Estudio cinético de la hidrolisis enzimatica
de almidon de papa’

Kinetic study of enzymatic hydrolysis of potato starch

RESUMEN

A lo largo del articulo se describe el estudio cndtico de la hidrdlisis
enzimatica del almiddn de papa utilizande enzimas en forma soluble de la
firma fabricante Novo Nordisk. Para ello se efectuaron diversos ensayos,
divididos en cuatro grupos: estudio del tiempo de reaceidn, con el cual
fue posible disminuir su duracicn de 48-72 horas reportadas por la litera-
tura, a 16 haras, con niveles de productividad comparables; seleccian del
conjunto de enzimas que s van a utilizar en e cual se evaluaron diversos
tipos —BAM v Termamyl como alfa-amilasas en a etapa de dextrinizacian, y
AMG, Promozyme y Fungamy para la reaccidn de sacarificacion-, identifi-
cando aquellas que presentaran mejor desemperio en la hidroliss,

e optimizaron las condiciones de reaccidn para las dos etapas del pro-
ceso: dextrinizacion y sacarificacién, Para la primera se estudiaron la do-
sis enzimatica, la concentracian de cofactor cakdio, el pH, la temperatura
y la velocidad de agitacion, mientras que para la sacarificacion se con-
templaron la relacidn de enzimas, el pH y la velocidad de agitacion; este
ultimo parametro reporto valores sin antecedentes en |a literatura, 60
rpum. y 30 rp.m. para la primera y sequnda reacciones, respectivamente.
Con las condiciones optimizadas se realiz0 por (fimo k dnética de Michaelis
Menten, variando el sustrato de 10-50%P/\, obteniéndose los pardmetros
cinéticos km y Vmdx, para cada reaccin, encontrande un modelo dnético
atorde con las condidones bocales de trabajo, capaz de explicar la con-
wversion del almiddn de papa a jarabe de ghecosa y logrando equivalentes
de dextrosa de 96 al final de la reaccion, que se encuentran dentro del
rango maximo reportado en la literatura (94-98).

Para la realizacion de los ensayos se construyd previamente un equipo
de laboratorio tipo banco, capaz de reproducir y mejorar condiciones de
|a teratura, comirtiéndose en una herramienta atil v confiable para rea-
lizar ensayos con buenos resultados,
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This article describes the kinetic study of potato starch enzymatic hydrolysis
using soluble enzymes (Novo Nordisk). Different assays divided into four
groups were used: reaction time (with which it was possible to reduce the
48-72 hour duration reported in the literature to 16 hours with compara-
ble productivity levels); selecting the set of enzymes to be used (different
types were evaluated -BAN and Termamyl as alfa-amylases during
dextrinisation stage, and AMG, Promozyme and Fungamyl for sacarification
reaction- identifying those presenting the best performance during
hydrolysis).

Reaction conditions were optimised for the process’s two stages
(dextrinisation and sacarification). Enzyme dose, calcum cofactor
concentration, pH, temperature and agitation speed were studied for the
first stage. Enzyme ratio, pH and agitation speed were studied for
sacarification; the latter parameter reported values having no antecedents
in the literature (60 rpm and 30 rpm for first and second reactions,
respectively), Michaelis Menten kinetics were calculated once conditions
had been optimised, varying substrate from 10%-50% PV, obtaining km
and Vmax kinetic parameters for each reaction. A kinetic model was found
according to local working conditions which was able to explain potato
starch comversion to glucose syrup, achieving 96 dextrose equivalents by
the end of the reaction, being well within the maximum range reported in
the literature (94-98).

Laboratary equipment was constructed prior to carrying oul assays which
was able to reproduce and improve the conditions reported in the literature,
making it a useful, refiable tool for use in assays returning good results,

KEY WORDS
Enzymatic hydrolysis, starch, glucose syrup, kinetics, dextrinisation,
sacarification.
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a utilizacion de las enzimas en procesos indus-

triales biotecnologicos adquiere cada vez mayor

importancia en la medida en que se requieren
nuevos y mejores productos destinados a satisfacer ne-
cesidades y mercados altamente exigentes. En el pais,
sectores como panaderia, cerveceria, detergentes, vi-
nos y zumos de frutas estan desarrollando ampliamen-
te las bondades de la tecnologia enzimdtica, mientras
que otros, como la hidrolisis del almidon, presentan una
aplicacién minima pese a la disponibilidad comercial de
las enzimas, su eficiencia, especificidad, comodidad, eco-
nomia y demanda actual de la industria alimentaria.

Los hidrolizados enzimaticos surgen de la necesi-
dad de sustituir ciertas materias primas para ofrecer
productos de gran competitividad que generen diver-
sas opciones en el mercado; sus aplicaciones —jarabes
con azlicares de mayor poder de disolucién, sustancias
en la preparacion del color caramelo que aportan resis-
tencia a la decoloracién térmica, dan cuerpo, acentian
los sabores a frutas y mejoran el color y las texturas—,
asi como la existencia de un mercado potencial, son
algunas de las razones por las cuales cobran importan-
cia hoy en dia.

Gonzilez y Castellanos (2000), al estudiar la inci-
dencia del analisis de mercados en el desarrollo de la
ingenieria de enzimas en Colombia, afirmaron que existe
en el pais una demanda fuerte de jarabes de glucosa,
abastecida en su totalidad por mercados internaciona-
les: «De los estudios se concluye que en Colombia ac-
tualmente los mercados de glucosa, jarabe de glucosa,
la combinacion de los anteriores y glucosa con todos
los jarabes estan en crecimiento (5,1%, 0,29, 5,95%
¥ 1,57%, respectivamente), el mercado de jarabe in-
vertido se esta reactivando. Por lo que se recomienda
la produccion de glucosa y su jarabes (Gonzalez y Cas-
tellanos, 2000).

Por esto se ha visto la necesidad de estudiar el desa-
rrollo de alternativas de ingenieria para la produccién
en Colombia de los hidrolizades enziméticos, dirigidos
a procesos que se adecuen a las necesidades del pais y
puedan implementarse en la industria nacional.

Para establecer un proceso estructurade, con miras
ala produccion industrial de jarabes, es necesario con-
templar el estudio de condiciones y parametros de ob-
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tencion adecuados para el entorno colombiano. En di-
versas partes del mundo se han realizado investigacio-
nes enfocadas a encontrar modelamientos especificos
que describen el comportamiento de las reacciones
enzimaticas involucradas, desarrollando metodologias
capaces de mejorar y optimizar la produccion de estos
jarabes.

En el pais se han realizado trabajos sobre el aprove-
chamiento de harinas y almidones mediante la utiliza-
cion de enzimas para la generacion de nuevos produc-
tos, realizando importantes aportes para la elaboracién
de jarabes de glucosa, que son la base de este estudio;
sin embargo, no se ha llegado a un modelamiento es-
tructurado que permita establecer, entre otros, los
parametros cinéticos con el fin de disenar equipos don-
de se lleven a cabo las reacciones de hidrélisis enzimatica.

En el articulo se resume el estudio de las reacciones
en la hidrolisis enzimatica del almidén —dextrinizacion
y sacarificacion— hasta su conversién en glucosa, segui-
do de un analisis cinético detallado, para culminar con
la presentacion del modelamiento tedrico.

Materias primas

Para efectuar la hidrélisis enzimitica del almidén se tomé
como materia prima el almidén de papa, con el propo-
sito de aprovechar los subproductos de la industria de
procesamiento de papa.

Los ensayos se realizaron con enzimas especificas
para dextrinizacion y sacarificacion provistas por
Coldoenzimas, empresa distribuidora en el pais de la
marca Movo Mordisk. Para la etapa de dextrinizacién
se utilizaron dos enzimas de tipo o-amilasa, BAN y
Termamyl, las cuales hidrolizan endoliticamente los en-
laces glucosidicos - |-4). En la sacarificacion se utili-
zaron tres enzimas: AMG (glucoamilasa), Promozyme
y Fungamyl. La primera es de tipo glucoamilasa, que
cataliza la hidrolisis de los enlaces o-{|-4) mediante la
remocién de unidades de glucosa a partir de una molé-
cula no terminal reducida. Promozyme es una enzima
desramificante que cataliza la hidrélisis de los enlaces
-(1-6) en pululan y amilopectina, mientras que Funga-
myl es una wi-amilasa, capaz de hidrolizar los enlaces o-
(I-4) en amilosa y amilopectina.
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Estiomg cmgnco DE LA HIDROLISIS EXTIMATICA DE ALMIDON DE PAPA

Otros reactivos. La fuente de iones calcio que se
uso como cofactor para las enzimas dextrinizantes fue
CaCl,.2H,0, en tanto que las soluciones buffer utiliza-
das en la hidrdlisis se prepararon con NaHPO, 2H O
0,2 M y acido citrico 0,1 M; estas soluciones se ajusta-
ron en el rango de pH requerido para trabajar los ensa-
yos, mezclandolas en cantidades diferentes.

