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RESUMEN

La presente investigacion se encuentra dirigida a demostrar la efectividad de la a-amilasa
en el desdoblamiento de almidones en la industria azucarera. Para ello se estudian las
propiedades de la a-amilasa para su aplicacion a escala industrial, y se caracteriza
estructural y funcionalmente la misma. Se estudia el proceso de hidrélisis enzimatica y se
analiza su incidencia en parametros de calidad como cenizas, contenido de almidén,
reductores y pH. Por Gltimo, se determinan los costos de aplicar la hidrolisis enzimatica
en el proceso de produccion de azlcar crudo, asi como los beneficios que aporta en el
consumo de vapor. La enzima a-amilasa presenta una actividad especifica de 86 U/ug, un
pH 6ptimo de 5,0, una temperatura éptima de 60 °C, Km de 6,4 g/L y Vmax de 28 571
pmol/mL*min; la enzima es estable de 35 a 50 °C y en un intervalo de pH de 5,0 a 8,
lograndose una actividad superior al 80 %. Las dosis de a-amilasa influyen en el
desdoblamiento de almidon y en el incremento de cenizas, pero no en el incremento de
reductores, ni en la variacion del pH. Se determind que la corriente de aplicacion del
proceso de hidrolisis enzimatica mas factible tanto técnica como econdmicamente es la
meladura. Los valores dptimos de reductores, cenizas, pH y almidon se alcanzan al

aplicar una dosis de 0,01 % de a-amilasa.

Palabras claves: hidrolisis enzimatica; a-amilasa; almidon; proceso de produccion de

azucar.



ABSTRACT

This research is aimed at demonstrating the effectiveness of a-amylase in the unfolding
of starches in the sugar industry. For this, the properties of a-amylase are studied for its
application on an industrial scale, and it is structurally and functionally characterized.
The enzymatic hydrolysis process is studied and its incidence is analyzed in quality
parameters such as ashes, starch content, reducers and pH. Finally, the costs of applying
enzymatic hydrolysis in the raw sugar production process are determined, as well as the
benefits that it brings in steam consumption. The enzyme o-amylase has a specific
activity of 86 U / ug, an optimum pH of 5.0, an optimum temperature of 60 °C, Km of 6.4
g/ L and Vmax of 28 571 umol / mL * min; The enzyme is stable at 35to 50 ° C and in a
pH range of 5.0 to 8, achieving an activity greater than 80 %. The doses of a-amylase
influence the unfolding of starch and the increase of ashes, but not the increase of
reducers, nor the variation of the pH. It was determined that the current of application of
the most feasible enzymatic hydrolysis process both technically and economically is the
cane shake. The optimal values of reducers, ashes, pH and starch are achieved by

applying a dose of 0.01 % a-amylase.

Keyworks: enzymatic hydrolysis; alpha amylase; starch; sugar production process.
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INTRODUCCION

Dentro del sector industrial, la produccién de azucar crudo se considera uno de los
procesos mas importantes en el area de la industria alimentaria y el comercio, por los
innumerables aportes que realiza a la economia del pais. Cualquier investigacién dirigida
a aumentar la calidad y eficiencia del proceso de produccion de azlcar crudo, beneficia la

sociedad.

Precisamente uno de los parametros que mas afecta la calidad del proceso de produccion
y del producto final es el contenido de polisacaridos. Muchas investigaciones se han
realizado sobre los tipos de polisacaridos que se encuentran en la cafia de azlcar y sus
efectos negativos en el proceso de produccion de azucar crudo (Alonso, 2017; Gonzélez,
2018; Leon, 2018). Sin embargo, en el transcurso de la Gltima década la presencia de
almiddn en la industria ha tomado una importancia relevante para la comercializacion de

azucar.

El almiddn es un polisacarido que se incorpora al proceso por medio de la cafia de azucar
que es la principal materia prima (Castro, 2015). Su presencia en el proceso de
produccién de azlcar crudo demora o inhibe la cristalizacion y aumenta las pérdidas de
azucar en la miel final, causa demoras en el proceso debido a viscosidades excesivas y
pérdidas de sacarosa por modificaciones en el crecimiento del cristal (Castro, 2015;
Penados, 2004), tiene la tendencia de ocluirse en el cristal de azicar crudo (Eggleston,
Viator, y Grisham, 2007; Penados, 2004; Zhou et al., 2008), reduce la filtracion y la
afinacion del azucar crudo, y constituye un impedimento para el proceso de decoloracién

en la refinacion (Eggleston et al., 2007). De aqui la importancia de la cuantificacion del



mismo en el proceso de produccion de azucar crudo, en aras de la toma de medidas que

reduzcan su contenido.

Atendiendo al efecto negativo que provoca el almidén en la calidad del azlcar crudo
Zhou et al. (2008) propone para su eliminacion la seleccion de variedades de cafia sobre
la base del contenido de almidén. Segin Popper, Schafer, y Freund (2006), la utilizacion
de métodos fisicos de separacion como la ultrafiltracion u ésmosis inversa, funcionan
correctamente a pequefia escala, pero estan lejos de ser desarrollados para su aplicacion
en procesos reales. Sin embargo, Chiu y Solarek (2009) y Eggleston et al. (2015)
coinciden en que el tratamiento més eficaz para su eliminacion consiste en adicionar la

enzima a-amilasa para hidrolizar el almidon presente en el jugo.

Las a-amilasas se encuentran entre las enzimas industriales mas importantes de gran
impacto en los estudios biotecnologicos y representan alrededor del 25-33 % del mercado
mundial de enzimas (Kumar, Partha, Pradeep, y Sangeeta, 2016; Kumar, Rani, y Pandey,
2016). A pesar de sus ventajas el uso de enzimas se ve limitado por los altos costos de
aislamiento y purificacion, su sensibilidad a las condiciones ambientales y la dificultad de

recuperarlas para su posterior reutilizacion y reprocesamiento (Homaei y Saberi, 2015).

Teniendo en consideracion los elementos planteados el Problema Cientifico a solucionar

en la investigacion, es:

¢En qué corriente del proceso de produccién de azlcar crudo sera mas factible aplicar un

tratamiento con a-amilasa para el desdoblamiento del almidon?

Para dar solucién al problema de la investigacion se plantea la Hipdtesis siguiente:



Si se realiza un estudio de la hidrolisis enzimatica con a-amilasa en diferentes corrientes
del proceso de produccion de azucar crudo, serd posible determinar en cudl de ellas es

mas factible su aplicacion.

Se propone como Objetivo General para el desarrollo de la investigacion:

Determinar la efectividad de la enzima a-amilasa en el desdoblamiento de almidones en

diferentes corrientes del proceso de produccion de azUcar.

Para el cumplimiento del objetivo general se proponen los Objetivos Especificos

siguientes:

1. Determinar las propiedades estructurales y funcionales de la enzima a-amilasa.

2. Determinar la influencia del proceso de hidrolisis enzimatica en los parametros de

calidad de las corrientes objeto de estudio.

3. Seleccionar bajo criterios técnicos y economicos la corriente de aplicacion de la

hidrélisis enzimatica.



CAPITULO 1. ESTADO DEL ARTE

En este capitulo se profundiza en las siguientes tematicas: calidad en el proceso de
produccion de azlcar, caracteristicas y propiedades del almidén, influencia del almidon
en la produccion de azucar crudo y tecnologias de control del contenido de almidén en la
industria azucarera. La investigacién se realiza mediante busqueda bibliografica en
bibliotecas cientifico técnicas y en las diferentes bases de datos disponibles en internet, a
través del uso de buscadores existentes, como: Google, AltaVista, Scirus, entre otros.
Ademas, se emplean bases de datos remotas (EBSCO, ScienceDirect, entre otros) y

bibliotecas virtuales de quimica e ingenieria quimica.

1.1 Calidad en el proceso de produccion de azucar crudo

El andlisis de la calidad en el proceso de produccién de azucar crudo es de vital
importancia para el desarrollo de la agroindustria azucarera, pues aumenta el rendimiento
de esta actividad en los paises productores de azUcar, y a su vez el desarrollo del pais
(Jiménez, Lugo, Ramirez, Gomez, y Orozco, 2016). Mientras mayor sea la calidad del
producto final, mayores seran los posibles destinos de exportacién del mismo y por tanto

los ingresos econdmicos al pais.

