalarlo hasta llegar a pH
7; finalmente, se calent6 hasta llegar a ebullicion nuevamente, aqui las particulas
en el jugo se sedimentan y también fueron retiradas de este, por filtracion con una

bomba de vacio, quedandonos asi un jugo filtrado y clarificado.

Caracterizacion del jugo de cafia encalado

Se realizaron los siguientes analisis para la caracterizaciéon del jugo de cafia de

azucar:

Determinacion de °Brix
o Se calibro el refractdmetro digital con agua destilada.
o Setomd 1 gota de la muestra y se coloco en el lente del refractémetro.

o Setomo lectura del ° Brix obtenidos en el refractometro digital.

Determinacion del porcentaje de pol

Para tomar esta medicion, se realizaron los siguientes pasos:

o Se enjuago el tubo de polarizacién de 2 a 3 veces, con el jugo filtrado.
o Se llend el tubo con el jugo filtrado a una temperatura cercana a los 20°C,

habiendo llegado a esa temperatura, se tomo lectura.

Determinacion de azucares reductores (DNS - Miller, 1959)

o Setomo 0.5ml de muestra, se coloco en tubos de ensayo y se afiadio 0.5ml de
reactivo DNS.
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o Se llevé a ebullicidn los tubos por 5min. y posteriormente se colocé en hielo
por 3 min.

o Se afiadio 5ml de agua destilada, se dejo reposar por 12 minutos.

o Se agitdé cada muestra y se procedié a tomar lectura de absorbancia a 540nm
(Agua + DNS, como blanco).

o El resultado de la concentracion se obtuvo interceptando la medida de la
absorbancia en la curva de calibrado (Este paso se realizd por triplicado,

reportando el promedio),

W :!;u

AW T e D Tl a0

Y nlg_f,

Figura 18. Determinacién de azucares reductores por DNS

Determinacién de almidén (Método USDA Starch Research method — Cole et

al., 2016)

Este método es utilizado para determinar almidon en jugo de cafia, pero no es
aplicable al jugo hidrolizado debido a que la enzima alfa amilasa de Bacillus
licheniformis disminuye el poder de tincién de almidén y derivados con reactivo de
yodo (Figueira, 2009), por lo tanto solo se midié el jugo de cafia para conocer con

cuento se trabajo inicialmente.

Para realizar esta medicién, se procede con los siguientes pasos:
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o Se prepararon soluciones de HCI 0,25M, K105 y Kl

o Se coloco 250ml de jugo de cafia en un matraz y se peso.

o Se calentdé en horno microondas durante 1:30 minutos, colocandole un
cristal de reloj para evitar pérdidas por evaporamiento; seguidamente se
colocd en hielo por 1 minuto.

o Se volvid a pesar para conocer cuanto se habia evaporado, si esto ocurrio,
se agrega agua destilada para corregir.

o La solucion se colocd en un vaso de precipitado y se sometio a 30 minutos
de sonificacion.

o Secolocd 620ul de la solucion sonificada en una celda, se agregé a la misma
400ul de HCI 0.25M, y 2ml de reactivos yodométricos (K105 y Kl).

o Finalmente se agito la celda y se midid a 600nm en espectrofotometro. (Ver

curva de calibrado en anexo 3)

Hidrolisis enzimatica del jugo de cafia

Para este andlisis, se trabajé con un volumen total de 30 ml entre el jugo de cafia y
enzima, este se colocd en el minireactor con los parametros 6ptimos hallados
previamente; terminada la hidroélisis se inactivo y se dejo enfriar para hacer los

andlisis correspondientes.

Caracterizacion del jugo de cafia hidrolizado

Una vez culminada la hidrolisis se procede a analizar el contenido de almidon en el
jugo de cafa (en funcion a la produccién de maltosa por DNS), °Brix y pol como
ya se explicé el procedimiento anteriormente. Y seguidamente se calculé el % de

hidrolisis y la productividad para su posterior analisis de los resultados.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de la enzima alfa-amilasa de Bacillus licheniformis

Antes de realizar las corridas experimentales, se tuvo que realizar la caracterizacion de la
enzima que consistio en la determinacion de temperatura y pH, el rango de linealidad,

actividad enzimatica y constantes cinéticas.

La enzima alfa amilasa de Bacillus licheniformis se caracteriza por ser termoestable y tener
un intervalo amplio pH, por esa razén estas han sido rapidamente introducidas en los
procesos industriales por ser mas activas en esas condiciones, ademas muestra una
estabilidad térmica menos dependiente de los iones calcio (Ca2+) que las del Bacillus

amiloliquefaciens (Martinez, 2005).

4.1.1. Pruebas preliminares: determinacién de temperaturay pH optimo
- Temperatura
Uno de los factores determinantes para la actividad de una enzima es la temperatura,

por ello se trabajo un rango de 60 a 100°C para determinar la temperatura 6ptima.

Actividad
w
o

50 60 70 80 90 100 110
Temperatura (°C)

Figura 19. Efecto de la temperatura en la actividad de la enzima alfa-amilasa de B. Licheniformis

En la figura 19 encontramos una marcada diferencia entre las temperaturas y la que
reporta una mayor actividad es la de 90°C, el cual coincide con el valor reportado

Bozic et al. (2011), sin embargo difiere de lo reportado por Ferrer (2014) que
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41.2.

obtiene una temperatura optima de 58°C, lo cual podria deberse que ambas enzimas
son de diferentes cepas y producidas experimentalmente por los mismo autores.
pH

Otro factor determinante para la actividad enzimatica es el pH, por lo cual se evaluo

su actividad en un intervalo de 6 a 7.5 para obtener el pH 6ptimo.
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Figura 20. Efecto del pH en la actividad de la enzima alfa-amilasa de B. Licheniformis

En la figura 20 podemos observar que la diferencia entre el pH de 6.5 a 7.5 no es
tan marcada, lo cual reafirma lo anterior descrito por Martinez (2005) que la enzima
alfa amilasa de Bacillus licheniformis trabaja en un amplio rango de pH; pero
también se tendria que recalcar que la enzima decrece notablemente su actividad a
pH mas bajos. Para esta investigacion tomaremos el pH de 7 como optim@, que fue

el que mayor actividad reporto.

Determinacion del rango de linealidad

En el siguiente conjunto de datos, el producto se mide en varios momentos (5, 10,
15, 20 y 30 minutos) para cinco concentraciones diferentes de enzima (1:25, 1:50,
1:100, 1:200 y 1:500) y una concentracion de sustrato (500ppm).

Estas curvas se utilizan para definir la cantidad de enzima, que se puede utilizar

para mantener las condiciones de velocidad inicial (porcion lineal inicial de la
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Concentracién de Maltosa (g/L)

reaccién enzimatica) durante un periodo de tiempo determinado, el cual se usa para

experimentos posteriores (Brooks, 2012).
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Figura 21. Perfil del rango de linealidad de la hidrolisis enzimética del almidon

En la figura 21 encontramos las curvas para las diferentes diluciones de enzima, la
dilucion 1:25 alcanza una meseta temprana, debido al agotamiento del sustrato
(Brooks, 2012).