Procedimiento experimental

Diversas fuentes bibliograficas (Chica, 1996; Benavidez
et al., 1983; ) y la casa fabricante de las enzimas (Novo
Mordisk) recomiendan un proceso de obtencion de ja-
rabes de glucosa y maltosa por via enzimatica en dos
etapas. Con base en esta informacion se tomo el si-
guiente procedimiento generalizado para llevar a cabo
en el laboratorio. Es de aclarar que las condiciones de
operacion referenciadas se sometieron posteriormen-
te a un proceso de optimizacion:

El almidén de papa se licuefactd inicialmente bajo la
accién de las enzimas dextrinizantes, dispersandolo en
agua y formando una solucion de 35%p/v en un volu-
men de solucién de 100 ml; luego se adiciond la canti-
dad de iones calcio (como solucion de CaCl,) y se ajus-
té el pH a 6,2 con la solucién buffer (fosfato 4cido de
sodio 0,2 M y acido citrico 0,1 M). Una vez ajustado el
pH, se adicion6 la enzima dextrinizante diluida (BAM o
Termamyl), se calentd la solucién a temperatura de 85-
95 *C con agitacién constante y se dejd actuar por un
periodo de 2-4 horas, manteniendo constantes las con-
diciones. Al cabo de este tiempo se detuvo la accién
enzimdtica mediante adicion de HCI 0,1 N para bajar el
pH dela solucién a 4,5, y luego se dejd enfriar hasta una
temperatura de 60 “C. Posteriormente se adicionaron
las enzimas sacarificantes y se dejaron actuar por un
periodo de 48 a 72 horas (tiempo referenciado por
MNovo Nordisk), con agitacion constante y temperatura
de 60 °C. Una vez pasado el tiempo de reaccidn se ele-
vo la temperatura a B0 °C para inactivar la enzima.

Paralelamente se tomaron muestras de la solucién
en los tiempos de reaccién de la dextrinizacién y sacarifi-
cacion, para realizar un seguimiento por medio de la
cantidad de azlcares reductores formados. Las condi-
ciones utilizadas en este procedimiento no son las opti-
mas, pero para esto se realizé un ensayo de optimizacion
de variables de cada etapa del proceso, posteriormente.

al 35% piv

Preparacion de 100 mi de solucion de almi

CaClz: (0,1 M)en .
solucion

Ajuste de pH canlsolmm bufer

Enzimas BAN o
Termarmyl
diluidas* r l
Calentamiento de B5 o 95 "C (dependiendo
de la enzima utilizada, BAN o Termamyl) y
agitacion constante por 2-4 horas
Ajuste de pH 4,2 (inactivacion) y
enfriamiento a 60 “C
Adicidn de
AMG y Promozyme >
o Fungamyl*
Reaccion con agitacion y temperatura (60
constante 48-72 horas
Calentar por 20 minutos a 80 °C
(inactivaciin)
Figura 1. Procadimiento experimental.

Para la deteccion de azicares reductores se contd con
el méredo analitico de Somogyi - Nelson, el cual se so-
metio a una estandarizacién previa en el laboratorio de
bioquimica de la planta piloto para adaptarlo a las con-
diciones propias de los reactivos empleados. La detec-
cién de glucosa se realizéd por el método enzimatico de
glucosa oxidasa peroxidasa, de acuerdo con las condi-
ciones recomendadas por |a firma Biomérieux, distri-
buidora de la enzima.

Determinacion del equivalente de dextrosa. El
grado de hidrdélisis de un almidén se expresa, general-
mente, en funcién del equivalente de dextrosa (ED), el
cual esta directamente relacionade con la cantidad de
grupos reductores libres o azicares reductores presen-
tes en ese almidén. Generalmente, la literatura reporta
resultados de conversion de almidones mediante este
método y el presente caso no puede ser la excepcion.
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El ED se determind por la siguiente ecuacion (Benavidez
etal., 1983):

ED = (AR/PM) x 100

donde AR es la cantidad de azicares reductores pre-
sentes en la muestra, determinados por el método de
Somogyi -Nelson y expresados en g/ml. PM es el peso
de la muestra seca en gramos.

En el desarrollo de la fase experimental, se identifica-
ron las variables de interés para determinar las condi-
ciones de proceso: tiempo de reaccidn, seleccion del
conjunto de enzimas, temperatura, pH, dosis enzimatica,
concentracion de iones calcio, velocidad de agitacion,
concentracion de sustrato. Debido a la cantidad de va-
riables, se necesitd dividir los ensayos en cuatro gran-
des grupos y estudiar las dos reacciones de manera in-
dependiente; una vez analizadas las condiciones de la
dextrinizacién, se procedid a estudiar la sacarificacion.
Por tanto, el disefio de experimentos se dividio en:
* Estudio del tiempo de reaccidn
* Seleccion de conjunto de enzimas que se van a utilizar
* Eswudio de la optimizacion de las condiciones de ope-
racion
* Estudio de la cinética.

Tiempo de reaccion. Se estudié esta variable en
la reaccion de las enzimas, con el fin de poder evaluar la
posibilidad de disminuir los grandes valores reportados
en la literatura. Para estudiarlo se realizaron dos ensa-
yos en |a etapa de dextrinizacion: el primero con la en-
zima BAN y el segundo con Termamyl. Los tiempos em-
pleados como punto de partida se encuentran muy por
encima de los reportados por Benavidez en 1983 (2,5
horas) y Chica en 1996 (| hora), debido a que se reali-
26 un barrido completo y confiable que permitio esta-
blecer criterios para seguir adelante, sobre todo sabien-
do que los siguientes pasos dependen del tiempo em-
pleado en cada ensayo. De este modo, todos los ensa-
yos se demoraron hasta ocho horas, utilizando las con-
diciones promedio de la firma fabricante y haciendo ré-
plicas de los mismos.

En el estudio de sacarificacién, Nove Nordisk re-
porta tiempos de reaccidn para la conversién de
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dextrinas a glucosa de 48-72 h, utilizando las enzimas
AMG 300L, Promozyme 300L, y Fungamyl BOOL. Las
dos primeras tendientes a transformar el sustrato pre-
feriblemente a glucosa, y la tercera a maltosa y
maltodextrinas. Benavidez (1983) demostré que era
suficiente llevar a doce horas la reaccion, ya que en este
intervalo se encuentra el mayor porcentaje de azlicares
reductores y que por encima, si bien se obtienen mis
azlicares, se pierde viabilidad por altos costos energeti-
cos; para almidén de papa, Chica (1996) propuso in-
vestigar las productividades desde las 8 hasta las 72 h,
recomendando el valor de 24 h como punto 6ptimo.

Con base en estas informaciones se optd por llevar
a cabo reacciones de 72 h que permitieran conocer el
comportamiento total del sistema y arrojaran criterios
para la toma de decisién. Para este fin se utilizé BAN en
el proceso de licuefaccidn por la facilidad en su manejo
debido a que utiliza temperaturas de trabajo mis bajas
que Termamyl, y en la sacarificacion se emplearon AMG-
Promozyme. El criterio para escoger el tiempo en am-
bas reacciones fue la curva de saturacion de la enzima,
pues una vez alcanzado el nivel de saturacién la pro-
duccion no aumenta considerablemente.

Cada ensayo se realizé por triplicado, la enzima se
adiciond en solucion del 10%w/v y el CaCl, en solucién
de 0,1 M. Se utilizé el métedo de Somogyi-MNelson para
cuantificar los azdcares reductores liberados durante el
proceso de hidrolisis.