El procesamiento de la cafia de azGcar comienza en el campo, por lo que la calidad del
azucar final depende en gran medida del estado de la cafia, su madurez, tiempo entre su
corte, molienda y el contenido de materia extrafia que es incorporado al proceso durante
el corte y alce (Larrahondo, 2013). Cuando se procesa cafia verde, que contiene cantidad

significativa de hojas, se incrementa la cantidad de no azlcares que ingresa a fabrica,



especialmente almidén y aquellos compuestos que aportan color (Zossi, Cardenas, Sorol,

y Sastre, 2011).

Segun Larrahondo (1995), el cogollo tiene alta incidencia en los niveles de color y de
impurezas como los polisacéridos solubles, y representa la principal fuente de entrada de
almidon al proceso, el cual depende en gran medida del tipo de cafia y el grado de
madurez de la misma (Alencar, Hoffmann, y Harumi, 2011). Esto Gltimo se debe al
desarrollo del corte mecanizado, pues aumenta la cantidad de materia extrafa

generalmente formada por cogollo y hojas.

Los principales factores que afectan la calidad del jugo de cafia después del corte son:
grado de quema vy altura del corte (Larrahondo, 1995). El grado de quema influye en los
azucares reductores, los cuales aumentan con el deterioro de la cafia e incrementan el
color del cristal de azucar. El color del aztcar crudo es un parametro de calidad
importante, pues este incide en los costos de refinacion para obtener azucar blanca (Zossi,
Cardenas, Sorol, y Sastre, 2010). En gran parte el color también resulta del material
coloreado formado por degradacion de los azucares, por reacciones entre azlcares

reductores y los aminoacidos, y por otras reacciones similares (Paez, 2013).

El almiddn constituye una impureza que afecta negativamente el proceso de produccién
de azucar crudo y el proceso de refinacion en cuanto a calidad y cantidad (Zhou et al.,
2008). Segun Penados (2004), el contenido de almiddn es un parametro de calidad que se
tiene en cuenta para la compra de este producto en el mercado internacional y crea la
posibilidad de penalidades impuestas por las refinerias que parten del aztcar crudo. Es

debido a ello que las refinerias establecen multas financieras a las fabricas que entregan



azucar crudo con concentraciones de almidon mayor que 250 ppm (Cole, Rose, Chung, y
Eggleston, 2015; Cole, Eggleston, Gilbert, y Chung, 2016; Eggleston, Cole, y

Andrzejewski, 2013).

Otro indicador de calidad que genera la mayoria de los efectos que produce el almidon lo
constituye la dextrana. Segin Bukhari, Salem, Abdalmoneim, y Hegazi (2015), la
dextrana en jugo, meladura y azucar crudo falsea las mediciones de pol, ademas produce
gomas que aumenta la viscosidad de los jugos y afecta la clarificacion, la filtracion y

provoca la deformacion del cristal, por elongacion del mismo.

Segun Zossi et al. (2011), la calidad de la cafia también se afecta por constituyentes
inorganicos presentes como iones solubles en agua, sales o constituyentes de moléculas
organicas complejas o compuestos insolubles, que se encuentran en el jugo de cafia como
solidos suspendidos; en otras investigaciones los cationes mayoritarios son potasio y
sodio, y los aniones son silicatos, fosfatos y sulfatos; en general estos compuestos se
conocen como cenizas. Ademas, establece que los valores de cenizas se encuentran entre
2,28 y 4,59 %. Con respecto a esto, Rein (2007), establece que el contenido total de

cenizas en el jugo de cafa, representa un promedio de 4 %.

La concentracion de sélidos disueltos (°Brix), la concentracion de sacarosa en jugo (%
pol) y la pureza son indicadores de calidad del jugo. Sin embargo, investigaciones mas
recientes sefialan que la calidad se reconoce en la molienda por la cantidad de azlcar
recuperable que se obtiene por tonelada de cafia molida. Ello depende en gran medida del
alto contenido de sacarosa, bajo contenido de materiales extrafios, bajo contenido de

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



1.2 Propiedades del almidon

Para analizar la influencia del almiddn en las diferentes etapas del proceso de produccién
de azlcar es necesario conocer sus caracteristicas y propiedades, pues esto permite

verificar su comportamiento ante las condiciones del ambiente de operacion.

El almidon es un polimero de glucosa que se encuentra en el protoplasma de las hojas de
la cafia y en el extremo del tallo de la misma. Se plantea que los mayores depdsitos de
este polisacarido se localizan habitualmente cerca de los nudos a partir del cual se
propaga la cafia (Eggleston et al., 2007). Se presenta en forma de granulos, que
habitualmente presentan una forma redondeada, irregular, con tamafios que oscilan entre
2 y 100 um. Tanto la forma como el tamafio de los granulos son caracteristicos de la
especie vegetal y pueden utilizarse para identificar su origen (Coultale, 1997). Para el
caso especifico del almidon de cafa de azdcar, sus granulos estan formados por mezclas
en proporciones variables de dos constituyentes distintos la amilosa y la amilopectina, y
ambos son polimeros derivados de la a-D- glucosa (Chen et al., 2016). Segun Alencar et
al. (2011), el almidon extraido de la cafia de azicar posee un 25 % de amilosa 'y un 75 %

de amilopectina.

Las propiedades fisico-quimicas del almidén mas frecuentes en aplicaciones industriales

son: la gelatinizacion y la retrogradacion.

Segun Pefa (2009), la gelatinizacién ocurre cuando los granulos de almidon se calientan
en suspensién acuosa entre 60-70 °C y empieza un proceso lento de absorcion de agua. A
medida que se incrementa la temperatura, se retiene mas agua y el granulo empieza a

hincharse y aumentar de volumen hasta llegar a cierta temperatura, este hinchamiento

-9-



provoca que la amilosa y amilopectina sean liberadas en dispersion coloidal, generdndose
al final de este proceso un gel. Las temperaturas iniciales de gelatinizacién son
caracteristicas de cada tipo de almidon, pero generalmente se hallan en el intervalo 55-70

°C (Alves, Polesi, y Aguiar, 2014).

Ramirez (2012), define la retrogradacion como la insolubilizacion y la precipitacion
espontanea, principalmente de las moléculas de amilosa, debido a que sus cadenas
lineales se orientan paralelamente y accionan entre si por puentes de hidrégeno a través
de sus multiples hidréxilos. Chiu y Solarek (2009) y Brumovsky (2014), establecen que
la retrogradacion ocurre cuando la solucion de almidon concentrada se enfria y en

ausencia de agitacion se forma un gel rigido.

1.3 Influencia del almidon en la produccion de azucar crudo

El almiddn constituye una impureza del jugo de cafia de azucar y trae efectos adversos en
los procesos de produccion y refinacion del azicar crudo. Como consecuencia se afecta la
cantidad y calidad del azucar producido (Eggleston, Montes, Monge, y Guidry, 2006), de

ahi la importancia del estudio de su influencia.

Las variedades de cafia de azucar presentan diferentes contenidos de almidon y de otras
impurezas asociadas (Alencar et al., 2011). Ademas, el contenido de almiddn es mas alto
en cafias inmaduras con respecto a las maduras y se observa que el mismo decrece
cuando la maduracion en la cafia aumenta. Segun Castro (2015), la concentracién del
almidén en la cafia puede oscilar entre 275 y 1500 mg/kg de solidos, con un promedio

aproximadamente de 700 mg/kg. Otros como Viginotti, Polesi, Lima, y Silveira (2014)
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declaran que el contenido de almidon en el jugo de cafia se encuentra en un rango de

1600 a 2600 mg/L.

Rein (2007), plantea que en el proceso de molienda, gran parte del almidon que es
insoluble en la cafia se solubiliza por efecto del calor y pasa a los jugos. Durante el
proceso de clarificacion el almidon se hace parcialmente soluble elimindndose una
fraccion, mientras que otra parte pasa a la meladura. Si la cantidad de almiddn que pasa a
la meladura es mayor de 150 ppm comienzan a existir afectaciones en el proceso

(Penados, 2004).