Para extender el tiempo en que la reaccién mantiene una cinética lineal, el nivel de
enzima se diluy6, como se muestra para la curva de la dilucién (1:50, 1:100, 1:200
y 1:500) encontrando que la curva de 1:100 mantiene un mayor tiempo lineal,
siendo este de 20 minutos, el cual se tomé para determinar la actividad enzimatica
y las constantes cinéticas.

Tambien observamos en la figura 21 que tres curvas (1:25,1:50 y 1:100) se acercan
a un valor de meseta maximo similar de formacion de producto, lo cual indica que
la enzima permanece estable en las condiciones probadas. Sin embargo, en las

diluciones (1:200 y 1:500) el valor de meseta méximo del producto formado no
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4.1.3.

alcanza el mismo que los anteriores, probablemente debido a la inestabilidad de esta

dilucion con el tiempo (Brooks, 2012).

Determinacion de la actividad enzimatica

Anterior a la determinacion de la actividad enzimatica se determind la
concentracion de proteinas reportando como resultado 0.934 mg/mL

La enzima alfa amilasa de Bacillus licheniformis precisa una actividad especifica
de 0.284 U/mg, siendo U la cantidad de alfa-amilasa que forma 1umol de maltosa
por minuto a pH 7 y 90°C por un tiempo de 20 minutos y una actividad enzimatica
volumétrica de 26,48 U/mL bajo las mismas condiciones.

Comparar las actividades de las alfa amilasas en otras investigaciones puede ser
complicado, debido a que estan son halladas en diferentes condiciones, son
producidas por diferentes cepas o reportadas por diferentes métodos. Sin embargo,

se pudo recaudar las siguientes actividades de alfa-amilasas:

Tabla 7. Actividades de alfa-amilasas reportadas por diferentes investigaciones

Autor Cepa Condiciones Actividad Método Observacion
Bozic et al Bacillus T°=75°C/ 52U/mL  Azucares Fue determinado por
(2011) Licheniformis pH=6.5 reductores 15 min.
ATCC-9945a T°=90°C 7.4 U/mL Ensayos
pH=7 4.7 U/mL independientes para nm
nmjmjnmn determinar
T°y pH optimo
Ferrer (2014) Bacillus T°=90°C 4.3U/mL  Almidon Ensayos
Licheniformis pH=7 6.1 U/mL independientes para
BTA-03 determinar T°y pH
optimo
Enzima 18.8U/mg Condiciones no
purificada especificas

Como podemos observar en la tabla 7 las actividades volumétricas (U/mL) son
menores en comparacion a las que se reportd en esta investigacién, sin embargo se

debe resaltar que no se realizaron bajo las mismas condiciones, y con respecto a la
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4.1.4.

actividad especifica (U/mg) encontramos la descrita por Ferrer (2014) que es mas
elevada, no obstante esta se determind en funcién de almidon y segin Xiao, Storms
y Tsang (2006) donde compara los métodos para determinar las actividades en alfa-
amilasas, estas son mayores cuando se hacen en funcién del sustrato (almidon) en
vez del producto (azucares reductores) lo cual nos puede llevar a una

sobreestimacion de este valor.

Determinacion de parametros cinéticos

Una vez que se establecieron las condiciones de velocidad inicial, la concentracion
del sustrato se vario para generar una curva de saturacion y asi determinar los
valoresde Km Y V max.

En la figura 22 encontramos la representacion del aumento de la velocidad
conforme aumenta las concentraciones de sustrato (almidon) que se trabajo en un
rango de 0.1g/L a 1g/L, a pH 7 en 90°C con la dilucién de enzima alfa-amilasa

1:100 en un tiempo de 20 minutos.
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Figura 22. Velocidad de reaccion en funcion de concentracion del sustrato (almidén)
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La figura 23 es la representacion de Lineweaver-Burk como herramienta grafica
que se utilizé para calcular los parametros cinéticos de la enzima alfa-amilasa. Los
pardmetros cinéticos obtenidos son: la constante de Michaelis-Menten (Km) de

5.82 g/L y la velocidad méxima (Vmax) de 0.30 g/L*min

250.0

y =19.596x + 3.3693
R2=10.9819

200.0

150.0

1w
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50.0
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Figura 23. Representacion de Lineweaver-Burk para determinar parametros cinéticos experimentales

Al evaluar los datos emitidos por otras investigaciones encontramos que los valores
de Km son similares al que reportamos, con la diferencia estos son reportados en

mg/ml, por lo que realizamos una conversion a g/L para poder compararlos.

Por ejemplo, Sapadip et al. (2014) y Ferrer (2014) reportan un Km de 6.2g/L y
8,7g/L respectivamente (de alfa- amilasas de B. Licheniformis) y de otras cepas
encontramos a Hoissain (2006) con de 4.8 g/L (B. stearothermophilus) y a Pefia
(2009) con 6.7 g/L (A. Niger). Segun lo descrito por Gonzales (sf.) el valor de Ki,
nos indica la afinidad que tiene la enzima por el sustrato y que mientras este valor
sea menor tiene mayor afinidad, por lo cual el valor de Kn=5.83 g/L de nuestra

enzima tendria mas afinidad con respecto a las otras, exceptuando a la de B.
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stearothermophilus. Por otro notamos que el K obtenido es mucho mayor a la
concentracion de almiddn que usamos en esta investigacion (500ppm o 0.5 g/L), lo
cual indica que la velocidad es muy sensible a los cambios en las concentraciones
de sustrato (Brooks, 2012).

Para el caso del valor de Vmax era dificil una comparacion debido a que los autores
reportaban diferentes unidades como Saptadip et al. y Ferrer con 1.04
pmol/mg*min y 229.537 pg/min respectivamente (de B. Licheniformis),. Sin
embargo, se pudo contrastar con Hoissain reporto un valor 6.67 g/L*min (por
conversion de unidades) el cual es superior al nuestro, pero cabe resaltar que este

fue de la cepa de B. stearothermophilus.

4.2. Hidrolisis enzimatica del almidén
4.2.1. Medio sintético de jugo de cafa
Se realiz6 la hidrolisis usando un medio sintético de jugo de cafia de azlcar, bajo

las condiciones presentadas en la siguiente tabla:

Tabla 8. Condiciones del medio sintético para la hidrolisis

pH 7

Brix 16° Brix
Sacarosa (pol) 16%
Almidon 0.5g/L
Azucares reductores 0.3g/L
Temperatura 90°C

4.2.2. Optimizacion de las condiciones ambientales de la hidrolisis del medio
sintético
Para esta investigacion se aplico el Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR)

por el Método de Superficie de Respuesta (RSM), el cual conto con 2 factores
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experimentales y 3 de respuesta con el que se obtuvieron 11 corridas incluyendo 3
puntos centrales (especificados anteriormente en la metodologia, tabla 6).

En la tabla 9 encontramos los resultados de las corridas experimentales, que se
realizaron en un mini-reactor de 100 ml de capacidad, trabajado en un sistema por
lotes, para luego determinar los resultados de manera indirecta como concentracion
de maltosa por el método de DNS como concentracion de maltosa, y asi hacer el
calculo de la hidrolisis y la productividad consideradas como variables de respuesta,
las cuales fueron procesadas por el software Statgraphic Centurion XV

individualmente y conjuntamente en funcion de deseabilidad.