Seleccion del conjunto de enzimas que sevaa
utilizar. Cuando se estudiaron los tiempos de reaccién
optimos de cada etapa del proceso se procedio a selec-
cionar el conjunto de enzimas que se va a utilizar en la
hidrélisis enzimatica del almidén de papa. Para ello se
plantearon las opciones mostradas en la figura 2, com-
binando diferentes juegos de enzimas dextrinizantes y
sacarificantes.

La primera opcién corresponde al conjunto de
enzimas Termamyl (en dextrinizacion), AMG-Promozy-
me' (en sacarificacion).

La tercera opcién corresponde a BAN, AMG-
Promozyme, es decir, sdlo difiere con el anterior en la
enzima utilizada para la reaccion de dextrinizacién. Las

1 La ennma promazymi no es de caracber sacanficanta, soko ayuda en el proceso de
desramiicacitn de las cadenas de amiopecting enfizadas a s cadenas de amiosa
por enlaces ce-(1-6)-glucosidicos
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Sustrato

T I Dextrinizacion
ermarnmyl BAN
AMG AMG AMG AMG
* = = v Sacarificacion
Promozyme Fungamyl Promozyme Fungamvyl
Y
Opcidn 1 Opgion 2 Opcion 3 Opcion 4 *
Figura 2. Ensayos realizados para seleccionar el conjunto de enzimas que s& van a ulilizar en & hidrdlisis enzimatica de almidones

opciones 2y 4 cambian en la sacarificacion Promozyme
por Fungamyl, una enzima de cardcter flngico de ten-
dencia a transformar sustratos a maltosas, pero que des-
de el punto de vista de los aziicares reductores es im-
portante estudiar.

En todos los casos, el seguimiento de la reaccion se
realizé determinando los azicares reductores con el
método de Somogyi - Nelson. El criterio de seleccion
del conjunto de enzimas por utilizar fue el de mayor
productividad.

Optimizacién de las condiciones del proceso. Cu-
bierto el estudio de los tiempos de reaccidn y seleccio-
nado el conjunto de enzimas utilizado para la hidrélisis
enzimatica del almidon de papa, se procedio a optimizar
las condiciones de operacién tanto en el proceso de
dextrinizacion come en el de sacarificacién.

Optimizacion de las variables en la etapa de
dextrinizacién. Las variables de estudio para la
dextrinizacion fueron concentracién de cofactor calcio
expresado como cloruro de calcio, dosis enzimatica,
pH, temperatura y velocidad de agitacién. El estudio se
llevd a cabo de una manera escalonada, es decir, se
optimizd una de las variables de interés, dejando fijas
las demas; una vez definida ésta, se tomé la siguiente y
asj sucesivamente hasta llegar a la tltima. Esto se puede
apreciar mas claro en la figura 3, al igual que el orden de
estudio de las variables.

Se escogio el sistema escalonado porque éste estu-
dia el comportamiento de las variables que no presen-
tan una fuerte dependencia entre si, encontrando un
maximo o una curva (Juran, 1986), como es el caso de
las variables en la hidrdlisis enzimatica de almidones.

Ademds no tiene la misma incidencia probar distintas
concentraciones de calcio a varias velocidades de agita-
cion’ (datos dispersos sin ninguna dependencia y poca
variacién que permitan concluir algo concreto), que a
una velocidad ya optimizada encontrar la mejor dosis de
iones calcio, que reflejen productividades marcadas de
modo diferente y que sirvan como criterio de decision.
Para cada variable se tomaron 3-5 niveles —cercano
a lo recomendado por Novo Mordisk—, con el fin de
obtener una curva de producto formado vs variable, don-
de se obtuvo un maximo, es decir, un éptimo. Las cur-
vas de optimizacion se elaboraron con base en la for-
macion de azicares reductores, los cuales se determi-
naron por el método de Somogyi-MNelson, Los ensayos
se realizaron por triplicado, permitiendo mayor confiabi-
lidad de los datos y reportando el valor promedio.

Optimizacién de las variables en la etapa de
sacarificacion. Optimizadas las condiciones de reac-
cién en la etapa de dextrinizacién, se procedio a eva-
luar las de la etapa de sacarificacién; se tomd un siste-
ma escalonado, al igual que en la dextrinizacion. Las va-
riables que se evaluaron fueron pH, relacién de enzimas
sacarificantes (AMG/Promozyme) y velocidad de agita-
cion.

Los ensayos se efectuaron a la temperatura reco-
mendada por la casa fabricante’, puesto que a tempe-

2. O F Casteitanos, A. P Sinitsym, E. Yu Viasenko [1994). Optirmal conditions for
ydralyss of celldos: materials by celludases from Penicilium veruculasum.
Prik! Bioktsrm Makrobiol | 23, B, B01-809.

0 F Castellanos, A P Snitsyn, E. Yu Viasenko [1995). Evabation of hydeobsis
conditions of ceflulosic materials by Penicllium celluiases. Bovesource lechoclogy,
2, 109-118

3. Movo Nosdisk recomienda para b sacanficacion 55 °C con AMG-Fungarsyl y 60 °C

can AMG-Fromoryme
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raturas menores se corre el riesgo de contraer una in-
feccién microbiana, ademas, la actividad de la enzima
AMG decrece notablemente y a temperaturas mayo-
res se ve afectada |a estabilidad de la enzima. Al igual
que en la dextrinizacion, en la sacarificacion se maneja-
ron varios niveles para obtener una curva de optimi-
zacién. El producto se reportd con base en la forma-
cion de azleares reductores y la glucosa obtenida, |a
cual se determing por medio del método de la glucosa
enzimitica. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Cinética y estudio de la concentracion de sustrato.
Una vez examinadas las condiciones de operacién de
dextrinizacién y sacarificacion, se procedio a estudiar la
cinética de reaccién, para cada una de las etapas, con el
fin de proponer un disefio del reactor para llevar a cabo
la conversién del almidén a jarabe de glucosa.

La cinética obtenida fue la que corresponde al mo-
delo de Michaelis - Menten, donde se graficd la con-
centracién de sustrato vs la velocidad inicial de reac-
cion. El seguimiento del proceso se realizé midiendo
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azicares reductores, a diferentes concentraciones de
sustrato. Primero se construyeron las curvas de avance
de reaccién (producto vs tiempo) y luego se calcularon
los valores de Vo = AP/At, es decir, la pendiente de |a
curva de reaccion obtenida durante las primeras horas
de reaccidn, tal como se observa en la figura 4 (a).

Cuando se hallaron los valores de Vo a diferentes
concentraciones de sustrato, se graficd 5 vs Vo.

El criterio de seleccién para escoger la concentra-
cion de sustrato fue la cinética de Michaelis Menten,
que se encuentra al alcanzar la saturacion de la enzima
(figura 4(b)), es decir, es dos a tres veces el valor de la
constante de Michaelis km (Castellanos, 1934).

Equipos

Teniendo claros los ensayos por efectuar, se procedié a
montar un equipo donde pudieran realizarse las prue-
bas para el estudio de la hidrélisis enzimatica del almi-
dan de papa. Dicho equipo debe garantizar ciertas con-
diciones de operacion:

Dogls enzimatica (D)

|
1 1

3] D2 D3

D éptima*

Concentracidn lones calcio (C)

l:a aptimo®

|
R

Cal Caz2 Ca3

nH

pH1  pH2

* Es la condicidn dptima después de evaluar los tres niveles.

Fisea 3. Esquemna escalonady pam la optimizacidn de las vanables
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Estupio CIKETICO DE LA HADROLISIS EMZIMATICA OF ALMIDOM DE PAPA

Producto (P)
M

Vo =APIAL

Vo (53]
Qa

-
Tiempo

Figura 4a. Curva de avance de reaccian

Vo

2-3Km

T

-
Sustrato

Km Concentracion de
sustralo inicial dptima

Figura db. Cinética de Michaglis Menten

* Sistema de agitacion
* Sistema de calentamiento
= Control de temperatura.