Las particulas de almidon tienden a coagularse a temperaturas entre los 65 y 80 °C. Esta
coagulacion forma particulas densas y de gran tamafio que pueden aumentar la viscosidad
de la meladura, lo que demora e inhibe la cristalizacion, impide el agotamiento de las
mieles y dificultan la purga en las centrifugas (Penados, 2004), ademéas de provocar
pérdidas de sacarosa por modificaciones en el crecimiento del cristal (Zossi, Navarro,
Sorol, Sastre, y Marcelo, 2008). Debido a su naturaleza de carbohidrato y su gran
solubilidad es muy dificil de remover en el proceso, tiene la tendencia de ocluirse en el
cristal de azUcar crudo (Penados, 2004). Entre un 30 y 40 % de este polisacarido se
incrusta en el cristal de azlcar crudo durante la cristalizacién (Rein, 2007), asi que
representa una pérdida en términos de azlcar disponible para el proceso (Zossi et al.,
2008). Castro (2015), plantea que el almidén disminuye la eficiencia del proceso ya que
se adhiere a las paredes de los tachos aumentando el tiempo de cocimiento de las masas.
Ademas las altas viscosidades provocan el incremento de los costos energéticos al
disminuir la transferencia de calor en los evaporadores, cristalizadores y tachos

incrementando asi el punto de ebullicion del jugo (Castro, 2015).
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Contenidos de almiddn en jugo mayores a 950 mg/kg de s6lidos en base seca dificultan
los procesos de filtracion, decantacion, evaporacion y cristalizacion; el incremento de la
pureza en las melazas, asi como el aumento de la viscosidad por efecto de la

gelatinizacion de los granulos de almidon (Zossi et al., 2008).

El autor pudo constatar que la mayoria de los autores Eggleston et al. (2006), Zhou et al.
(2008), Zossi et al. (2008), entre otros, coinciden en plantear que el almidén se ocluye en
el cristal de azUcar en la etapa de cristalizacion, y de esta manera permanece en el azicar
crudo. La calidad de la produccion se ve afectada porque el cristal obtenido no va a ser

puro en sacarosa.

Aunque en el proceso de produccion de azucar crudo durante la etapa de clarificacion se
elimina una gran parte, el almidén soluble producto de la gelatinizacion por el efecto de
la temperatura permanece en el jugo de cafa de azlcar, y de esta manera continua en todo
el proceso (Zhou et al., 2008). EI contenido de almiddn es un parametro importante a
considerar durante el proceso de elaboracion de azlcar crudo, en la industria, es comun
cuantificar su contenido en el proceso para disminuir sus efectos negativos en la

capacidad productiva (Zossi et al., 2008).

1.4 Tecnologias de control del contenido de almidén en la industria
azucarera

Los efectos negativos del almiddn en la calidad y eficiencia del proceso de produccion de
azucar crudo vy refino, evidencian la necesidad de su eliminacién, por lo que los paises
productores de azUcar, desarrollan investigaciones dirigidas a mejorar las tecnologias de

control de este parametro.
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Una de las alternativas de solucion es la seleccion de las variedades de cafa sobre la base
del contenido de almidon, pero igual asi persiste la presencia de este solo que en
pequefas cantidades (Zhou et al., 2008). La utilizacion de métodos fisicos de separacion
como la ultrafiltracién u 6smosis inversa, funcionan correctamente a pequefia escala, pero
estan lejos de ser desarrollados para su aplicacion en procesos reales (Popper et al.,
2006). Otras de las alternativas de solucion es la utilizacion de métodos tales como: la
extraccion mecénica del almiddn insoluble, la clarificacion al vacio y la centrifugacion
del jugo, sin embargo, estos metodos exigen grandes inversiones encareciendo el proceso,
y ofrecen resultados parciales pues no eliminan la fraccion soluble (Jiménez, 2017).
Eggleston, Monge, y Ogier (2003), expresan que si en la clarificacion se opera la
alcalizacién en caliente una fraccion del almidon es removido y precipita por el
precalentamiento del jugo antes de alcalizar y clarificar. Sin embargo, Zhou et al. (2008)
comentan que si se trabaja la alcalizacion en frio el suceso anterior no ocurre, solo una
parte del contenido de almidon precipita durante el proceso de clarificacion. Aungue
estas tecnologias y operaciones representan un gran avance, solo permiten eliminar una

parte del almiddn en el proceso, mientras el resto afecta el rendimiento del mismo.

Chiu y Solarek (2009) y Popper et al. (2006), coinciden en que el uso de la enzima a-
amilasa es el método mas eficiente para hidrolizar el almidon en los ingenios azucareros
y refinerias. Pues elimina problemas de viscosidad y cristalizacion, reduce las pérdidas de
sacarosa en la miel final y elimina las sanciones por la presencia de almiddn en el azucar
(Popper et al., 2006). Segun Zhou et al. (2008), la hidrélisis es mas eficaz cuando los
granulos de almiddn estan parcialmente solubilizados y gelatinizados por la maceracién

en caliente o el agua de imbibicion. Tester y Karkalas (2004), informan que la hidrdlisis
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enzimatica se realiza por lo regular en la estacion de evaporacion ya que a pesar de que
en el proceso de clarificacion se remueve un poco de almiddn debido a la precipitacion

no se logra reducir en grandes cantidades como para aliviar los problemas en el proceso.

Cuando los niveles de almidon en el jugo se encuentran alrededor de 1000 ppm/°Brix la
hidrolisis de almidén utilizando a-amilasa se hace mas dificil ya que el contacto entre el
almidon y la enzima es muy bajo, de igual forma este problema puede reducirse

aumentando la dosis de solucidn activa de a-amilasa (Eggleston et al., 2008).

1.5 Hidroélisis enzimatica del almidoén

Actualmente la industria azucarera emplea la tecnologia de hidrélisis enzimatica para la
degradacion del almidon, debido a que este método logra eliminar en mayor medida el

almiddn en cuanto a otros métodos quimico-fisicos aplicados.

Las reacciones de hidrolisis se basan en el rompimiento de tres tipos principales de
macromoléculas que son los polipéptidos, los polisacaridos y los acidos nucleicos (Bugg,
2004). Cuando la molécula estd compuesta por almidon el polisacarido es fraccionado en
unidades de menor tamafio llamadas dextrinas (oligosacaridos de bajo peso molecular)
que son cuantificadas por diferentes métodos como la cromatografia liquida de alta
presién (HPLC), azlcares reductores por 3,5-dinitrosalicilico (DNSA), numero de

dextrosas equivalentes (DE), entre otros (Bugg, 2004).

Para Jacobs, (1998) la hidrolisis industrial del almiddn se puede realizar a través de dos
procesos diferentes, uno &cido y el otro enzimatico. La hidrdlisis enzimatica presenta

ventajas frente a la hidrdlisis quimica, entre las cuales pueden mencionarse: disminucion
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de la corrosion, bajo consumo de enzima y baja toxicidad de los hidrolizados con un
impacto favorable sobre el medio ambiente. También son menores los costos de
equipamiento (debido a que se realiza a presion atmosférica y a temperatura proxima a la
ambiental), los rendimientos son mayores, no necesita utilizar agentes quimicos, y se

pueden obtener rendimientos cercanos al 100 % (Lizcano, 2014).

Segun Wook, Kim, Jeong, y Cherl (2003), la hidrolisis enzimatica de los granulos de
almidon puede verse afectada por la estructura del grano, el tipo de cristal, el tamafio del
cristal, la relacion amilosa/amilopectina, el peso molecular promedio de esta relacion, la
presencia de lipidos y condiciones de especificidad de reaccion de la enzima. Las
variables que mas influyen en la cinética de reaccion del almidén son: el tipo de
catalizador, la temperatura de proceso, la relacién solido—liquido, el diametro y
cristalinidad de la particula, las cuales involucran la relacion de amilosa/amilopectina, y

el contenido de lipidos y proteinas (BeMiller, 2019).

1.5.1 Enzimas. a-amilasas

Las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que aceleran la velocidad de
reaccion hasta alcanzar un equilibrio. Constituyen el tipo de proteinas mas numeroso y
especializado y, actian como catalizadores de reacciones quimicas especificas en los
seres vivos o sistemas biologicos (Barbosa et al., 2014). Por lo tanto, se han considerado
catalizadores ociosos desde un punto de vista ambiental, en reacciones que implican
compuestos complejos o labiles (Barbosa et al., 2014; Fatemeh, Gholamreza, y Kambiz,

2014).
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Las enzimas implicadas en las bioconversiones de almidon son de gran interés industrial
y se ha prestado considerable atencién a la obtencion de nuevas enzimas con propiedades
mejoradas o0 nuevas aplicaciones. Las enzimas termoestables que hidrolizan el almidon,
como la amilasa, la pululanasa y la glucoamilasa, desempefian un papel importante en las
industrias alimentaria, quimica y farmacéutica (Aguloglu, Enez, Ozdemir, y Matpann,

2014; Mollania, Khajeh, Hosseinkhani, y Dabirmanesh, 2010).