Tabla 9. Resultados experimentales de concentracion de maltosa, hidrolisis y
productividad

Concentracion Tiempode Concentracion Hidrolisis  Productividad

de Enzima Reaccion de Maltosa (%) (9/1*h)
(ppm) (min) (9/L)

1 573 13 0.175 35 0.808
2 573 27 0.196 39 0.435
3 927 13 0.333 67 1.537
4 927 27 0.251 50 0.557
5 500 20 0.197 39 0.590
6 1000 20 0.200 40 0.599
7 750 10 0.186 37 1.115
8 750 30 0.223 45 0.446
9 750 20 0.334 67 1.002
10 750 20 0.264 53 0.793
11 750 20 0.391 78 1.173

En la tabla 9 encontramos que los valores para concentracion de maltosa variaron

de 0.175 a 0.391 g/L, para hidrolisis de 35 a 78% Yy para productividad de 0.435 a
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1.537 g/L*h, siendo la corrida nimero 11 que corresponde a uno de las 3 punto
centrales obtiene los valores mas altos con respecto a la concentracion de enzima e
hidrolisis, sin embargo la corrida nimero 3 es la que tiene mayor productividad por
tener un menor tiempo en comparacion con la corrida 11 que es la que le sigue en

productividad.

Al observar los tres puntos centrales encontramos que los puntos los valores no son
tan cercanos, lo cual puede deberse a lo que mencionaba Martinez (2005), que
indicaba que el almidon es una mezcla de amilopectina y amilosa por ello conlleva
a una estructura compleja, por lo tanto al momento de hidrolizar sus productos de

reaccion también varian y esto repercute en la obtencion de resultados.

En la presente investigacion se esperaba que el almidén se redujera en un 60%, por
lo que si evaluamos el porcentaje de hidrolisis encontramos que tres corridas que
superan a lo esperado, que son la corrida 3 (67%), la corrida 9 (67%) y la corrida

11 (78%).

4.2.2.1. Andlisis de la concentracion de maltosa

En la siguiente seccion se evalud independientemente como variable de respuesta
la concentracion de maltosa con respecto a la concentracion de enzima y tiempo de
reaccién de los datos obtenidos de las 11 corridas experimentales.

En la tabla 10 observamos el analisis de varianza (ANOVA) donde se particiona la
variabilidad de la variable de respuesta (Concentracion de maltosa) en piezas

separadas para cada uno de los efectos y asi probar la significancia estadistica de

73



cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error
experimental.

En este caso, ningun efecto tiene un valor-P menor que 0.05, indicando que no
existe significancia (con un nivel de confianza del 95.0%) en las variables
independientes ni entre las interacciones de los factores sobre la concentracion de

maltosa de la hidrolisis de la enzima alfa — amilasa de B. Licheniformis a 90°C.

Tabla 10. Analisis de varianza para concentracion de maltosa en la hidrolisis del medio

sintetico de jugo de cafia por alfa amilasa

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razdén- Valor-
Cuadrados Medio F P

A:Concentracion de enzima  0.0058995 1 0.0058995 1.65 0.2557
B:Tiempo de reaccion 0.00000940493 1 0.00000940493 0.00 0.9611
AA 0.0178814 1 0.0178814 4.99 0.0758
AB 0.00265225 1 0.00265225 0.74 0.4290
BB 0.0160253 1 0.0160253 4.47 0.0881
Error total 0.0179202 5 0.00358405

Total (corr.) 0.052698 10

Para este analisis obtenemos un R? de 0.659945 que expresa el modelo, asi ajustado,
explica 65.9945% de la variabilidad en concentracion de maltosa con respecto a la

hidrolisis de almidon en el medio sintetico de jugo de cafia.

El diagrama de Pareto muestra los valores absolutos de los efectos estandarizados
desde el efecto mas grande hasta el efecto mas pequefio. Los efectos estandarizados
son estadisticos t que prueban la hipétesis nula de que el efecto es 0. El diagrama
también muestra una linea de referencia para indicar cuales efectos son

estadisticamente significativos.

En la figura 24 se muestra el diagrama de Pareto donde se grafica las estimaciones

en orden decreciente para cada uno de los efectos estimados y las interacciones con
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Figura 24.

respecto a la concentracion de maltosa de la hidrolisis, en el cual evidenciamos lo
antes mencionado, que ninguno de los efectos ni sus interacciones son significantes.
En la figura 24 observamos que el efecto que influyo mas sobre la concentracion de
maltosa fue la concentracion de enzima (efecto cuadratico) y el de la menos

influencia fue tiempo de reaccion (efecto lineal), pero ambas no significantes.

AA T+
e -

BB

A:Concentracién de enzima

AB

B:Tiempo de reaccion

0 0.5 1 1.5 2 25 3

Efecto estandarizado

Diagrama de Pareto de efectos estimados e interacciones para la concentracién de maltosa en el
medio sintético de jugo de cafia

Por lo tanto, la ecuacién de regresion que se ha ajustado a los datos para la respuesta
concentracion de maltosa para la hidrolisis de almidén por alfa-amilasa en el medio

sintético de jugo de cafia es la siguiente:

Concentracion de maltosa = -1.53923 + 0.00326327*Concentracion de enzima
+ 0.058919*Tiempo de reaccion - 0.00000179613*Concentracion de enzima? -
0.0000207829*Concentracion de enzima*Tiempo de reaccion -
0.00108717*Tiempo de reaccion?

En donde cada una de las variables mantiene sus unidades originales que seria g/L

para concentracion de maltosa, ppm para concentracion de enzima y minutos para

el tiempo de reaccion.
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En la tabla 11 muestra la combinacion de los niveles (bajo, alto y 6ptimo) de los
factores (concentracion de enzima y tiempo de reaccién) la cual maximiza la

concentracion de maltosa obteniendo como valor éptimo calculado 0.333208 g/L.

Tabla 11. Valores de los niveles de los factores con respecto a la
concentracion de maltosa

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion de enzima (ppm) 499.684 1000.32 795.629
Tiempo de reaccion (min) 10.1005 29.8995 19.4937

En las figuras 25 y 26 visualizamos graficamente las respuestas ajustadas al modelo
de regresion propuestas para la concentracion de maltosa entre las interacciones de
las variables independientes (concentracion enzima y tiempo de reaccién) para la
hidrolisis del medio sintético de jugo de cafia por la enzima alfa-amilasa de B.

Licheniformis.

Concentracion de maltosa
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Figura 25. Superficie de respuesta para la optimizacién de concentracion de maltosa en la hidrolisis del medio
sintético de jugo de cafia por accion del alfa-amilasa.

En la figura 25 observamos la superficie de respuesta que muestra como se

relaciona la concentracion de maltosa con las dos variables segun la ecuacion del
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modelo, encontrando asi una malla que tiene obtiene su punto mas alto (region
anaranjada) aproximadamente en los puntos medios de las variables, el cual se
visualiza més claro en la figura 26 donde la regién anaranjada que representa la
concentracion de maltosa mayor se encuentra determinada en un punto medio del

tiempo de reaccidn y la una concentracionde enzima superior al punto central.

Concentracion de maltosa
B rErr e | Bl 016
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0.304
16 0.322
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Concentracion de enzima

25

22

19

Tiempo de reaccion
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Figura 26. Contornos de la superficie de respuesta para la optimizacion de concentracién de maltosa en la
hidrolisis del medio sintético de jugo de cafia por accion del alfa-amilasa.