Dada la gran cantidad de ensayos planteados, se di-
send y construyé un dispositivo en el cual fuera posible
realizar varias reacciones simultaneas de hidrolisis de
almidén, garantizando en cada una de ellas el mismo
desempefio y comportamiento para de esta manera cu-
brir en un menor tiempo un considerable rango de ex-
perimentos. De los aportes mas significativos del traba-
jo se resalta precisamente haber disefiado y montado
este sistema en cuatro meses de la fase inicial del pro-
yecto y del cual no existian precedentes en el laborato-
rio, convirtiéndolo en una herramienta util, versatil y
de primera mano. El hecho de construir un equipo per-

mite, ademas, conocer y controlar las variables de tem-
peratura y agitacion para un sistema en particular, sin te-
ner que pensar en la adaptabilidad de los ya existentes.

Montaje. Contando con un sisterna de agitacion de
jarras (en serie) y un bafio termostato, se hizo un dise-
no del equipo tipe banco.

En la figura 5 se observa el disefio del equipo tipo
banco. El bafio termostato posee una bomba que im-
pulsa el fluido calefactor por las chaquetas de los reac-
tores mediante tuberia flexible resistente al calor (man-
guera Tygon cristal), los que se colocan en serie debi-
do a la facilidad de diseno. Se pensé en realizar un
sistema en paralelo cambiando sélo las conexiones en
las boquillas de los reactores, pero esto significaba mas
complejidad a la hora de construccion; ademas, la ca-

pacidad de la bomba alcanzd para

colocar el sistema del calentamien-
to en serie sin que existiera el ries-
go de cavitar por ausencia de fluido
en el interior del bafio. Los cinco
reactores tienen un volumen de re-

(&)

accion de 100 ml y cada uno posee

(4)

Fiqura 5. Esquema del equipo. (1] Baho termostato. (2) Sistema de agitacidn de jamas
(3} Comtrolador de agitacion. (3} Heactores enchaguetados. (B Fude calefactor engrana-

[Bs BjEs.

su sistema de agitacion. Cabe acla-
rar que el sistema de jarras es sim-
plemente un dispositivo de engrana-
jes unidos a un eje central que trans-
mite el movimiente generado por el
motor eléctrico que posee.

Los reactores se construyeron
con los siguientes materiales:
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* Recipiente metilico

* Recipiente de vidrio (vaso precipitado 250 ml)
* Boquillas de vidrio

* Fibra de vidrio

. Tapa

El recipiente de vidrio se introdujo dentro del reci-
piente metalico, formando una chaqueta por donde cir-
cula el fluido calefactor (aceite). Se hizo un recubrimien-
to de fibra de vidrio para evitar perdidas de calor. El
esquema del montaje de los reactores se puede apre-
ciar en [a figura 6.

(1) Boquillas (vidrio)
[2) Recipeente vidric
(3) Recipiente metalico
(#) Fibra de vidric

Una vez que se enchaquetaron los cinco reactores,
se realizé el montaje del equipo —el cual duré tres me-
ses— y posteriormente se hicieron los ensayos plantea-
dos en la metodologia.

RESULTADOS ¥ ANALISIS

Determinacion de los rangos de tiempo
optimos de las reacciones

Dextrinizacion. Como ya se menciond, para el estu-
dio de las reacciones se conto con dos tipos de enzimas
encargadas de hidrolizar parcialmente el almidon de
papa y transformarlo en dextrinas: Termamyl 120L y
BAM 120L.

Los resultados se ilustran en |a figura 7, en la que se
pueden apreciar las curvas de saturacion de las enzimas
dextrinizantes. En los resultados obtenidos con
Termarmyl | 20L, en condiciones referenciadas por la li-
teratura, se observa que la produccion maxima de
dextrinas se encuentra en el punto de las seis horas
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(26,02 g/1), aunque el tiempo éptimo se ubica en las dos
horas (23,9 g/l) puesto que no se justifica duplicar el
tiempo de reaccion para tener un aumento de tan sélo
3 g/l; ademas, si se continla con la reaccién mas de seis
horas, la produccién tiende a bajar por la repolimeriza-
cion de los azicares hidrolizados debido al prolongado
tiempo de reaccién.

Cuando se utiliza enzima BAN 120L, se observa la
similitud con el modelo enzimatico ubicando la zona de
saturacion después de tres horas de crecimiento
exponencial y encontrando como el resultado mis so-
bresaliente un tiempo 6ptimo de dos horas. Al superar
éste la concentracion de azdcares reductores no varia
sustancialmente (15,63 g/l a las dos horas, 17,47 gfla
las cuatro horas); al contrario, se empieza a observar
una leve disminucién en la cantidad producida (16,74 g/l
a las ocho horas) a causa de la repolimerizacion de los
arlicares reductores hidrolizados, fenémeno presenta-
do también con Termamyl.

Cinética de tiempo de dextrinizacitn

30

25
AR o9 |

(o - | ——BAN
ot  —=— Termamyl

10 4

[

Se concluye entonces que el tiempo optimo de
dextrinizacion es de dos horas, utilizando BAN o
Termamyl; pasado este tiempo, no se justifica seguir la
reaccion porque la produccién no aumenta considera-
blemente.

Sacarificacion. Para la sacarificacion se contd con
las enzimas AMG y Promozyme, pero previamente la
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solucion de almidén se tratd con BAN, enzima que se
uso debido a que trabaja a temperaturas menores que
las utilizadas por Termamyl, por lo que hizo mas facil su
manejo. Este ensayo se trabaja en condiciones de reac-
cion no optimizadas, por lo que se escogid una combi-
nacion de enzimas y unos valores referenciadas por la
literatura. Mas adelante se muestra la optimizacion de
éstas y la seleccién del conjunto de enzimas. La reac-
cién de sacarificacién tardé hasta 72 horas. Los resulta-
dos obtenidos se muestran en la figura 8.

La curva obtenida presento un buen desempefio en
cuanto a productividades de az(icares reductores, arro-
jando una cantidad maxima a las 16 horas (246,05 gfl),
tendiente después de ésta a la disminucion leve, lo que
se explica desde el punto de vista de la saturacion al-
canzada por haber llegado a la velocidad maxima de
conversion, la cual indica que las cantidades de produc-
to, a pesar del aumento de las horas de reaccion, no
varian sustancialmente; si a esto se suma el error expe-
rimental se concluye que la informacion obtenida fue lo
suficientemente clara para afirmar que el tiempo 6pti-
me de reaccion se encontré entre las 16 y 20 horas.,

Azucares reductores (g

Cinglica de la sacarificacién del almiddn de papa

Y * w L
Tiampo optimo
o 20 40 &0 18]

Tempa (horas)

Los ensayos realizados para encontrar los tiempos
optimos de las reacciones fueron importantes desde el
punto de vista del proceso y de los costos del mismo,
pues se logré disminuir sustancialmente el tiempo de
reaccion comparado con la literatura. Chica (1996) re-
porté tiempos de 48 horas y Novo recomienda tiem-
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pos entre 48 y 72 horas de reaccién para alcanzar la
maxima productividad, implicando menos gasto ener-
gético por suministro de calor, y haciendo técnicamen-
te mas viable la produccion de glucosa y otros aziicares
reductores a nivel banco. De esta manera, los ensayos
siguientes se llevaron a tiempos de reaccion de dos ho-
ras para dextrinizacién y de 16 -20 horas en saca-
rificacién.

Seleccion del conjunto de enzimas por
utilizar

Conocido el rango éptimo de cada una de las reaccio-
nes, el siguiente paso fue escoger entre las enzimas de
trabajo el grupo que mejor desempefio presentaba para
el médulo y asi descartar las otras para continuar en la
bisqueda de las mejores condiciones de proceso.

La seleccién siguid cuatro rutas en las que la secuen-
cia de reacciones es exactamente la misma, cambiando
Unicamente las enzimas utilizadas. En la figura 9 se
muestran los resultados de las cuatro opciones su-
perpuestas.