El término amilasa abarca una clase de enzimas que se producen en una amplia variedad
de organismos, y se refiere a a-amilasas, 3-amilasas y glucoamilasas (GA) (Young y
deMan, 2018). Aunque estas enzimas pueden derivarse de varias fuentes, que incluyen
plantas, animales y microorganismos, las amilasas microbianas generalmente satisfacen

la demanda industrial.

La a-amilasa (a-1,4-glucano-4-glucanohidrolasa) cataliza la hidrélisis de los enlaces a-
1,4-glicosidicos del almidon, el glucogeno y diversos polisacaridos relacionados de forma
aleatoria y libera diferentes tamafios de oligosacaridos en una configuracion a-anomérica
(Aguloglu et al., 2014; Bhanja y Tapati, 2015; Gibbs, Biela, y Krause, 2015).
Caracteristicas tales como pH, temperatura, naturaleza del sustrato, concentracion de
sustrato, concentracién de enzima, presencia de iones metalicos, surfactantes y otros
agentes estabilizantes, deben tenerse en cuenta para la seleccion y aplicacion de la o-
amilasa a escala industrial (Sivaramakrishnan, Gangadharan, Nampoothiri, Soccol, y
Pandey, 2016). Las caracteristicas bioquimicas de la a-amilasa purificada pueden variar
notablemente entre las especies e incluso entre las cepas de la misma especie (Bhanja y
Tapati, 2015; Dey y Banerjee, 2012). En funcién de su pH optimo para la actividad, las

a- amilasas también se clasifican como &cidas, neutras o alcalinas.
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En los ultimos tiempos, la demanda de enzimas industriales ha ido en aumento debido a
sus beneficios econdmicos y ambientales (Chandrasekaran, 2016; Kuddus, 2018), pues
no son toxicas atendiendo a que son de origen natural. Son muy especificas en su manera
de actuar, por lo que no propician reacciones secundarias indeseables, no requieren
condiciones costosas desde el punto de vista econdmico pues funcionan en condiciones
moderadas de temperatura y pH, ademas se inactivan facilmente una vez alcanzado el

grado de transformacién deseado (Polaina y MacCabe, 2007).

Sin embargo, a pesar del amplio uso de enzimas, sus ventajas se ven limitadas por una
serie de problemas practicos que incluyen el alto costo de aislamiento y purificacion, su
sensibilidad a las duras condiciones ambientales que pueden limitar su vida operativa y la
dificultad de recuperarlos de la mezcla de reaccion en forma activa, para su posterior

reutilizacion y reprocesamiento (Fatemeh et al., 2014; Gomez, 2016).

1.5.2 Aplicacion de la a-amilasa en la industria

Las amilasas se encuentran entre las enzimas industriales mas importantes que tienen
impacto en los estudios biotecnoldgicos y representan alrededor del 25-33 % del mercado
mundial de enzimas (Ashwini, Kumar, y Karthik, 2011; Kumar et al., 2016). Son una de
las enzimas mas versatiles, con una larga historia de aplicaciones cataliticas en industrias

alimentarias y farmacéuticas.

Debido a las caracteristicas y funciones que presentan tienen diversas aplicaciones
industriales y biotecnoldgicas, entre las que se encuentran: la preparacion de siropes y

fructosa (Porfirif, Beatriz, y Dina, 2016), en la licuefaccién del alcohol (Wood et al.,
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2016) en las fabricas de desfibrado, preparacion de adhesivos (Roy y Mukherjee, 2013),
tratamiento de aguas albafales, la alimentacion animal (Spohner, Muller, Quirman, y
Czermahk, 2015), en la industria de los detergentes (Kumar et al., 2016), panadera (Patel,
Singhania, y Pandey, 2016) y en la industria azucarera (Gibbs et al., 2015).
Recientemente, sus papeles en la sintesis de péptidos bioactivos y como aditivo en

detergentes comerciales estan ganando atencion (Kumar et al., 2016).

Las a-amilasas también encuentran aplicacion en el procesamiento de cafia de azUcar
como auxiliares para resolver problemas relacionados con la viscosidad y la filtracion de
azucar cruda que surgen por la presencia del almidén en el proceso (Eggleston et al.,
2013; Young y deMan, 2018). Debido a la diversa funcionalidad de las a-amilasas
comerciales, su aplicacion Optima en la industria de la cafia de azlcar requiere un
conocimiento completo de sus actividades y potencial para hidrolizar diferentes formas

de almiddn bajo diversas condiciones industriales (Cole et al., 2015).

En 1958, Nicholson y Horsley publican sobre la presencia de amilasas en el jugo de cafia,
y describen un método para la eliminacién del almiddn a partir de estas, estos reportan
una descomposicion de almidon del 80-90 %, a 70 °C y pH de 5.7 a 5.9 (Nicholson y
Horseley, 1958). Este método de “enzima natural”, fue experimentado en varias
industrias azucareras y adoptado como una practica estandar por la Compafia Azucarera
Tongaat (Bruijn y Jennings, 1968). Con la aplicacion de este mismo método Carter,
reporta una descomposicion del almidén presente del 50 al 60 % a pH de 6,5 en 8 min,
para zafras posteriores se alcanza un promedio de descomposicién de almidén del 70 %

(Carter, 1967). En experimentos a escala de laboratorio con sirope a 65 °Brix, el maximo
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de hidrdlisis obtenido fue de 55 % en 30 min a 70 °C, usando la misma relacion almidon-

enzima que con los jugos de cafia (Bruijn y Jennings, 1968).

Schoonees (2004), corrobora el uso de a-amilasa en algunas de las Industrias Cafieras de
Suréfrica para controlar los altos niveles de almidén en el sirope del evaporador, estas
son afiadidas antes o después del evaporador de cuadruple efecto y son en su mayoria
efectivas en reducir los niveles de almidén en la azdcar cruda por debajo de 130 ppm
(Schoonees, 2008). Dentro de la estacion de evaporacion Zhou et al. (2008), plantea la
adicion de a-amilasa en el pre-evaporador, mientras que Penados (2004), plantea
agregarla en el penaltimo o ultimo vaso del multiple efecto, puesto que a estas
condiciones de operacion se favorece la hidrdlisis. También el pH, la temperatura y
tiempo de retencion en esta etapa propician la accion de la enzima (Eggleston et al.,
2006). Bruijn y Jennings (1968), investigaron el efecto de la enzima en el jugo clarificado
concentrado, en los evaporadores multiple efecto gemelos de Amatikulu, obteniendo un

promedio de destruccion de almidén de 70 %.

Gonzélez (2018), considera que de las etapas del proceso de obtencion de azlcar crudo,
la enzima pudiera ser agregada en la etapa de purificacion, puesto que en la misma se
realiza la alcalizacion. La adicion de CaOH conocido como lechada de cal, aporta el
cofactor Ca?* que permite la estabilidad de la enzima ademas de mejorar su actividad

catalitica (Pefia, 2009).

La mayoria de la industria americana de azucar controla el almiddn con la aplicacién de
la enzima a-amilasa producida a partir del Baccillus subtilis (Zhou et al., 2008). En

paises, como: Australia y Estados Unidos, se alivian problemas por la presencia de
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almidon en los jugos de cafia de azucar con la aplicacion de la a-amilasa, sin embargo, el
tratamiento con estas enzimas es caro, complicado y a veces ineficaz (Eggleston et al.,

2006).

Schoonees (2008), archiva por accion de las enzimas naturales presentes en la cafia un 90
% de desdoblamiento del almidén proveniente del jugo mezclado para un tratamiento
preservativo y a bajas temperaturas y por accion de o-amilasa un 98 % de
desdoblamiento. Bruijn y Jennings (1968), reportan con la aplicacion de una dosis de
enzima media de 7,2 ppm de amilasa bacteriana en el jugo mezclado, la destruccion del
almiddn en un rango de 78 a 93 %, con un promedio del 86 %, en 15 min, las pruebas se
realizaron a escala industrial. Cole et al. (2016), demuestran que un desdoblamiento
eficiente puede ser logrado con tiempos de hidrolisis de 60 min para jugos mezclados,
con un contenido de almidon insoluble mayor del 80 al 90 % y concentraciones de a-
amilasa de 0,5 a 500 ppm. Para una razén de 1-2,5 g de a-amilasa por tonelada de cafa
molida (aproximadamente 2 ppm), Penados (2004), reporta una remocion de 30 a 50 %

de almidon.