Por ultimo, se realiz6 el analisis de desviacién promedio absoluta (AAD) que se
utilizé para una mejor evaluacion del modelo propuesto, obteniendo un AAD de
13.185% con respecto a la concentracion de maltosa (Anexo 8).

Segun Bass y Boyaci (2007) la evaluacion de los valores de R? y AAD juntos es
una mejor manera de comprobar la precision del modelo. R? debe ser cerca de 1.0
y el AAD entre los datos pronosticados y observados debe ser lo més pequefio
posible. Los valores de los valores R2 y AAD significan que la ecuacion del modelo
define el verdadero comportamiento del sistema y puede ser utilizado para la
interpolacion en el dominio experimental.

Teniendo en cuenta que obtuvimos un R? de 0.659945 y un AAD de 13.19%

podemos concluir que es posible determinar el punto estacionario usando RSM pero
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no significa que todos los puntos estacionarios sean dptimos para la reaccion

enzimaética (Bass y Boyaci, 2007).

4.2.2.2. Andlisis de porcentaje de hidrolisis

En la siguiente seccion se evalud independientemente como variable de respuesta
la hidrolisis en porcentaje con respecto a la concentracion de enzima y tiempo de
reaccion.

En la tabla 12 encontramos el anélisis de varianza (ANOVA) donde se particiona
la variabilidad de la variable de respuesta (porcentaje de hidrolisis) en piezas
separadas para cada uno de los efectos y asi probar la significancia estadistica de
cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error
experimental.

En este caso, ningun efecto tiene un valor-P menor que 0.05, indicando que no
existe significancia (con un nivel de confianza del 95.0%) en las variables
independientes ni entre las interacciones de los factores sobre el porcentaje de la

hidrolisis de la enzima alfa — amilasa de B. Licheniformis a 90°C.

Tabla 12. Analisis de varianza para porcentaje de hidrolisis del medio sintético de jugo
de cafa por alfa amilasa

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n-  Valor-
Cuadrados Medio F P

A:Concentracion de enzima 246.586 1 246.586 1.72 0.2466
B:Tiempo de reaccion 0.355445 1 0.355445 0.00 0.9622
AA 730.697 1 730.697 5.10 0.0735
AB 110.25 1 110.25 0.77 0.4206
BB 637.508 1 637.508 4.45 0.0887
Error total 716.553 5 143.311

Total (corr.) 2132.0 10
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Para este analisis obtenemos un R? de 0.663906 que expresa el modelo ajustado,
esto explica que el 66.3906% de la variabilidad en porcentaje de hidrolisis del

almidon en el medio sintético de jugo de cafa.

El diagrama de Pareto muestra los valores absolutos de los efectos estandarizados
desde el efecto mas grande hasta el efecto mas pequefio. Los efectos estandarizados
son estadisticos t que prueban la hipétesis nula de que el efecto es 0. El diagrama
también muestra una linea de referencia para indicar cuales efectos son

estadisticamente significativos.

En la figura 27 se muestra el diagrama de Pareto donde se grafica las estimaciones
en orden decreciente para cada uno de los efectos estimados y las interacciones con
respecto al porcentaje de hidrolisis, en el cual evidenciamos lo antes mencionado,
que ninguno de los efectos ni sus interacciones fueron significantes.

En la figura 27 observamos que el efecto que influyo mas sobre el porcentaje de
hidrolisis fue la concentracion de enzima (efecto cuadréatico) y el de la menos

influencia fue tiempo de reaccion (efecto lineal), pero ambas no significantes.
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A:Concentracion de enzima
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Efecto estandarizado

Figura 27. Diagrama de Pareto de efectos estimados e interacciones para el porcentaje de hidrolisis en el
medio sintético de jugo de cafia



Por lo tanto, la ecuacién de regresion que se ha ajustado a los datos para la respuesta
porcentaje de hidrolisis de almiddn por alfa-amilasa en el medio sintético de jugo

de cafia es la siguiente:

% de Hidrolisis = -311.451 + 0.660736*Concentracion de enzima +
11.8214*Tiempo de reaccion - 0.000363082*Concentracion de enzima? -
0.00423729*Concentracion de enzima*Tiempo de reaccion -
0.216838*Tiempo de reaccion®

En donde cada una de las variables mantiene sus unidades originales que seria %
para la hidrolisis, ppm para concentracion de enzima y minutos para el tiempo de

reaccion.

En la tabla 13 muestra la combinacion de los niveles (bajo, alto y 6ptimo) de los
factores (concentracion de enzima y tiempo de reaccion) la cual maximiza el

porcentaje de hidrolisis obteniendo como valor 6ptimo calculado 66.7331%.

Tabla 13. Valores de los niveles de los factores con respecto al porcentaje de

hidrolisis
Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion de enzima 499.684 1000.32 796.222
Tiempo de reaccion 10.1005 29.8995 19.4804

En las figuras 28 y 29 visualizamos graficamente las respuestas ajustadas al modelo
de regresion propuestas para el porcentaje de hidrolisis entre las interacciones de
las variables independientes (concentracion enzima y tiempo de reaccion) para la
hidrolisis del medio sintético de jugo de cafia por la enzima alfa-amilasa de B.

licheniformis.
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Figura 28. Superficie de respuesta para la optimizacién del porcentaje de hidrolisis del medio sintetico de jugo
de cafia por accion del alfa-amilasa.

En la figura 28 observamos la superficie de respuesta que muestra como influencia
en el porcentaje de hidrolisis la variacion de la concentracion de enzima y tiempo
de redaccion segun la ecuacion del modelo, obteniendo una surperficie que tiene
obtiene su punto mas alto (region anaranjada) aproximadamente en los puntos
medios de las variables, el cual se visualiza mas claro en la figura 29 donde la
region anaranjada representa el porcentaje de hidrolisis mayor. Sin embargo lo
planteado en esta investigacion fue lograr la hidrolisis del almidon en un 60%,
determiando como zona optima la region verde claro, obteniendo asi un rango mas
amplio los puntos optimos (dados en la tabla 13), siendo 14 a 25 minutos para el
tiempo de reaccién y de 670 a 920 ppm para la concentracionde enzima

aproximadamente.
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Figura 29. Contornos de la superficie de respuesta para la optimizacién del porcentaje de hidrolisis del medio
sintético de jugo de cafia por accion del alfa-amilasa.

Por dltimo, se realizo el analisis de AAD que se utilizé para una mejor evaluacion
del modelo propuesto, obteniendo un AAD de 13.375% con respecto al porcentaje
de hidrolisis (Anexo 8).

Teniendo en cuenta que obtuvimos un R? de 0.663906 y un DAA de 13.375%
podemos concluir que es posible determinar el punto estacionario usando RSM pero
no significa que todos los puntos estacionarios sean éptimos para la reaccion

enzimatica (Bass y Boyaci, 2007).

4.2.2.3. Andlisis de productividad

Para finalizar los analisis independientes se evalu6 como variable de respuesta la
productividad con respecto a la concentracion de enzima y tiempo de reaccion.