‘Comparncion de Ins opcones pars selsccionar ol Conjunlo e SAEFeaE & Uil
00
50
am DO
181
180
100
50
I+
a ] 10 13
Tiempo (horas)
Figura 9. Compara 05 ORCIONES Dara SeseCciinar & conjunid

fe Engimas

Opcion 1. Termamyd - AMG - Promozyme
Opcidn 2. Termamyl - AMG - Fungamyl

Opcion 3. BAN - AMG -
Cipcidn 4, BAN - AMG -

En la figura 9, las opciones 2 y 4 muestran rendi-
mientos mas bajos comparados con los demds cami-
nos, comprobando de esta manera lo propuesto por



Movo Nordisk, ya que la enzima Fungamyl es estereo-
especifica para la formacion de maltosa mas que para la
formacién de glucosa, y esto equivale a rendimientos
bajos de azucares reductores. Para las opciones | y 3 se
alcanzd un ED de 80 y 86, respectivamente, cercanos a
los valores recomendados por la literatura. Neve
Mordisk recomienda usar AMG y Promozyme para al-
canzar valores de ED iguales a 95, hidrolizando el almi-
dén de yuca. Benavidez (1983) obtuvo valores de 95,
hidrolizando la harina de arroz. Caro (1986) alcanzé
valores de ED de Bl para la sacarificacion del almi-
don de yuca utilizando sélo AMG y Chica (1996) lo-
gré rendimientos de B5-90% hidrelizando almidén
de papa.

Por consiguiente, el conjunto de enzimas seleccio-
nado corresponde a BAN-AMG-Promozyme (opcidn
3), el cual presentd el mayor valor de ED (86), cercano
al de la literatura (Movo Mordisk presenta valores de
ED 95-98B para la sacarificacién del almidén de yuca),
indicando un nivel alto del grado de hidrélisis, el cual
puede mejorarse cambiando las condiciones de opera-
cién. El eonjunto de enzimas se encuentra acorde con
lo recomendado por Movo Nordisk; en cambio, Chica
(1996) utiliza solo AMG en la sacarificacién, al igual que
Benavidez (1983) y Caro (1986). La utilizacién de
Promozyme (pululanasa) fue necesaria para facilitar el
proceso de desramificacién, donde el empleo conjunto
de glucoamilasa y pululanasa mejora la calidad del pro-
ducto obtenido.

Optimizacion de las condiciones de
reaccion

Los ensayos se efectuaron a las condiciones suministra-
das por la casa fabricante y los resultados arrojados fue-
ron buenos y comparables con los de la literatura; sin
embargo, es de especial interés adecuar estas condi-
ciones a las propias de este estudio.

Dextrinizacion. En el disefio de experimentos es
claro que la optimizacion se llevo a cabo de una manera
escalonada, estudiando cada variable independiente-
mente. Las variables de estudio para este caso fueron
concentracion de cofactor calcio expresado como clo-
ruro de calcio, dosis enzimatica, pH, temperatura y ve-
locidad de agitacion.
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Optimizacion de la dosis enzimatica. 5e probé
un nimero considerable de valores para esta varia-
ble:1.5, 3, 4,5, 7, 9, 16 (g/), todos por encima del
referenciado por Movo Mordisk (1,25 kg/ ton almidén).
Mo se tuvieron en cuenta valores inferiores, dado que
el ED logrado al valor recomendado no se encontraba
en el intervalo alcanzado por los estudios de la literatu-
ra, como se explico en la seccién anterior. La hipotesis
consistio en encontrar un maximo, es decir, que al grafi-
car datos de azicares reductores contra las dosis
enzimaticas existiera un pico que permitiera establecer
el criterio de seleccion; con todo, no fue asi, sino que,
por el contrario, a medida que aumentaba la concen-
tracion de la enzima, la cantidad de azlicares reductores
se incrementaba de la misma manera (figura 10).

Optimizacion Enzima en la dextrinizacidn
80
BO
70 |
60
AR s5p
(o)  a4p |
10 |
20
10
0 : . -
1] 5 10 15 20
Concentracion de enzima (Kg/ Ton)

Figura 10. Optimizacan de

con Bl dal almids

la ooss de engima en g eeximneacein

En la figura |10 se observa que al aumentar la canti-
dad de enzima sin modificar el sustrato, los azlicares
reductores se incrementaron considerablemente; no
obstante, desde el punto de vista de consumo de enzi-
ma no se justifica aumentar casi |6 veces la cantidad
para tan s6lo duplicar el producto. Como no se obtuvo
la curva de optimizacién, se optd por llevar la reaccién
hasta |a sacarificacion; si la dextrinizacion mostraba gran-
des valores de azicares reductores para dosis de enzi-
ma altas, también reportaria valores en la sacarificacion

considerables al ser las dextrinas el sustrato apropiado;

| 75
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si, por el contrario, se observa que es independiente
entonces serd otro el criterio de eleccién. Incluso se
realizé un ensayo sin adicion de BAN para ver el signifi-
cado de lo planteado.

Se efectuaron de este modeo cinco ensayes ilustra-
dos en la figura |, los extremos (1,5 kg/ton y 16 kg/
ton), un valor intermedio (7 kg/ton) y un ensayo sin adi-
cién de enzima dextrinizante.

AR
(g/)

Efecto de la dosis enziméatica de |a dexirinizacitn anla

00

250

200
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1040

a0

sacarnficacion —+— 1,25 kg'ton
| =8=1 5Kg/ton

=—7 Kq /ton

| —%—16Kg fton

8 sin Dextrinizar

10 15 20 25

Tiempo (haras)

En la figura || se registra que el ensayo de 16 kg/
ton presentd la mayor productividad de todos (1387
g/l), pero su crecimiento exponencial no es tan pronun-
ciado como los de 1,25 kgfton y |5 kgfton, los cuales a
pesar de partir de concentraciones inferiores (23 y 39
g/l respectivamente) ascienden alrededor de los | 10 g/
|, para luege seguir en incremento hasta obtener un
maximo de 240 g/l en el caso de 1,25 kg/ton a las |16
heras, superando de esta manera lo hecho por la dosis
més alta (226,3 g/l).

Entonces, la cantidad de enzima dextrinizante no
afectd directamente la produccion de glucosa en la
sacarificacion; por el contrario, la tendencia fue dismi-
nuir la produccion al aumentar la dosis. Sin embargo, el
ensayo al cual no se adiciond BAM tuvo los rendimien-
tos mas bajos, con lo que se descarta la idea de no re-
querir el proceso dextrinizante previo ala sacarificacién,
es decir, se necesitan dextrinas como sustrato para ob-
tener grandes cantidades del producto deseado.

Con estos resultados se determind que la dosis
enzimatica adecuada era 1,25 kg/ton, realmente la que
aconsejan la casa fabricante (1,0-1,5 kgfton) y Caro
(1986); Chica {1996}, en cambio, utiliza dosis menores
(100-400 ppm) sin preducir azicares reductores
detectables por el método empleado en su investiga-
cién y concluyendo que el almidén fue convertide prin-
cipalmente a maltodextrinas; Benavidez (| 983) empled
concentraciones superiores (2,1 kg/ton), obteniendo

Tabla 1. Resultados de fa optimizacion de las variables de la etapa de la dextrinizacion

Ca+2 |ppm) pH Temperatura {°C) rp.m Azicares ED
reductores (gl

85 B0 193 6.7

B85 60 .2 1.5

_______ 85 Bl 215 15

a5 60 23,36 B2

150 B0 3393 11.8

150 B0 27704 97

150 B0 28,89 10,1

150 B0 33,93 e

150 G0 22,14 L

150 e 6,36 22

150 6.2 : 15,56 a4

150 6.2 60 33,93 118

150 6.2 85 2707 9.4
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cantidades similares a las reportadas en el presente tra-
bajo.

Para las variables de temperatura, pH, concentracion
de iones calcio y velocidad de agitacion, se encontraron
valores maximes de produccion de 33 gfl. En latabla | se
muestran los resultados de |la optimizacion de estas va-
riables.

Asi mismo, en dicha tabla se encuentra sombreado
el esquema de trabajo, en donde se aprecia claramente
la manera escalonada de encontrar los valores 6ptimos
(negrilla) para cada una de las variables. Ademas, se co-
rrobord la independencia de las variables realizando un
esquema de estudio factorial entre la temperatura y el
pH, cuyos resultados se pueden observar en el proyec-
to de grado referenciado al comienzo de este articulo,
en donde lo mas relevante fue el hecho de encontrar
los valores optimos en el mismo intervalo abarcado por
el sistemna escalonado.