La experiencia cubana en la aplicacién de a-amilasa en el proceso de azucar crudo, se
orienta hacia la dosificacion de esta enzima en el tanque de jugo clarificado, en dosis de
2-5 g (de enzima importada) por tonelada de cafia molida, lo que logra remociones de
mas de 65 % en jugos con un contenido de almidon relativamente elevado (Namer, Rosa,
Davila, y Rivas, 1988). También se han obtenido buenos resultados, dosificando la
enzima en la etapa de meladura, a razon de 5 g/t cafa, esto es factible de hacer cuando la
enzima es termostable a las temperaturas del proceso y no sufre afectacion de su

actividad hidrolitica por valores de grados brix cercanos a 60 (Namer et al., 1988).
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1.6 Conclusiones parciales del capitulo

1. La introduccion mecanizada del corte provoca un incremento de las principales

fuentes de entrada de almiddn al proceso: cogollo y hojas.

2. La presencia de almiddn en los jugos demora o inhibe la cristalizacién, aumenta
las pérdidas de azucar en la miel final, ademas de causar demoras en el proceso al

incrementar las viscosidades de los jugos.

3. El metodo de control del almidon mas recomendado en los procesos de
produccién de azucar crudo, es el proceso de hidrolisis enzimatica mediante la a-

amilasa.

4. A pesar de los multiples estudios existentes sobre el tema, para el caso de Cuba,
no existe un consenso sobre donde aplicar el proceso de hidrolisis enzimatica en

la industria azucarera.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se realiza la descripcion del proceso de produccion de azlcar crudo
objeto de estudio. Se muestran los procedimientos para determinar las propiedades
estructurales y funcionales de la enzima a-amilasa. Asi como los criterios de seleccion de
la posible dosis y corriente de aplicacion de la hidrolisis enziméatica mediante o-amilasa,

en el central objeto de estudio.

2.1 Descripcion del proceso objeto de estudio

El caso de estudio lo constituye el central azucarero “Mario Mufioz”, perteneciente al
municipio de Los Arabos en la provincia Matanzas, en el anexo 1 se muestra el diagrama
del proceso. En el proceso de produccion de azucar crudo se definen las etapas:
preparacion y molienda, purificacion, concentracion o evaporacion, cristalizacion y

centrifugacion; en las cuales se establece el estudio del contenido de almidon.

2.1.1 Etapa de preparacion y molienda

La cafa se recibe en camiones, se pesa Yy pasa al basculador, donde se troza y tritura, para
facilitar la extraccion del jugo, antes de pasar al tAndem de molinos por medio de una
estera transportadora. En el primer molino se extrae el jugo primario de mayor
concentracion de sacarosa, mientras que el bagazo pasa por los restantes molinos para
continuar la extraccion del jugo. Para mejorar la extraccion de la sacarosa se le introduce
a la salida del quinto molino y entrada del sexto agua caliente entre 60 — 75 °C llamada

agua de imbibicién (25 a 30 % por cafia molida), el jugo extraido pasa por un proceso de
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recirculacion del quinto molino al cuarto y asi, sucesivamente hasta el segundo, de este

ultimo se obtiene el jugo diluido.

Por ultimo el jugo primario y el diluido se mezclan, formando el denominado jugo
mezclado, el cual pasa por un filtro colador para separarlo de las particulas sélidas. Todo
el bagazo obtenido se separa hacia a un conductor de banda que lo eleva al rastrillo

repartidor que alimenta las calderas.

2.1.2 Etapa de purificacion

La etapa de purificacion comprende varias subetapas, donde se involucra: la alcalizacion,

calentamiento, filtracion y clarificacion.

El jugo mezclado proveniente de los molinos es turbio y acido, con un pH entre 5,2y 5,7,
razon por la que se introduce en un tanque y se le afiade lechada de cal diluida, con una
concentracion de 500 a 650 g por tonelada de cafia molida, con el objetivo de aumentar el
pH alrededor de 7,8 a 8,2 para evitar la inversion de la sacarosa y favorecer el proceso de
coagulacion. A pH mayores, se afectan los reductores que entraron inicialmente en el
jugo, lo que es perjudicial porque aumenta la solubilidad de la sacarosa y disminuye el
agotamiento de las mieles en el proceso de cristalizacion. La lechada de cal ayuda a
precipitar las impurezas organicas e inorganicas que vienen en el jugo, asi como

minimizar las posibles pérdidas de sacarosa en este.

Luego, el jugo alcalizado pasa por varios calentadores, primarios, secundarios y

rectificadores, cuya funcion es elevar la temperatura del jugo ligeramente por encima del
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punto de ebullicion para favorecer el proceso de coagulacién de las impurezas y su

posterior eliminacion en la etapa de sedimentacion.

En la clarificacién se eliminan la mayor cantidad de impurezas en suspension, coloidales
y solubles, mediante la sedimentacion de las mismas. El jugo alcalizado y calentado se
mezcla con floculante para completar la reaccion de formacion y sedimentacion de los
floculos de fosfato tricalcico, separdndose en dos corrientes: una de jugo claro y otra de
sedimento. El sedimento presenta un alto contenido de sacarosa, por esta razén estos
lodos pasan por un proceso de filtracion en los filtros rotatorios al vacio. Los filtros
separan los lodos en dos nuevas corrientes: el jugo filtrado, de calidad intermedia que se

recircula al tanque de alcalizar y un residual al que cominmente se llama cachaza.

2.1.3 Etapa de evaporacion

La etapa de evaporacion esta formada por un pre-evaporador y un multiple efecto, en ella
se evapora entre el 75 y 80 % del agua presente en el jugo clarificado, para obtener una
disolucion mas concentrada, pero sin llegar a la saturacién. El jugo comienza a
concentrarse en el pre evaporador que es un equipo a simple efecto; de este es bombeado
al primer vaso del cuadruple efecto. EI multiple efecto funciona bajo el principio de
Rillieux (Hugot, 1968). El producto final de este proceso es la meladura la cual posee

aproximadamente 65 °Brix y una pureza de 85 %.
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2.1.4 Etapa de cristalizacion

Para cristalizar la sacarosa se requiere elevar su concentracion por encima de aquella
correspondiente a una solucion saturada, y llevarla en forma regulada y con precision a la
concentracion requerida para lograr la cristalizacion. Dicho proceso ocurre en los tachos,
los cuales trabajan a simple efecto. El sistema de masas cocidas que se emplea es el de
tres masas cocidas con doble semilla, el ingenio cuenta con dos tachos de aztcar C, dos

de azlcar B y tres de azUcar A.

2.1.5 Etapa de centrifugacion

La centrifugacion tiene como objetivo separar los granos de azucar de la miel, el material
de entrada al proceso son las masas cocidas procedentes de la cristalizacion. En el caso de
las masas comerciales, esta separacion produce un azucar con mas del 98 % de pureza y
granos con suficiente tamafio, alrededor de 0,65 a 0,80 mm para su comercializacion,
mientras que las mieles obtenidas de la separacion (A y B) retornan al proceso para ser
agotadas. En el caso de las masas de agotamiento, el azlicar centrifugado se retorna hacia
los tachos (como semilla), pues su tamafio es del orden de los 0,25 a 0,40 mm y su pureza
inferior al 90 %, no constituyen un producto apto para la comercializacién y la miel

agotada como producto final se entrega a los tanques de almacenamiento.

2.2 Determinacién de las propiedades estructurales y funcionales

A continuacion, se muestran las metodologias aplicadas para la caracterizacion de la
enzima a-amilasa, y la determinacion de las propiedades estructurales y funcionales de la

misma.
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2.2.1 Caracterizacion de la enzima a-amilasa

Para la caracterizacion de la enzima a-amilasa, se determinan la concentracion de
proteinas y la actividad enzimatica de la misma. La determinacion de la concentracion de
proteinas, se realiza mediante la aplicacion del método de Lowry, Rosebrough, Farr y
Randall (1951) (Anexo 2). La actividad de la a-amilasa se determina empleando el

metodo del &cido 3,5 — dinitrosalicilico (DNSA) (Benfeld, 1955) (Anexo 3).

2.2.2 Determinacion de las propiedades estructurales

Para la determinacion de las propiedades estructurales de la enzima, se estudia el efecto
del pH y la temperatura sobre la actividad de la enzima, y se determinan los parametros

cinéticos de la reaccion.