En la tabla 14 encontramos el analisis de varianza (ANOVA) donde se particiona
la variabilidad de la variable de respuesta (productividad) en piezas separadas para
cada uno de los efectos y asi probar la significancia estadistica de cada efecto

comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental.
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En este caso, el tiempo de reaccion (resaltado en negrita) tiene un valor-P menor
que 0.05, indicando que existe significancia (con un nivel de confianza del 95.0%)
en al menos una de las variables independientes pero no entre las interacciones de
los factores sobre productividad de la hidrolisis de la enzima alfa — amilasa de B.

Licheniformis a 90°C.

Tabla 14. Analisis de varianza para la productividad de la hidrolisis del medio sintético
de jugo de cafia por alfa amilasa

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razéon-  Valor-
Cuadrados Medio F P

A:Concentracion de enzima  0.0932552 1 0.0932552 2.08 0.2087
B:Tiempo de reaccion 0.660738 1 0.660738 14.75 0.0121
AA 0.145891 1 0.145891 3.26 0.1310
AB 0.0921122 1 0.0921122 2.06 0.2111
BB 0.0259054 1 0.0259054 0.58 0.4813
Error total 0.224041 5 0.0448082

Total (corr.) 1.21862 10

Para este andlisis obtenemos un R? de 0.816152 que expresa el modelo ajustado,
esto explica que el 81.6152 % de la variabilidad en productividad de la hidrolisis

del almidon en el medio sintético de jugo de cafia.

El diagrama de Pareto muestra los valores absolutos de los efectos estandarizados
desde el efecto més grande hasta el efecto méas pequefio. Los efectos estandarizados
son estadisticos t que prueban la hipétesis nula de que el efecto es 0. El diagrama
también muestra una linea de referencia para indicar cuales efectos son

estadisticamente significativos.

En la figura 30 se muestra el diagrama de Pareto donde se grafica las estimaciones

en orden decreciente para cada uno de los efectos estimados y las interacciones con
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respecto a la productividad de la hidrolisis, en el cual evidenciamos lo antes
mencionado, que el tiempo de reaccidn es significante

En la figura 30 observamos que el efecto que influyo mas sobre la productividad
fue el tiempo de reaccion (efecto lineal) y el de la menos influencia fue tiempo de

reaccion (efecto cuadratico).

B:Tiempo de reaccion
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A:Concentracion de enzima
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Efecto estandarizado

Figura 30. Diagrama de Pareto de efectos estimados e interacciones para la productividad de la hidrolisis en
el medio sintético de jugo de cafia

En la figura 31 observamos como influyen en la productividad cada factor
(concentracion de enzima y tiempo de reaccion) independientemente, donde se
visualiza como a medida que incrementa la concentracion de enzima aumenta la
productividad hasta cierto punto y luego comienza a decrecer, y para el caso del
tiempo de reaccion la productividad decrece marcadamente conforme aumenta el

tiempo de redaccion.
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Figura 31. Grafica de efectos principales para la productividad de la hidrolisis del medio sintético de jugo de
cafia

En la figura 32 encontramos como se comporta la productividad conforme a la
interaccion de los factores, donde vemos que para el mayor tiempo de reaccion la
productividad no muestra una gran diferencia para la variacion de concentracion de
enzima, sin embargo, para el tiempo mas corto si es notable la influencia al

aumentar la concentracion de enzima.

Tiempo de reaccion=13.

Productividad

iempo de reaccion=13.0

. g ' eaccion=>
0.42 [Tiempo de 1‘eacc1011=2?.0/_\nemp° de reaccion=27.

573.0 927.0
Concentracion de enzima

II|II._|.]|III|III|III|

|QII|III|III|IIIPIII|

Figura 32. Grafica de interaccion de los efectos principales para la productividad de la hidrolisis del sintético
de jugo de cafia
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Por lo tanto, la ecuacién de regresion que se ha ajustado a los datos para la respuesta
productividad de la hidrolisis de almiddn por alfa-amilasa en el medio sintetico de
jugo de cafa es la siguiente:

Productividad = -3.92296 + 0.0107551*Concentracion de enzima +
0.106093*Tiempo de reaccion - 0.00000513039*Concentracion de enzima? -
0.000122478*Concentracion de enzima*Tiempo de reaccion -
0.00138225*Tiempo de reaccién?

En donde cada una de las variables mantiene sus unidades originales que seria g/L*h
para la productividad, ppm para concentracion de enzima y minutos para el tiempo

de reaccion.

En la tabla 15 muestra la combinacion de los niveles (bajo, alto y 6ptimo) de los
factores (concentracién de enzima y tiempo de reaccion) la cual maximiza la

productividad obteniendo como valor 6ptimo 1.42215 g/L*h

Tabla 15. Valores de los niveles de los factores con respecto a la productividad de la

hidrolisis
Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion de enzima 499.684 1000.32 927.6
Tiempo de reaccion 10.1005 29.8995 10.1005

En las figuras 33 y 34 visualizamos graficamente las respuestas ajustadas al modelo
de regresion propuestas para la productividad entre las interacciones de las variables
independientes (concentracion enzima y tiempo de reaccién) para la hidrolisis del
medio sintetico de jugo de cafa por la enzima alfa-amilasa de B. Licheniformis a

90°C.
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Figura 33. Superficie de respuesta para la optimizacion de la productividad de la hidrolisis del medio sintético
de jugo de cafa por accidn del alfa-amilasa.

En la figura 33 observamos en la superficie de respuesta la influencia en la
productividad de la hidrolisis con respecto a la la variacion de la concentracion de
enzima y tiempo de reaccion segun la ecuacion del modelo, obteniendo que a
medida que el tiempo es menor y la concentracion de enzima mayor se produce
una productividad mas elevada (region anaranjada).

En la superfice de contornos graficado en figura 34 se visualiza como la area
optima para la productividad se encuentra en la parte inferior de color anaranjado,

por el menor tiempo de reaccion el cual resulto significante para este analisis.

28 = Productividad
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Figura 34. Contornos de la superficie de respuesta para la optimizacion de la productividad de la hidrolisis del
medio sintético de jugo de cafia por accion del alfa-amilasa.
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Por ltimo, se realiz6 el analisis de AAD que se utilizé para una mejor evaluacion
del modelo propuesto, obteniendo un AAD de 14.889% con respecto a la
productividad (Anexo 8).

Teniendo en cuenta que obtuvimos un R? de 0.816152 y un AAD de 14.889%
podemos concluir que es posible determinar el punto estacionario usando RSM pero
no significa que todos los puntos estacionarios sean Optimos para la reaccion

enzimaética (Bass y Boyaci, 2007).

4.2.2.4. Analisis de multiples respuestas de la hidrolisis del medio sintético de jugo de

cafa

Una vez que se realizé los analisis independientes para cada variable de respuesta
(concentracion de enzima, porcentaje de hidrolisis y productividad) para evaluar la
influencia de las variables independientes (concentracién de enzima y tiempo de
reaccion) sobre estas, se procedid a hacer un andlisis de multiples respuestas, donde
se evaluaron las tres al mismo tiempo.

Este procedimiento ayuddé a determinar la combinacion de los factores
experimentales que simultdneamente optimiza varias respuestas. Esto se hizo
maximizando la funcion de ‘deseabilidad’, teniendo esta un rango de cero a uno,
donde uno representa la situacion ideal y cero indica que una 0 mas respuestas estan
fuera de los limites aceptables.