Para la concentracion de iones calcio (éste fue adi-

cionado en forma de cloruro de calcio dihidratado R.AL),
los valores probados fueron 125,150 y 175 ppm, todos
por encima de la cantidad minima recomendada. En la
tabla | se aprecia claramente que la cantidad de aziica-
res reductores formados va en aumento en la medida
en que hay mas cantidad de calcio, pero sélo hasta cier-
to punto (150 ppm) en el cual la disminucion es drasti-
ca, ya que se puede presentar una saturacion que no le
permite a la enzima actuar en su mayor punto de activi-
dad. Por tanto, 150 ppm es la cantidad Sptima, varian-
do asi la informacion suministrada anteriormente en
donde el valor empleado habia sido 125 ppm, logrando
tener un aumento en el valor de ED de 6,73 (obtenido
a 125 ppm) a | 1,47, valor muy cercano y comparable
con la firma fabricante (|2-20) en la dextrinizacion del
almidén de yuca, con las dosis de calcio utilizadas por
Benavidez (1983) en la dextrinizacion del almidon de
arroz y también con la dosis utilizada por Caro (1986)
para la hidrélisis del almidén de yuca, asi como con el
trabajo de Chica (1996) en la dextrinizacion del almidon
de papa.

Optimizada la concentracién de iones calcio, se es-

tudio el pH; para éste se probaron valoresde 5,2, 6,2 y
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7, encontrando la mayor productividad con un pH de
6,2, en el que se halla el mayor grade de hidrélisis ED
11,83, Valores de pH superiores e inferiores disminu-
yen notablemente la productividad. El pH se encuentra
en los valores recomendados por la firma Movo Mordisk
{6-6,5) y en los utilizados por Chica (1996) y Benavidez
(1983).

Una vez estudiado el pH, se procedio a analizar la
temperatura y la velocidad de agitacion. Para la tem-
peratura se probaron valores de 70, 85 y 95 °C, encon-
trando un éptime en B5 °C, con un valor de ED de | 1,83,
lo que indica un buen rendimiento en la reaccién. Para
temperaturas por encima de los 90 °C no es conve-
niente trabajar debido a las cantidades bajas obtenidas,
ademds de que se puede tener un gasto energetico in-
necesario ya que en lugar de aumentar la produccién
ésta se disminuye, por lo que se concluye que la tempe-
ratura 6ptima para trabajar es de 85 °C y estd acorde
con los lineamientos de Movo Nordisk.

Para la velocidad de agitacion no existen mayores
datos informados por la bibliografia referente, por lo
cual se tomaron valores altos y bajos de velocidad de
agitacién para abarcar un amplio rango sobre el com-
portamiento de la enzima. Los valores aqui estudiados
se encuentran desde las 90 hasta las 10 r.p.m., asi como
valores intermedios de éstos.

Welocidades inferiores a 60 r.p.m. no permitieron
un buen desempefio de la reaccién, pues no facilitan la
homogeneizacién de la mezcla debido al efecto de la
viscosidad presente en este tipo de reacciones, dificul-
tando que el sustrato se ponga en buen contacto con la
enzima para la hidrolisis; es decir, hay dificultad en la
formacion del complejo enzima-sustrato. Velocidades
superiores a 60 disminuyen la productividad por efecto
del inicio de una inactivacion por agitacion, ya que si se
encuentra mas homogéneo el sustrato, existe mayor
facilidad de formacion del complejo mencionado, ca-
yendo todo el peso sobre dicha inactivacion.

En la tabla 2 se encuentran los valores optimizados
en el presente trabajo y su comparacién con los datos
reportados en otros estudios.
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Tabla 2. Comparacion de los valores optimizados en el presente trabajo con la literatura existente
Condiciones de Optimizadas Novo Nordisk Benavidez Chica Caro
reacciin por el presente (1994) (1983} (1996) {1986)
trabajo
Almiddan Papa Yuca Arroz Papa Yuca
Dosis enzimédtica 1,25 kg de 1-1.5 kg de 2,1 mg de 100-400 ppm 1.2 kg de
BAN/ton almiddn ~ BAN/ton almiddn BAN/g almiddn (Termamyll  Termamyl/ton almiddn
pH 6.2 6-6,5 7.0 55-2.0 6.5
Temperatura g5 °C 70-90 °C 0°C 100 °C 80 °C
Concentracitn de iones 150 ppm 100-150 ppm 100-150 ppm 30-60 ppm 30-60 pprm
calcin ipara Termamiyl) {para Termammyl)
Velocidad de 60 rpm. e e e e
agitacion

Una vez estudiadas todas las condiciones de la
dextrinizacion, se procedié a examinar la etapa de
sacarificacion.

Optimizacion de las variables de
sacarificacién

Para optimizar las condiciones de reaccién en la sacarifi-
cacion se utilizd un sistema escalonado, tal como en la
dextrinizacion. Las variables estudiadas fueron el pH, la
relacion de enzimas sacarificantes y la velocidad de agi-
tacién; la concentracion de iones calcio no se estudio
debido a que las enzimas sacarificantes no necesitan
iones calcio como cofactor.

Los ensayos se realizaron a temperatura constante
de 60 °C*, puesto que para valores menores se corre el
riesgo de una infeccién microbiana. A temperaturas
mayores, ademsds de verse afectada la estabilidad, es
frecuente que la actividad de la enzima AMG disminuya
hasta en 25% con tan sélo incrementar 4 “C (Movo-
zymes, 2001).

El seguimiento de la reaccion se realizé mediante la
deteccion de azicares reductores por el método anali-
tico de Somogyi-MNelson, por un lado, y por otro, se
determiné cuantitativamente la cantidad de glucosa con
la ayuda del método glucosa oxidasa-peroxidasa. Este
ultimeo emplea una gran cantidad de enzimas, que en el

4, Temperatura recomendada por Nova Nordisk.

mercado son de gran costo, por lo cual sélo se utilizé
para el andlisis de los datos concretos ¥ no para el se-
guimiento de las reacciones.

Los resultados de la optimizacién se muestran en la
tabla 3, en la que también se puede observar los nive-
les escogidos y el valor 6ptimo (negrilla) para cada va-
riable,

Relacion de enzimas. Se probaron cinco relaciones
de enzimas, empleando valores por encima y por deba-
jo de los promedios utilizados para los anteriores ensa-
yos de sacarificacion. Siempre para ver el efecto de una
de las enzimas, se dejo quieta |a otra en su valor estandar
y asi establecer la relevancia de dicha variacién. La rela-
cién /] corresponde a los valores recomendados por
la casa fabricante, |as relaciones 2/1 y 3/1 corresponden
al doble y triple de la cantidad de enzima AMG, respec-
tivamente, dejando constante la cantidad de enzima
Promozyme, y las relaciones 1/2 y 1/3 corresponden al
doble y triple de la cantidad de enzima Promozyme,
dejando constante la cantidad de enzima AMG. 5Se halla
un miaxime cuande la relacién de enzima es de /1, esto
es, la recomendada por la casa fabricante. Relaciones
por encima de ésta disminuyen la produccion en razén
de que se tiene bastante cantidad de enzima AMG y
poca enzima desramificante, lo que hace que al inicio
de la sacarificacion la tasa de formacion de dextrosa sea
alta, pero disminuyendo hacia el final del proceso debi-
do en parte a que el incremento de la formacion de
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Tabla 3. Optimizacion de las variables de la sacarificacion
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Relacion de enzimas pH Velocidad de Azlcares Glucosa
|AMG/Promazyme) agitacion (r.p.m.] reductores (g/) (g1

CEE 4.2 22351 180,70

42 242,73 196,11

42 249,41 279,51

: 229,78 213.48

B 202 48 198,88

1 143,22 122,08

1 21274 201,70

1 24941 229,00

1 205,28 190,70

1 172,08 175,47

1 206.18 170,69

1 234.05 185,47

1 246,05 232,91

1 249.1 229,51

dextrosa acelera la reversién (repolimerizacion de dex-
trosa en isomaltosa y otros sacaridos). Relaciones por
debajo de |/] presentan poca produccién porque se
halla mucha cantidad de enzima desramificante y poca
cantidad de enzima AMG que pueda romper los enla-
ces o-1,4.

pH. Para optimizar el pH se probaron cinco valores:
22,32, 42, 52, y 6,2 Esto con el fin de realizar un
buen barrido y asi obtener una curva donde se registre
un maximo. Se observa (tabla 3) que la mayor produc-
cion de azlcares reductores —249 4 g/l- y de glucosa
-219 gfl- se obtiene a pH 4,2. A valores superiores o
inferiores a este pH, los resultados bajan notablemen-
te. Con este resultado se comprueba que las enzimas
trabajan en un rango promedio de pH 4,0 y 4,5, reco-
mendado por la literatura.