2.2.2.1 pH 6ptimo

El efecto del pH sobre la actividad de la enzima (actividad final de la enzima 0,5 U/mL,
correspondientes al 100 % en los gréaficos), se determina a través de las reacciones de
hidrolisis con almidon al 1 %, en un intervalo de pH de 3,0 a 8,5 a 30 °C, con un tiempo
de incubacién de 10 min, en las soluciones tampdn de Acetato de sodio 0,05 mol/L (pH =

3,0- 5,5) y Fosfato de sodio 0,05 mol/L (pH = 6,0- 8,5).

2.2.2.2 Temperatura optima

La influencia de la temperatura sobre la enzima, se determina mediante la incubacion del
almidén al 1 % y su hidrolisis durante 10 min a diferentes temperaturas en un intervalo de

35 a 90 °C (actividad final de la enzima 0,5 U/mL, correspondientes al 100 % en los
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gréaficos). Seguidamente se utiliza el método del DNSA, para determinar la actividad de

la enzima.

2.2.2.3 Determinacion de los pardmetros cinéticos de la reaccion

Para definir los parametros cinéticos de la reaccion se determinan las constantes cinéticas
Km (afinidad al sustrato) y Vmax (velocidad maxima) de la enzima a-amilasa, mediante
el método de la doble reciproca de Lineweaver y Burk (Rathod y Pathak, 2014). Para
ello, se preparan 7 disoluciones con diferentes concentraciones de almidén (0,5; 1; 1,5; 2;
2,5; 3y 4 mg/mL). A 0,5 mL de estas disoluciones se le adiciona 0,5 mL de enzima. A
diferentes tiempos (2; 4; 6; 8 y 10 min) se le adiciona 1 mL de DNSA, se incuba por 10

min a 100 °C y se mide absorbancia a 546 nm.

2.2.3 Determinacion de las propiedades funcionales

Para la determinacion de las propiedades funcionales de la enzima, se estudia la

estabilidad de la misma a la temperatura y el pH.

2.2.3.1 Termoestabilidad

La estabilidad de la a-amilasa a la temperatura, se determina mediante la medicién de la
actividad, después de incubar la preparacion enzimatica durante 10 min a diferentes
temperaturas entre 35 y 90 °C en una solucion tampon de fosfato de sodio
NaH,PO4/Na;HPO, 50 mmol/L, pH 6,5. Al culminar el periodo de incubacion se enfrian

en un bafio de hielo y se evalla la actividad.

-27-



2.2.3.2 Estabilidad al pH

La estabilidad de la a-amilasa al pH, se determina después de incubar la solucién
enzimatica en soluciones tampon de acetato de sodio (50 mmol/L, pH 3,0- 5,0) y fosfato
de sodio (50 mmol/L, pH 6,0- 8,5), durante 30 min a 30 °C. Transcurrido este tiempo se

determina la actividad de la misma.

2.3 Modelacién del proceso de hidrdlisis enzimética del almidén

A continuacion, se muestran los pasos seguidos para la obtencion de un modelo
matematico que describa el efecto de la hidrolisis enzimatica del almidon en diversos

parametros de calidad de la industria.

2.3.1 Disefio de experimento

Para la obtencion de un modelo matematico que permita describir el efecto de la
hidrolisis enzimatica, se realiza un disefio de experimentos. Los factores experimentales
gue se analizan son: brix, temperatura, pH, concentracién de enzima y concentracion de
almidédn inicial, y como variables de respuesta: porcentaje de remocion de almidon, pH, e
incremento de reductores y cenizas. En la Tabla 2.1 se muestran los intervalos de los

factores que se tienen en cuenta en el disefio de experimentos:

Tabla 2.1. Condiciones para el disefio de experimentos

Temperatura pH °Brix Contenido de almidon Concentracién de
[°C] inicial [mg/L] enzima [%]
30-90 5-8 16-65 200-600 0,01-0,05
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2.3.1.1 Determinacion del tiempo de contacto

Para determinar el tiempo de contacto de la enzima con los jugos se simula una corriente
con las siguientes condiciones: pH 8 (tampén fosfato 1 mol/L), 65 °Brix, 60 °C y
contenido de almidén 600 mg/L. Posteriormente se realiza la hidrélisis enzimatica de las
muestras a una dosis de enzima de 0,01 % (0,1 mg/mL) durante 5, 10, 15, 20, 30 y 60
min de manera independiente, para determinar el tiempo de hidrélisis a la que la

remocidn se mantiene constante.

2.3.1.2 Simulacion de los jugos

Los jugos se simulan a escala de laboratorio con agua destilada y azucar crudo para
obtener la concentracion de sélidos solubles necesarios expresados en °Brix. EIl pH se
ajusta utilizando como tampon acetato de sodio (1 mol/L, pH 5) y fosfato de sodio
(Imol/L, pH 6,5 y 8). La molaridad final de los tampones en los jugos simulados es de
100 mmol/L. El contenido de almidon se obtiene afiadiendo una solucion al 2 % (2 g/100
mL) de almidon de papa disuelto en agua destilada. En el contenido final de almidon de
la solucion se tiene en cuenta el almidon contenido en la masa de azlcar que se emplea,

para lograr el brix adecuado.

2.3.1.3 Hidrolisis enzimatica del almidon en los jugos simulados

Para desarrollar la hidrolisis a los jugos simulados, se toman 50 mL del sustrato, y se
adiciona la solucién enzimatica a diferentes concentraciones: 0,01 % (0,1 mg/mL), 0,03
% (0,3 mg/mL) y 0,05 % (0,5 mg/mL) (Fadilah y Syamsiah, 2015). Se incuba durante 30

min, y se enfria a 4 °C con el objetivo de detener la reaccion de hidrdlisis.
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2.3.2 Caracterizacion de los hidrolizados

En este epigrafe se dan a conocer las técnicas aplicadas en la caracterizacion de los

hidrolizados obtenidos en las corridas del disefio de experimento.

2.3.2.1 Determinacion del almidén en los jugos simulados

Para la determinacién del contenido de almidon presente en los jugos, después del
proceso de hidrolisis, se sigue la metodologia propuesta por MACU (2008) descrita en el

anexo 4.

2.3.2.2 Determinacién de Reductores

Los reductores se determina empleando el método del acido 3,5 — dinitrosalicilico

(DNSA) (Benfeld, 1955), (Anexo 3).

2.3.2.3 Cenizas conductimétricas

La determinacion de cenizas se realiza mediante la técnica propuesta por la Oficina

Nacional de Normalizacion (2017), como se muestra en el anexo 5.

2.3.2.4 Medicién del pH

La medicion del pH se realiza en un pH-metro PHSJ-3F previamente calibrado mediante

la utilizacion de una solucion tampdn pH 7 y posteriormente pH 4.
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2.3.3 Seleccion de la corriente de aplicacion del proceso de hidrolisis

Para la seleccion de la dosis y la corriente de aplicacion de la enzima a-amilasa, ademas
de considerar los resultados del disefio de experimento, se realizard& un analisis
econdmico en el que se considerara los costos de aplicacion de la enzima en distintas
corrientes del proceso de produccion, asi como la disminucion del consumo de vapor en
el area de evaporacién, por efecto de la aplicacion de la hidrélisis enziméatica. No se
tienen en cuenta otros efectos importantes como es el consumo de vapor en tachos y el
incremento del rendimiento en azucar por no disponer de resultados experimentales o

industriales que lo avalen.

2.4 Herramientas estadisticas

Para evaluar los efectos que provoca el almidon en el proceso de produccion de azucar
crudo, asi como su comportamiento, y la incidencia de su desdoblamiento en algunos
parametros de calidad, los resultados obtenidos son sometidos a un tratamiento
estadistico para facilitar el analisis. Las técnicas estadisticas utilizadas se muestran en el
anexo 6, para su aplicacién se utilizo como herramienta el software Statgraphic

Centurion 16.2.
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CAPITULO 3 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

En el presente capitulo se exponen los resultados de la caracterizacion funcional y
estructural de la enzima o- amilasa. Ademas, se analiza la influencia de la enzima o-
amilasa en la remocién de almidon y su incidencia en el pH, las cenizas y los azucares
reductores del producto obtenido. Se obtiene el modelo matematico de optimizacion
simultanea que describe el proceso de hidrolisis enzimatica. Se determinan los costos de
aplicar la enzima en distintas corrientes del proceso, y los beneficios que genera en el

ahorro de vapor.