La Funcion de Deseabilidad para la optimizacion de mdaltiples respuestas tiene
como objetivo encontrar condiciones operativas donde se garantice que todas las
respuestas cumplan con los criterios “deseables” establecidos por el investigador y
que proporcione un Optimo multi-respuesta que se aleje lo menos posible de las

respuestas individuales (Meyers y Montgomery, 1995)
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Las metas de cada una de las respuestas actualmente estan establecidas en la tabla

16.

Tabla 16. Deseabilidad de las variables de respuesta de la hidrolisis

Respuesta Deseabilidad  Deseabilidad Meta
Baja Alta
Concentracion de maltosa (g/L) 0.175 0.391 Maximizar
Hidrolisis (%) 35.0 78.0 Maximizar
Productividad (g/L*h) 0.435 1.537 Maximizar

Optimizar Deseabilidad

Después de transformar cada variable respuesta a unas funciones de deseabilidad
segun el criterio de optimizacion establecido en el disefio, se combinan en una
funciéon dnica (Derringer et. al, 1980) llamada Deseabilidad Global, la cual

corresponde a una media geométrica de las funciones de deseabilidad individuales.

Se hall la combinacion de factores que alcanza la ‘deseabilidad’ global optima,
obteniendo un valor 6ptimo de 0.68381.

En la tabla 17 encontramos los valores de los niveles (bajo, alto y optimo) de las
variables de respuestas evaluadas conjuntamente, dandonos como valor optimo
final una concentracion de enzima de 817 ppm y 17 minutos de tiempo de reaccién,

los cuales fueron aplicados en jugo de cafia de azUcar para su validacion.

Tabla 17. Valores de los niveles de los factores con respecto a la deseabilidad

Factor Bajo  Alto Optimo
Concentracion de enzima 499.684 1000.32 817.244
Tiempo de reaccién 10.1005 29.8995 17.1915
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En la tabla 18 visualizamos los valores predichos para las variables de respuestas,
de acuerdo a los valores Optimos de las variables independientes, los cuales seran

comparados posteriormente con los resultados obtenidos de la validacion.

Tabla 18. Valores 6ptimos predichos de las variables de respuestas

Respuesta Optimo
Concentracion de maltosa (g/L) 0.327647
Hidrolisis (%) 65.642
Productividad (g/L*h) 1.13469

En las figuras 35 y 36 observamos las respuestas ajustadas al modelo de regresion
propuestas para la deseabilidad (de la maximizacién de las variables dependientes)
dadas por las interacciones de las variables independientes (concentracion enzima
y tiempo de reaccion) para la hidrolisis del medio sintetico de jugo de cafia por la

enzima alfa-amilasa de B. Licheniformis a 90°C.
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Figura 35. Superficie de respuesta para la optimizacion de la deseabilidad de las variables de respuesta de la
hidrolisis del medio sintético de jugo de cafia por accion del alfa-amilasa.
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Figura 36. Contorno de la superficie de respuesta para la optimizacion de la deseabilidad de las variables de
respuesta de la hidrolisis del medio sintético de jugo de cafia por accién de la alfa-amilasa.
4.3.Validacion de las condiciones ambientales optimas utilizando el jugo de cafia de
azucar
4.3.1. Obtencidn del jugo de cafia encalado
Después de extraer el jugo de cafia de azucar se procedio al encalado para eliminar
las impurezas y obtener el pH adecuado para la reaccion (cabe mencionar que se
encuentra en el rango del proceso que usualmente se utiliza en la industria),

finalmente se analizo las caracteristicas fisicoquimicas expresadas en la tabla

Tabla 19. Caracteristicas fisicoquimicas del jugo de cafia de azUcar encalado

CARACTERISTICA RESULTADO
pH 7
brix 18° Brix
Sacarosa (pol) 17.2%
Almidén 0.6 g/L
Azucares reductores 8.5¢/L

4.3.2. Hidrolisis enzimatica con los parametros optimos en jugo de cafia
Después de haber obtenido las condiciones ambientales Optimas se realizd la
hidrolisis en el jugo de cafia con una concentracion de enzima alfa-amilasa de

817ppm por 17 minutos a una temperatura de 90°C. Todo esto se realizé en un mini-
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reactor con un volumen de medio de 30mL, donde se analizaron las caracteristicas
fisicoquimicas del hidrolizado y las variables de respuesta estudiadas obteniendo

los siguientes resultados:

Tabla 20. Caracteristicas fisicoquimicas del jugo de cafia hidrolizado

CARACTERISTICA RESULTADO
pH 7.2
brix 20° Brix
Sacarosa (pol) 22.7%
Azucares reductores 8.8 g/L

Tabla 21. Variables de respuesta de la hidrolisis enzimética del almidon en el jugo de
cafia de azUcar con los valores 6ptimos.

VARIABLE DEPENDIENTE RESULTADO

Concentracion de maltosa (g/L) 0.380
Hidrolisis (%) 73.09
Productividad (g/L*h) 1.341

En la figura 37 visualizamos la comparativa de las caracteristicas fisicoquimicas del
jugo de cafa antes y después de la hidrolisis, en donde resalta el aumento de
sacarosa y °Brix, y el aumento de azucares reductores en menor cantidad lo cual
puede causarse por la hidrolisis u otros factores que producen azucares reductores

como la hidrolisis de dextranos que es un problema usual con la cafia de azUcar.

Azucares reductores _ g
Sacarosa (pol) v i

.
brix 20

pH P 7.2

m Despues ® Antes

Figura 37. Caracteristicas fisicoquimas antes y despues de la hidrolisis del almidén en el jugo de cafia.

92



Una vez habiéndose validado en el jugo de cafia encalado los valores dptimos
obtenidos a partir del anélisis del DCCR en el medio sintético de jugo de cafa, se
lograron los resultados mostrados en la tabla 21, en donde podemos observar la
comparativa en la figura 38 que la concentracion de maltosa, el porcentaje de
hidrolisis y productividad fueron superiores en comparacion a los valores predichos
por el software en la tabla 19, donde se obtuvo 0.328 g/L, 65.64% y 1.341 g/L*h

respectivamente.

1.600
1400 1.341
1.200
1.000
0.800 0.656

0.600
0.38
0.400 0.328

0.000

Concentracion de Hidrolisis (%) Productividad (g/L*h)
maltosa (g/L)

1.135

0.7309

m Calculado = Validacion

Figura 38. Variables dependientes obtenidad por el software y en la validacién con jugo de cafia de azlcar

Otras investigaciones reportan un porcentaje de hidrolisis del almidon por accion
de alfa amilasa en jugo de cafia como: 65% (Namer, Perez, Davila y Rivas, 1988),
74% (Eggleston y Montes, 2009), y 78% (Eggleston, Montes, Antoine y Stewart,
2010) y 85% (Jiménez, 2017), por lo que nos indica lo obtenido en este trabajo se

encuentra entre valores similares.
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Finalmente, en esta investigacion se logré hidrolizar el almidon del jugo de cafia en
un 73.09%, donde se inici6 con una concentracion de almidon de 520.55 ppm
alcanzando a reducirlo hasta 140.45 ppm, el cual se encuentra por debajo del limite
(< 200ppm) de concentracion de almiddn donde se reportan problemas en el proceso
(Jiménez et al., 2016). Siendo asi el porcentaje de la hidrolisis superior a lo

planteado en la investigacion, el cual fue de un 60%.
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V. CONCLUSIONES

Los valores de la actividad del preparado enzimético de alfa-amilasa de Bacillus
licheniformis fue de 26.48 U/ml y de sus parametros cinéticos Km =5.82 g/L y Vm

= 0.30 g/L*min,

Los valores de las condiciones ambientales Optimas para la hidrdlisis de almidon
del medio sintético de jugo de cafia de azucar fueron: concentracion de enzima de

817 ppm y tiempo de reaccion de 17 minutos a una temperatura de 90°C.