Optimizacion de la velocidad de agitacion. Para
optimizar la velocidad de agitacién se probaron tres
valores: 10, 30 y 60 rp.m., y se realizé un ensayo sin
agitacion, pues en esta etapa la reaccién tiende a com-
portarse como un sistema homogéneo, ya que no se
presentan cambios bruscos en la viscosidad, debido a
que el almidon se tratd previamente en la dextrinizacion.
Los datos se reportan en la tabla 3.

Al aumentar la velocidad de agitacion de 30 a 60, la
produccion no varia considerablemente. Con velocida-
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des de 30 se obtiene una cantidad de azlcares
reductores de 246 g/l y con velocidades de 60 rp.m. es
de 249 4 g/l; se aprecia que tan solo se aumenta la pro-
duccion en 3 gfl, esforzando el trabajo del motor de
agitacion del equipo el doble y aumentando asi el gasto
energético considerablemente. 5i se comparan los re-
sultados en cuanto a produccion de glucosa, se encuen-
tra el mismo comportamiento: a 30 rp.m. se tiene una
produccién de glucosa de 232,9 g/l y a 60 r.p.m. ésta es
de 229.5 g/l. A revoluciones menores de 30, la pro-
duccion de azicares disminuye levemente de 246,05
g/l a 234,04 g/l, la cual se obtiene al trabajar con 10
r.p.m. 5i se comparan los resultados con respecto a la
produccion de glucosa, se observa una disminucién mas
acentuada de 2329 gfl a 1854 g/l a 30 y 10 rrp.m.,
respectivamente.,

En consecuencia, se puede encontrar un optimao en
30 r.p.m. para la produccion de jarabe de glucosa.

El ensayo que se trabajo sin agitacion no dio una
produccién tan baja como se esperaba. Sin embargo,
se recomienda que la enzima trabaje con agitacion,
pI.IES esto PEFITIII:E PﬂﬂEr en contacto EI sustrato con
la enzima.

Los ensayos de optimizacion permitieron estable-
cer condiciones de reaccion acordes con lo referenciado
por la literatura (tabla 4). Hay que tener en cuenta que
se partid de valores establecidos para otras fuentes de
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fabla 4. Comparacion de las vanables optimizadas de fa sacanficacidn con la ieratura existente

Condiciones de Optimizadas por MNove Mordisk Benavidez Chica Caro

reaccidn el presente trabajo {1994) {1983) {1996) (1986}
Relacion de 0,75 | AMG/ton 0,6-0.91 3,75 mg de 100-400 ppm 1,83 mg de
enzimas sustancia seca AMG/ton AMG/g sustrato (AMG) AMG/g sustrato
sacarificantes sUStancia seca
0 dosis 0,75 kg 03-1.2 kg
gnzimaticas Promozyme/tan Promozyme/tan

sustancia seca sustancia seca

pH 42 4-4.5 4.5 4-5 4.5
Temperatura G0 “C 60 “C 65 °C 5560 °C 65°C
Velocidad de 30 rpm. e mme e s
agitacidn
Sustrato Papa Yuca Aoz Fapa Yuca

almidén y en este trabajo se lograron establecer unas
condiciones propias dptimas para la hidrdolisis del almi-
dén de papa.

ha,- - o B

Cinética de dextrinizacion. Considerando el reco-
rrido efectuado hasta el momento, es importante re-
saltar que el estudio cinético ahora realizado es confiable
desde el punto de vista experimental y que los resulta-
dos arrojados son fundamentales para tener parametros
claves y realizar asi un modelamiento tedrico.

Los datos para la realizacion de la cinética se repor-
taron con base en la cantidad de azicares reductores
formados. 5e probaron concentraciones de sustrato
cercanas a las referenciadas por la casa fabricante. Es
de anotar que a concentraciones superiores la mezcla
no presentd un comportamiento reoldgico aceptable,
haciendo dificil su manejo (insolubilidad del almidén
en agua a altas concentraciones), incluyendo el se-
guimiento de la reaccion por los métodos analiticos
empleados; ademas, la enzima no es homogeneizada
e incorporada completamente al sustrato, presentan-
dose pérdida de eficiencia en la reaccién y aumentos
en los tiempos de contacto para la formacion de pro-
ductos.

Se plantearon asi siete ensayos con las condiciones
de reaccién optimizadas anteriormente; temperatura
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B85 °C, pH 6,2, concentracion de calcio 150 ppm, velo-
cidad de agitacion de 60 r.p.m. y dosis enzimatica de
1,25 kg/ton de almidén. Las concentraciones de
sustrata iniciales por probar fueron 10, 20, 30, 35, 40,
45 y 50%p/v.

Para cada cinética de tiempo se hallé la velocidad
inicial de reaccién designada por ¥, la cual es la pen-
diente de la curva de avance de la reaccion al tiempo
cero, Graficando luego V_ contra la concentracisn ini-
cial de sustrato (S _) se obtuvo la cinética de reaccion de
Michaelis Menten. Los parametros cinéticos km y Vmx
se hallaron mediante la regresién lineal de Linewever-
Burk (figura 12).

BEcatan ma

3 canética de Michaslis Maman para fa
imaddn de papa

Sustrato {gfmi) Vo {g/mi*min)

0 0
0.1 000017910
0.2 0,000253462
0.3 0,000300537
0,35 0,000312481
04 0,000321509
0,45 0,000332464
05 0000331902

km = 0,156 g/ml

Vmax = 0,00044 [gfmi*min]
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Cinética de Michaglis Manten Dextrinizacion

—&— Experimental

0.0002

0.00015 - Ajustado

L0001

000005

Volg/mi*” ; e

min) 0 01 02 03" 04 05 06
Sustrato (Fpivi

Como se observa en |a figura | 2, el comportamien-
to de |a cinética se ajustd al modelo de la ecuacion de
Michaelis Menten, descrito anteriormente. Al aumen-
tar la concentracion de sustrato inicial (5,) la velocidad
de formacion de producto (V ) se incrementd hasta ha-
cerse independiente. Para concentraciones altas, la en-
zima se saturd por la gran cantidad de almidén presen-
te en el medio; en este punto, un incremento de la con-
centracién no aumentd la velocidad, por lo cual se en-
cuentra un maximo en V_ tal como Rawn y otros auto-
res lo afirmaron en sus recopilaciones. Esta velocidad
se encuentra a concentraciones de 30 y 40%p/v, lo-
grando establecer un éptimo de la concentracién inicial
de sustrato en este rango, es decir, 2-3 km, el cual es el
recomendado por Move MNordisk, y esta acorde con los
valores reportados por la literatura; Chica (1996) em-
pled concentraciones de 25-40%p/V y Caro (1 986) de
30%p/V, al igual que Benavidez (1983).