3.1 Propiedades estructurales y funcionales de la enzima a-amilasa

La caracterizacion de la enzima a-amilasa comercial, suministrada por la empresa
LABIOFAM (Cienfuegos, Cuba), se realiza por el desconocimiento de las caracteristicas

funcionales y estructurales de la misma.

3.1.1 Caracterizacion de la enzima a-amilasa

La enzima estudiada present6 una actividad especifica (nimero de unidades de enzima

por mg o mL de proteina) de 86 U/ug.

3.1.2 Propiedades estructurales de la enzima a-amilasa

Los parametros 6ptimos informados no responden al analisis de un disefio de

experimento, sino se definen como (Lehninger, 2008): pH 6ptimo: pH al cual la enzima
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alcanza su maxima actividad catalitica; temperatura Optima: temperatura a la cual la

enzima alcanza su maxima velocidad de reaccion.
3.1.2.1 pH éptimo

El estudio del pH 6ptimo de la enzima se realiz6 en el intervalo de 3,0 a 8,5, en la figura

3.1 se muestra la correlacion existente entre el pH y la actividad de la misma.
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Figura 3.1. pH 6ptimo para la enzima a-amilasa.

Como se puede apreciar en la figura 3.1, con el incremento del pH, aumenta la actividad
de la enzima hasta 5,0, donde la enzima alcanza el 100 % de actividad, valor definido
como pH 6ptimo. Por encima o por debajo de este valor, la actividad de la enzima o la

velocidad de la reaccién catalizada por ella, disminuye (Kuddus, 2019).

Este incremento inicial es indicativo de la existencia de cambios en el entorno de la
enzima, los que trae como consecuencia cambios en el grado de ionizacién de los

residuos aminoacidicos en el sitio activo de la enzima (Lehninger, 2008). En el intervalo
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de pH de 5,0 a 6,0 la enzima present6 un porcentaje de actividad superior al 95 %, para

luego decrecer, sin embargo a pH 8,5 mantiene un 65 % de actividad.

Resultados similares alcanzaron Amid y Yazid. (2014), con una amilasa proveniente de la
corteza de Hilocerius polyrhizus que retuvo mas de un 84 % de actividad en el rango de
pH de 4,5 a 6,0 con un pH éptimo de 5; Singh (2014), determind este mismo valor de pH
Optimo para la amilasa de Triticum aestivum; Torabizadeh, Mohammad, y Mohammad
(2014) obtuvieron para las amilasas provenientes del Bacillus Licheniformis un pH
optimo de 5,5. Otros investigadores como Kikani y Singh (2015) y Xie et al. (2014),
plantean que a-amilasas provenientes de la cepa P11-2 de Bacillus methylotrophicus y de
Bacillus sp TSSC-3 presentan un pH éptimo de 7,0. EI pH Optimo puede variar en un
rango de 2,0 a 12, la mayoria de las a- amilasas estan activas en valores cercanos a 7

(Pandey et al., 2000).

3.1.2.2 Temperatura optima

La temperatura Optima de la a-amilasa fue determinada midiendo su actividad a
diferentes valores de temperatura. El efecto que ejerce la temperatura sobre la actividad

de la enzima caso de estudio, se muestra en la figura 3.2.
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Figura 3.2. Perfil de temperatura para la enzima a-amilasa.

Como se observa en la figura 3.2 inicialmente hay un aumento de la actividad de la
enzima, que se debe al incremento de la temperatura, el cual ocasiona el aumento de la
velocidad de la reaccion al existir mas moléculas de sustrato con suficiente energia para
reaccionar (Aldabe, Hueto, Juni, y Lépez, 1998). Esto ocurre hasta alcanzar su maxima
actividad catalitica a una temperatura de 60 °C (temperatura 6ptima), para luego decrecer
rapidamente debido al proceso de inactivacion térmica que sufren las enzimas (Shukla y
Singh, 2016). La enzima en el intervalo de temperatura de 35- 70 °C muestra un
porcentaje de actividad superior al 70 %, esto favorece su aplicacion a escala industrial.
Se observa ademas que a partir de 70 °C pequefios cambios de temperatura producen
grandes variaciones en el porcentaje de actividad: una temperatura de 75 °C se
corresponde con un 65 % de actividad, mientras que para 80 °C este valor decrece hasta

43 % y solamente un 20 % de actividad para una temperatura de 90 °C.
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Gashtasbi, Ahmadian, y Noghabi (2014) coinciden con este resultado pero en este caso
para la a- amilasa de Bacillus subtilis. Segin Homaei y Saberi (2015), muchas amilasas
provenientes de diferentes especies de Bacillus tienen una temperatura de reaccion
Optima alrededor de los 40- 70 °C. Fincan (2008), Sahnoun et al. (2012) y Srivastava,
Sonam, y Kayastha (2015) determinaron en sus estudios para o- amilasas obtenidas de
Bacillus subtilis, A. oryzae MIBA316 y A. oryzae S2 temperaturas 6ptimas de 65 °C en el
primer caso, y 50 °C en los otros. Sin embargo, la o- amilasa de Bacillus sp TSSC-3 se
mantiene activa en un rango de temperatura de 37- 100 °C, con un 6ptimo de 80 °C

(Kikani y Singh, 2015).

3.1.2.3 Determinacion de los parametros cinéticos de la reaccion

La mejor forma de describir la cinética enzimatica es mediante la ecuacion de Michaelis-
Menten, lo que presupone la formacion de un complejo enzima-sustrato, es decir una
cinética enzimatica en fase homogénea (Gonzales, 2004). Como complemento se puede
utilizar el método de Lineweaver-Burk para determinar los parametros cinéticos por

linealizacion.

La constante de Michaeles - Menten se determina a partir de los datos de las velocidades
iniciales de la reaccion catalizada a diferentes concentraciones de almidon (0,5 g/L- 4,0

g/L) (Anexo 7), los resultados se muestran en la tabla 3.1:

Tabla 3.1. Valores de las constantes de Km y Vmax para la a-amilasa.

Propiedad Valores
Km [g/L] 6,4
Vmax [pmol/mL*min] 28 571

-36 -



Diversos autores informan valores de Km tanto superiores como inferiores al que
presenta la enzima objeto de estudio (Tabla 3.2). Mientras mayor es su valor, menor
afinidad al sustrato presenta la enzima. Sin embargo, estos parametros cinéticos son

caracteristicos para cada enzima (Bhanja y Tapati, 2015).

Tabla 3.2. Valores de Km y Vmax para diferentes amilasas.

Amilasas Referencia Km [g/L] Vmax
[umol/mL *min]

Amid y Yazid (2014) 2,7 34,30

Bhanja y Tapati (2015) 0,5 1000

Xie et al., (2014) 1,2 204

Fincan, Enez, Ozdimir, y 0,005 3,5
Matpan (2014)

Vihinen y Mantsala (1990) 14 -
Dheeran, Kumar, Jaiswal, y 36 -

Adhikari (2010)

Dey, Palit, Banerjee y 11,16 68,97
Maiti (2002)

3.1.3 Determinacion de las propiedades funcionales de la enzima a-amilasa

Las enzimas que se utilizan como catalizadores en diferentes procesos industriales, se
someten a la accion de agentes quimicos y fisicos externos que provocan su
desnaturalizacion. Esta razon motiva el estudio del efecto que ejerce el pH y la

temperatura sobre la estabilidad de las mismas.
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3.1.3.1 Estabilidad al pH

La estabilidad al pH de la enzima se estudié en un intervalo de 3,0 a 8,5. Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 3.3:
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Figura 3.3. Estabilidad al pH de la enzima a-amilasa.

Al analizar la figura se puede apreciar que la actividad de la enzima aumenta
considerablemente a partir del pH 3,5, manteniéndose estable en el intervalo de 5,0 a 8,5
donde retiene mas del 80 % de su actividad inicial. En la tabla 3.3 se muestra la

estabilidad al pH para a-amilasas de diferentes fuentes.
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Tabla 3.3. Estabilidad al pH para amilasas de diferentes fuentes.