Las caracteristicas fisicoquimicas del jugo de cafia de azucar encalado fueron pH 7,

18°Brix, 17.2% de sacarosa, 600 ppm de almidon y 8.5¢/L de azlcares reductores.

El tratamiento a las condiciones ambientales optimas del jugo de gafia encalado
resulto con una hidrolisis del 73% de almidén contenido en el jugo de cafia de
azUcar, obteniendo una concentracion de maltosa de 0.380 g/L y una productividad

de 1.341 g/L*h

Las caracteristicas fisicoquimicas del jugo hidrolizado de cafia de azlcar tratado

presentaron pH 7.2, 20°Brix, 22.7% de sacarosa y 8.8 g/L de azlcares reductores.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar los andlisis fisicoquimicos al jugo de cafa recién extraido lo mas

rapido posible, para evitar que se altere la calidad del jugo.

Mantener el medio en el biorreactor en constante agitacion para evitar errores

al tomar muestras.

Realizar un escalamiento del presente estudio, para analizar si es factible su

implementacién en el proceso.

Realizar otros estudios del porqué la enzima alfa-amilasa Bacillus
Licheniformis no responde al método USDA Research Method, siendo este el

mas apropiado para la determinacién de almidon.
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VIILI.

ANEXOS

ANEXO 1: Ficha técnica de enzima alfa amilasa de Bacillus Licheniformis

1> SIGMA

3050 Spruce Sireet
Siaind Lowis, Missour 63103 LSA
Telephone BI0-126-EEL2 + (314) TT1-6766
Fax (314) 286-TH2E
amail: techsery @ =ial. com
sigmaraldrich.com

a-Amylase
from Bacillus globigii (Bacillus licheniformis)

Product Number A 3403
Storage Temperature 2-8 *C

Product Description

Enzyme Commission (EC) Number: 3.2.1.1
CAS Number: 9000-85-5

Molecular Weight: 62 kDa (SD 5-PAGE).

This product has a pH range for activity of 5-9 with the
optimal pH range of 7-9. It is stable between pH 7 and
10 and is stable from 40 to 60 *C at pH 7. Maximal
activity was displayed at 90 "C and 60% of activity
remained at 100 °C."

w-Amylase hydrolyzes the o-{1,4) glucan linkages in
polysaccharides of three or more o-(1,4) linked D-
glucose units. The o=(1,6) bond is not hydrolyzed.
Starch or glycogen, the “natural® substrates, can be
replaced to a limited extent by low molecular weight
compounds.?

The product is supplied as a saline sucrose solution
containing 10-50 mg/ml protein (Biuret).

Precautions and Disclaimer
For Laboratory Use Only. Mot for drug, household or
other uses.

Productinformation

Storage/Stability

This enzyme maintains over 98% of activity after
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100% of activity after storage for 1 hour at 91 °C.*
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ANEXO 2: Determinacion de curva de calibrado de maltosa por DNS

Tabla 22: Valores de absorbancia para diferentes concentraciones de maltosa

N°de  Vol.Sol. Vol. Agua Concentracion ABSORBANCIA
Tubos  Standar (uL) (g/L) 1 2 3 Promedio
(1)
1 500 0 1 0.367 0.364 0.363 0.365
2 400 100 0.8 0.287 0.286 0.288 0.287
3 300 200 0.6 0.205 0.209 0.203 0.206
4 200 300 0.4 0.132 0.121 0.118 0.124
5 100 400 0.2 0.059 0.05 0.054 0.054
6 50 450 0.1 0.021 0.011 0.014 0.015
7 0 500 0 0 0 0 0.000
0.400
L 4
0.350 y = 0.3754x - 0.0161
R2=0.996
0.300 »
0.250 :
Ko
£ 0.200 .
2
2 0.150
< R
0.100
0.050 el
0.000 4.
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-0.050

Concentracion (g/L)

Ecuacion de la curva de calibrado lineal ajustado:

Abs = 0.3754 * Concentracion maltosa — 0.0161
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ANEXO 3: Curva de calibrado de almidon (USDA Starch Research method)

Tabla 23: Valores de absorbancia para diferentes concentraciones de almidén

N°de  Vol.Sol. Vol. Agua Concentracion ABSORBANCIA
Tubos  Standar (uL) (g/L) 1 2 3 Promedio
(1)
1 1800 1200 600 1.045 1.06 1.04 1.048
2 1500 1500 500 0.954 0.957 0.929 0.947
3 1200 1800 400 0.687 0.699 0.703 0.696
4 900 2100 300 0.536 0.526 0.527 0.530
5 600 2400 200 0.383 0.364 0.362 0.370
6 300 2700 100 0.216 0.215 0.215 0.215
7 0 3000 0 0 0 0 0.000
1.200
y =0.0018x + 0.015 .
1.000 R2=0.9946 =
« 0.800
e e
®©
2 0.600
2 -l
o] ot
< 0.400
0.200 L
0.000
0 100 300 400 500 600 700

Concentracion (g/L)

Ecuacidn de la curva de calibrado lineal ajustado:

Abs = 0.0018 * Concentracion maltosa — 0.015
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ANEXO 4: Pruebas preliminares de la enzima alfa amilasa de Bacillus Licheniformis

Temperatura Optima

Tabla 24: Valores de actividad enzimética en funcion a la temperatura

Temperatura Actividad

(°C) UI/ml)

60 43.49

70 52.58

80 55.34

90 76.69

100 35.97
pH Optimo

Tabla 25: Valores de actividad enzimatica en funcion al pH

pH Actividad
(Ul/ml)
6 18.78
6.5 46.05
7 48.43
7.5 45.07
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ANEXO 5: Determinacién del rango de linealidad de la enzima alfa amilasa de Bacillus
Licheniformis

Tabla 26: Produccion de maltosa en funcion al tiempo con enzima diluida 1:500

Tiempo Absorbancia Concentracion Concentracion

(min) maltosa (g/L) corregida

(9/L)
0 0.081 0.272 0.291
5 0.107 0.341 0.365
10 0.115 0.362 0.387
15 0.122 0.382 0.408
20 0.125 0.390 0.417
30 0.144 0.441 0.472

Tabla 27: Produccion de maltosa en funcion al tiempo con enzima diluida 1:200

Tiempo Absorbancia Concentracion Concentracion

maltosa (g/L) corregida

(g/L)

0 0.104 0.333 0.357
5 0.130 0.404 0.432
10 0.136 0.418 0.447
15 0.141 0.432 0.462
20 0.146 0.446 0.477
30 0.155 0.470 0.503