Cinética de sacarificacion. Al igual que en la dextrini-
zacion, los resultados se reportaron con base en |a can-
tidad de azlcares reductores, ya que se comprobd la
similitud con los arrojados por los de glucosa; esto des-
de el punto de vista de ahorro de reactivos es apropia-
do, pues el método enzimético para la determinacion
de glucosa utiliza gran cantidad de enzimas que en el
mercado son de un alto costo, contrario al de azdcares
reductores que posee reactivos siempre disponibles.
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Las condiciones para la realizacion de estos ensayos
correspondieron a las ya optimizadas en cada una de
las etapas anteriores. Las concentraciones de sustrato
empleadas corresponden a la cantidad de sustancia seca
al inicio de la sacarificacion. 5e emplearon diferentes
concentraciones para hacer un barrido en el intervalo
en el cual se ha alcanzado la velocidad maxima de pro-
duccion de jarabe para la etapa de dextrinizacién: 8,19,
16,4, 24,58, 28,67, 32,77, 36,87, 40,96, 50% D.5 (sus-
tancia seca g/g* | 00). Se muestra en la figura |3 el com-
portamiento de los sustratos iniciales (S ) con las res-
pectivas velocidades iniciales de reaccion (V). La ten-
dencia de nuevo se aproximé al modelo planteade por
Michaelis Menten, encontrando una saturacion de pro-
duccion de jarabe en intervalos de 28-38%6DS. Por en-
cima de éstas |la velocidad de formacion de producto se
hace independiente y permanece en un valor constan-
te. Dicho intervalo es el rango de concentracion de
sustrato optimo, es decir, 2-3 km. Benavidez (|983)
empled concentraciones de 30%P/V, Chica(l996) de
24-40%p/v, Caro (1986) de 30%p/V y Novo Mordisk
(1994} de 30-40% DS (sustancia seca),

ta Bichashs Mentan par b sacanficacion de

Sustrato (%03) Vo (g/ml*horal
0 0

B.19 00240

16,4 0,01897
24,58 0.02240
28.67 002234
zn 0,02332
3687 0,02396
401,56 0,02406

a0 0,02353

Hasta el momento, el rango éptimo de concentra-
cién de sustrate ha sido determinado por la saturacién
encontrada en la curva de velocidad inicial de reaccién
vs D5 con base en |a formacion de azicares reductores,
Si se tiene en cuenta la conversidn de sustancia seca
expresada como ED (figura [4), el rango 28-38% DS
solo alcanzd valores de B0-87, respectivamente, que
no corresponden al valor méaxime logrado por la cifra
de 24%, el cual supera un 95 de ED y satisface los re-
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al entorno de trabajo que satisfacen y en algunos casos
mejoran lo reportado por la literatura. En resumen, éstas

Cinética de Michaelis Menten Sacarificacion

0,03 s0n:
0,025
Talkla 7 s rnnee oot ;“3;,.:. o e | I"ll".’ \ '|_|;,_-; Aa] = i"-'i”:f"” e na
- 0,02 R Exarinental labla 7. Condiciones optimizadas de la hidrdlisis del almidon de papd
(9/°n) 0,015 —&— Aiustado Etapa Condiciones de operacidn
0.01 Dextrinizaciin (enzima BAN 1200}  Dosis enzimatica 1,25 kg/ton de almiddn,
0.005 Concentracidn de iones calcio 150 ppm
' Concentraciin de sustrato 30-40% pfv
0 Temperatura 85 °C
0 20 40 60 I 6.4 o
Sustrato(%e DS) Velocidad de agitacion B0 rp.m.

Figura 13. Cingtica de Michaediz Menten para la sacanficacion del aimiddn de Sacarficacion lenzimas AMG / Dosis enzimdtica
e de reaccian pH 4.2, termperatura 60 °C, rpm. 30 Promozyme) AMG 0,75 [fton de sustancia seca
Promozyme 0,75 kg/ton de sustancia

Concentracion de sustrato 24-38% 03
pH 4.2

Temperatura 60 “C

Velocidad de agitacion 30 rp.m

querimientos encontrados por la casa Movo MNordisk,

que contempla valores en el rango de 94-98 y con el
cual se garantizan las altas formaciones de dextrosa; por
tanto, el rango de sustrato éptimo va de 24 a 38% DS,
Para asegurar esta condicion se requiere cargar alinicio  «  Eq |a hidrélisis enzimatica del almidén de papa rea-

" A ral T
1 8

de la dextrinizacion concentraciones de almidén den- lizada en laboratorio en el sistema de reactores tipo
tro del 30-40% p/v. corroborando los valores obteni- banco, el conjunto de enzimas que tuvo el mejor
dos en la curva de saturacion de sustrato en la etapa desempeifio de produccién de aziicares reductores
previa a la sacarificacién. y en particular de glucosa fue BAN-AMG-Promo-

zyme, donde la dextrinizacion permitid para con-
centraciones iniciales de almidén de 30% p/v,
una produccién maxima de dextrinas del orden de
28,129 gfl. AMG junto con Promozyme en el pro-
ceso de sacarificacion produjeron azdcares
reductores que alcanzaron los 236 g/l. Los valores
mencionados determinaron un equivalente en dex-
trosa de 96, el cual se encuentra en el rango éptimo
reportado por la literatura (DE = 94-98).

- : ; * Los tiempos de reaccion de cada una de las etapas
bl =0 = 4 fueron optimizados considerablemente. La dextrini-
MG RIS zacion empled un tiempo de dos horas para
maximizar la produccion y en el proceso de sacarifi-
cacion se logrd establecer el tiempo en 16 horas,

Sustrato vs ED

m
23588288

(=]

Figura 14. Sustrato micsal vs ED para condiciones de sacarficacion

con lo cual se disminuye casi en cinco veces (4,5 exac-
tamente) el tiempo maxime establecido para la reac-

Con estos ensayos se consiguieron las condiciones cién, que se encontraba en 72 horas. Esto a escala in-
de reaccion para cada una de las etapas, permitiendo dustrial es muy representativo, ya que se pueden pro-
obtener un jarabe de glucosa de caracteristicas propias ke B e s tiempos.
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* Las condiciones de operacién en la reaccién de
dextrinizacion encontradas en el laboratorio fusron
las siguientes: temperatura; 85 °C, pH: 6,25, con-
centracién de cofactor calcio: 150 ppm, dosis
enzimatica: 1,25 kg/ tonelada almidén y velocidad
de agitacion: 60 r.p.m.

* En el proceso de

Peena - Rnen - CASTELLANS - GOREALER

tamiento real de la reaccién con una aproximacién
de 90%. Efectivamente, éste correspondid al tipo
Michaelis Menten, propio de reacciones enzimaticas,
encontrando valores cinéticos experimentales de km
y Ymax para cada una de las reacciones involucradas
¥ que se reportan en la tabla

sacarificacién tam-
bién se optimizaron Etapa Km Vrmax Concentracidn
aleunas condicionas: optima de Tiempo

Bu ) ghipsd sustrato Experimental Tedrico
relacion enzima saca- TR

i g Dextrinizacion 0,156 gfml 000044 g/ml*min - 30-40% pfv 2 horas 1.8 horas
rificante / enzima o

) Sacarficacidn  0,1428 g/ml 003219 géml*h 24-38% DS 16 horas 15 horas

desramificante: 1:1,

pH: 4,2 ¥ velocidad

de agitacion: 30 r.p.m. Es de anotar que la velocidad
de agitacion se bajo a la mitad de la requerida en la
dextrinizacién, lo que desde el punto de vista ener-
gético permite un ahorro de siete veces el costo
requerido por potencia de agitador a 60 r.p.m. Las
condiciones se muestran a continuacion,

* La concentracion de sustrate que maximiza la pro-
duccion de aziicares reductores corresponde al 3096
p/v de almidén de papa inicial. Se descarta la con-
centracion de 10% debido al aurmento de procesos
de purificacién y separacion en etapas posteriores
dada la gran cantidad de agua presente en el jarabe
crudo,

* El disefio experimental empleado desde la repro-
ducibilidad del equipe construido hasta la elabora-
cién de las constantes cinéticas constituye un apor-
te importante que permite estudiar un considera-
ble nimero de variables, garantizando el hallazgo
de valores dptimos,

* La glucosa es el componente de mayor presencia
dentro de los aziicares reductores cuantificados
durante el seguimiento de las reacciones, pero no
corresponde a la totalidad; en el trabajo se encon-
tré que de 100% de los azlicares, 94,6% es glucosa
y el resto son otros sacaridos. Esto permite estable-
cer una diferencia tangible entre los dos conceptos,
identificada gracias a los métodos analiticos Somogyi-
Melson y de glucosa determinada por via enzimatica,
adaptados durante el desarrollo de la fase experi-
mental del proyecto,

* 3eencontrd un modelo cinético acorde con las con-
diciones locales de trabajo que describe el compor-
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*  Seconstruyd un equipo de laboratorio capaz de re-
producir y mejorar condiciones de |a literatura (ve-
locidad de agitacion, tiempo), convirtiéndose en una
herrarmienta dtil y confiable para realizar ensayos con
buenos resultados.
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