Tabla 28: Produccion de maltosa en funcion al tiempo con enzima diluida 1:100

Tiempo Absorbancia Concentracion Concentracion

maltosa (g/L) corregida

(g/L)
0 0.137 0.422 0.452
5 0.152 0.462 0.495
10 0.170 0.511 0.547
15 0.185 0.550 0.588
20 0.199 0.589 0.630
30 0.236 0.688 0.736
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Tabla 29: Produccion de maltosa en funcién al tiempo con enzima diluida 1:50

Tiempo Absorbancia Concentracion Concentracion

maltosa (g/L.) corregida

(g/L)
0 0.156 0.473 0.506
5 0.171 0.513 0.549
10 0.187 0.556 0.595
15 0.205 0.605 0.647
20 0.216 0.634 0.679
30 0.238 0.694 0.742

Tabla 30: Produccion de maltosa en funcién al tiempo con enzima diluida 1:25

Tiempo Absorbancia Concentracion Concentracion

maltosa (g/L) corregida

(g/L)
0 0.169 0.508 0.544
5 0.224 0.656 0.702
10 0.228 0.667 0.714
15 0.233 0.679 0.726
20 0.241 0.702 0.751
30 0.248 0.720 0.771
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ANEXO 6: Determinacion de parametros cinéticos de la enzima alfa amilasa de
Bacillus Licheniformis

Tabla 31: Produccion de maltosa en funcién a las de las diferentes concentraciones de

sustrato
Absorbancia Concentracion Concentracion
maltosa corregida
Concentracion 1 2 1 2 1 2 Promedio
Sustrato (g/L) (g/L)
0.1 0.013 0.012 0.089 0.086 0.098 0.095 0.097
0.2 0.062 0.062 0.220 0.220 0.244 0.244 0.244
0.3 0.083 0.080 0.277 0.269 0.306 0.297 0.301
0.4 0.105 0.089 0.336 0.293 0.371 0.324 0.348
0.5 0.115 0.138 0.363 0.425 0.401 0.469 0.435
0.6 0.176 0.171 0.527 0.513 0.582 0.567 0.575
0.7 0.176 0.183 0.527 0.546 0.582 0.603 0.593
0.8 0.216 0.211 0.634 0.621 0.701 0.686 0.694
0.9 0.238 0.219 0.694 0.642 0.766 0.710 0.738
1 0.26 0.260 0.753 0.753 0.832 0.832 0.832

Tabla 32: Velocidad de reaccion en funcion de la concentracién de sustrato para el
diagrama de Lineweaver- Burk

Concentracion  Concentracion  Velocidad 1/S iAY

Sustrato (g/L) maltosa (g/L) (g/L*m)
0.1 0.097 0.0048 10.00 207.170
0.2 0.244 0.0122 5.00 82.110
0.3 0.301 0.0151 3.33 66.335
0.4 0.348 0.0174 2.50 57.547
0.5 0.435 0.0218 2.00 45,959
0.6 0.575 0.0287 1.67 34.796
0.7 0.593 0.0296 1.43 33.750
0.8 0.694 0.0347 1.25 28.835
0.9 0.738 0.0369 1.11 27.095
1 0.832 0.0416 1.00 24.047
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ANEXO 7: Desarrollo matematico de las ecuaciones obtenidas en la optimizacién de las
condiciones ambientales de hidrolisis enzimatica del almiddn en el medio sintético del
jugo de cafa.

Ecuacién de concentracion de maltosa

Cm=-1.53923 + 0.00326327*Ce + 0.058919*Tr - 0.00000179613*Ce? -
0.0000207829*Ce*Te - 0.00108717*Tr?

Cm: Concentracion de maltosa
Ce: Concentracion de enzima
Tr: Tiempo de reaccién

Derivada parcial Cm/dCe  0.00326327 — 0.00000359226Ce — 0.000020783Tr =0 ...... (1)
Derivada parcial Cm/dTr 0.058919 — 0.0000207829Ce — 0.00217434Tr=0 ...... (2)

1Ce +5.7856653Tr = 908.4169854 ...... 3)
1Ce + 104.621588Tr = 2834.974907 ...... 4)

98.8361214Tr = 1926.557922

Tr =19.49244764 minutos
Ce =795.644082 ppm

Ecuacion de % de Hidrolisis

H=-311.451 + 0.660736*Ce + 11.8214*Tr - 0.000363082*Ce? - 0.00423729*Ce*Tr -
0.216838*Tr?

H: Porcentaje de hidrolisis
Ce: Concentracion de enzima
Tr: Tiempo de reaccién

Derivada parcial Cm/dCe  0.660736 — 0.000726164Ce — 0.00423729Tr =0 ...... (1)
Derivada parcial Cm/dTr 11.8214 — 0.00423729Ce — 0.433676Tr =0 ...... (2)

1Ce + 5.83516947Tr = 909.8991412 ...... 3)
1Ce + 102.347491Tr = 2789.849172 ...... “)

96.5123215Tr = 1879.950031

Tr =19.47886034 minutos
Ce =797.2366902 ppm
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ANEXO 8: Analisis de desviacién promedio absoluta

Tabla 33: Analisis de desviacion promedio absoluta de concentracion de maltosa

Corrida Vz.:llor Valor |yiexp.- Yical| AAD
experimental calculado Yiexp
1 0.251 0.220 0.122
0.333 0.274 0.177
3 0.186 0.225 0.208
4 0.197 0.179 0.093
5 0.391 0.330 0.157
6 0.200 0.256 0.278
7 0.196 0.218 0.110
8 0.175 0.168 0.038
9 0.223 0.222 0.006
10 0.264 0.330 0.249
11 0.334 0.330 0.013

Y = 1.450 13.185

Tabla 34: Analisis de desviacion promedio absoluta de porcentaje de hidrolisis

Corrida Vglor Valor |yiexp_- Yical| AAD
experimental calculado Yiexp
1 50 44 0.118
2 67 55 0.179
3 37 45 0.218
4 39 35 0.092
5 78 66 0.154
6 40 51 0.278
7 39 43 0.115
8 35 33 0.045
9 45 44 0.012
10 53 66 0.245
11 67 66 0.015

= 1.471 13.375
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Tabla 35: Analisis de desviacion promedio absoluta de productividad

Valor Valor [Yiexp - Yical|

Corrida . _ AAD
experimental calculado Yiexp
1 0.557 0.430 0.229
1.537 1.308 0.149
3 1.115 1.260 0.130
4 0.590 0.515 0.127
5 1.173 0.989 0.157
6 0.599 0.821 0.370
7 0.435 0.517 0.189
8 0.808 0.789 0.024
9 0.446 0.447 0.003
10 0.793 0.989 0.248
11 1.002 0.989 0.013

2= 1.638 14.889
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ANEXO 9: Desarrollo del trabajo de investigacion

Figura 39: Hidrdlisis enzimatica del medio
sintético de jugo de cafia.

e

Figura 40: Ensayo para la curva de calibrado del
DNS
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Figura 41: Extraccion de jugo de cafia de azUcar
mediante trapiche

Figura 42: Andlisis de °Brix al jugo de cafia de
azucar

Figura 43: Analisis de pH al jugo de cafia de azucar
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Figuf 45: Encalado del jﬁgo de
cafa de azUcar

Figura 46: Medicion por
espectofotdmetro
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Figura 44: Sonificacién del
jugo de cafia de azucar