Fuente Estabilidad al pH Referencia
Bacillus amyloliquefaciens 5,0-8,0 Demirkan, Mikami,

Adachi, Higasa, y Utsumi

(2005)
Nocardiopsis sp B2 7,0 Chakraborty et al., (2014)

Chryseobacterium toeanense 9,0-11,0 Wang, Liang, y Liang

TK001 (2011)
Streptomyces strain A3 9,0 Chakraborty et al., (2014)
Bacillus subtilis 6.0 - 10.0 Monteiro y Oliveira (2010)

Al comparar los resultados mostrados en la tabla anterior con los obtenidos para la a-
amilasa de la presente investigacion, se puede afirmar que la misma presenta una mayor
estabilidad al pH que las a-amilasa obtenida a partir de Bacillus amyloliquefaciens. De
igual forma se puede decir que la a-amilasa caso de estudio tiene una mayor aplicacion
en las diferentes industrias, con respecto a las provenientes de las bacterias
Chryseobacterium toeanense TKO001 y Streptomyces strain A3, ya que estas solamente

pueden ser utilizadas en industrias donde el pH de trabajo sea basico.

3.1.3.1 Termoestabilidad

El efecto de la temperatura sobre la a-amilasa fue estudiado después de la incubacion de
la misma durante un periodo de 10 minutos a diferentes valores de temperatura (Figura

3.4).
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Figura 3.4. Termoestabilidad de la enzima a-amilasa.

El analisis de la termoestabilidad de la o-amilasa indica que la enzima se mantiene
estable en un rango de temperatura entre 35-50 °C, donde retiene mas de un 90 % de su
actividad. El valor de Tsp, temperatura a la cual la enzima retiene el 50 % de su actividad
inicial, es de 65 °C. A temperaturas mayores de 60 °C la actividad decrece
significativamente, a 70 y 75°C los valores de actividad fueron de 30 y 15 %
respectivamente. Se aprecia que a 80 °C la enzima pierde totalmente su actividad. Este
fendbmeno puede atribuirse a la desnaturalizacion térmica que sufren las enzimas por la

exposicion a elevadas temperaturas (Ramirez, Gémez, Ubeda, Arevalo, y Briones, 2016).

Kapfo, Smitha, Jyoti, y Jay Kant (2013), y Veesar, Imam, y Shahabuddin (2015)
obtuvieron resultados similares para la a-amilasa, pero en este caso a valores de 60 °C la
enzima perdio totalmente su actividad. Segun la bibliografia consultada se conoce que las
a-amilasas provenientes de plantas retienen un 90 % de su actividad en un intervalo de

temperatura de 20 a 80 °C. A valores superiores hay una pérdida total de actividad (Amid
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y Yazid, 2014; Kolawole, Ajele, y Sirdeshmukh, 2011; Kumari, Singh, Fitter, Polen y

Kayastha, 2010).

Las enzimas que presentan su maxima actividad a bajos valores de pH y buena
estabilidad a pH 5,0 son consideradas muy importantes desde el punto de vista de su
aplicacion industrial (Liu y Xu, 2008; Sajedi et al., 2005). La a-amilasa estudiada se
mantiene estable en un intervalo de pH de 5 a 8,5 y en un rango de temperatura de 35 a
50 °C, donde retiene mas de un 80 y 90 % de actividad respectivamente. Estas
caracteristicas la hacen adecuada para su aplicacion industrial, especificamente en el

proceso de produccion de azucar crudo.

3.2 Modelacion del proceso de hidrolisis enzimatica del almidon

A continuacion se muestran los elementos que permiten la obtencion del modelo
matematico que describe el proceso de hidrolisis enzimética del almiddn, y el estudio de

la influencia de las dosis de a-amilasa en los parametros de calidad.

3.2.1 Disefio de experimento

Se realiza un disefio de experimento de compuesto central para superficie de respuesta
mediante el software Statgraphics Centurion 16.2. Los factores experimentales que se
analizan son: brix, temperatura, pH, concentracién de enzima y concentracion de almidon
inicial, y como variables de respuesta: porcentaje de remocién de almidon, pH, e
incremento de reductores y cenizas. En el anexo 8, se definen las corridas experimentales
generadas por el software, al tener en cuenta los intervalos de los factores que se

muestran en la tabla 2.1 del subepigrafe 2.3.1.
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3.2.1.1 Determinacion del tiempo de contacto

Para determinar el tiempo de contacto de la enzima con los jugos se simula un sirope con
las condiciones que se muestran en el subepigrafe 2.3.1.1, al tener en cuenta los
siguientes criterios: pH=8, para un intervalo de pH de 5 a 8, el peor valor de actividad se
logra a 8; 65 °Brix, segun resultados obtenidos por Cole et al. (2015) con el aumento del
Brix aumenta la viscosidad del jugo, por lo que se necesitan tiempos de hidrolisis mas
largos para descomponer efectivamente el almidon presente en el mismo; 60 °C, para un
intervalo de 30 a 90 °C, no se selecciona 90 °C por ser una temperatura extrema, ni 30 °C
por ser muy noble; 600 mg/L y dosis de 0,01 % (0,1 mg/mL) para comprobar la
existencia de almidon remanente después del proceso de hidrolisis al mayor contenido de

almiddn y la menor dosis de enzima.

Segun los criterios expuestos anteriormente estas condiciones son las mas desfavorables
para la actividad de la enzima en los intervalos de los factores experimentales del disefio,
entonces si para estos valores la a-amilasa es capaz de remover el almiddn presente en el
jugo, su accién sera mas eficaz bajo otras circunstancias. En la figura 3.5 se muestran los
porcentajes de remocion de almidon después de aplicar el proceso de hidrélisis

enzimatica, al variar los tiempos de contacto entre la enzima y el jugo simulado.
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Figura 3.5. Tiempo de contacto entre la enzima y el sustrato.

Como se aprecia en la figura 3.5, en solo 5 min la enzima desdobla el 63,40 % del
almidén de la muestra inicial, mientras que para 30 y 60 min la remocion permanece
invariable en un 70,24 %, es decir que a partir de 30 min la enzima no es capaz de
desdoblar méas almidon. Por lo tanto, se establece que 30 min es el tiempo de contacto a
emplear para evaluar el efecto del proceso de hidrolisis enzimatica en los parametros de
calidad en la industria azucarera. En el anexo 9, se presentan los porcentajes de remocion
de almidon en funcion de los valores de absorbancia para cada tiempo, asi como la
caracterizacion estadistica de la variable. El coeficiente de variacion fue inferior al 12 %,

en todos los casos.

3.2.1.2 Proceso de hidrélisis enzimatica

Con el disefio de experimento y el tiempo de contacto del sustrato con la enzima
determinados, se procede a simular los jugos para cada corrida experimental, y se lleva a

cabo la hidrélisis enzimatica de los mismos, para luego determinar los valores de
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contenido de almiddn, cenizas, pH y reductores, por las metodologias descritas en el

subepigrafe 2.3.2.

En el anexo 10 se muestran los resultados de la medicidn de estos pardmetros, asi como
la caracterizacidn estadistica de los mismos. Como se aprecia en el anexo, los reductores,
las cenizas y el pH presentan para cada experimento un coeficiente de variacion inferior
al 12 %. Sin embargo, el contenido de almidon presenta un coeficiente de variacion
superior al 12 % en 20 experimentos, la hidrdlisis enzimética del almidon es un proceso
biologico complejo, cualquier variacion en la temperatura, el pH, la concentracion de la
enzima y el sustrato, afectan la actividad de la enzima y por lo tanto su capacidad de

hidrolizar el sustrato.

3.2.2 Influencia de la dosis de a-amilasa en la hidrolisis enzimatica

Se estudia la influencia del proceso de hidrolisis enzimatica en los porcentajes de
remocién de almidon, en el incremento de los reductores y las cenizas, y en la variacion

del pH, en funcidén de la dosis de enzima aplicada.

3.2.2.1 Porcentaje de Remocion de Almidén

Para el estudio de la influencia de la enzima a-amilasa en el desdoblamiento del almidon,
se determinan los porcentajes de remocidn de almidon en cada corrida experimental, y se
agrupan en funcion de los niveles de enzima (Anexo 11). En la tabla 3.4, se presentan los
valores minimos y maximos de los porcentajes de remocion de almidon en

correspondencia con la dosis de enzima que se aplica.
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Tabla 3.4. Valores maximos y minimos de desdoblamiento de almidén.

% de remocion por nivel de a-amilasa
Valor
0,01 % 0,03 % 0,05 %
Minimo 71,4 88,68 76,52
Maximo 96,15 97,91 96,48

La remocion del almidon en los experimentos varia entre un 71,4 y 97,91 %. El rango de
remocion para 0,03 % es inferior al resto de los niveles. Para determinar la influencia de
los niveles de a-amilasa en el desdoblamiento de almidon y si existen diferencias
significativas entre los mismos, se realizan el anélisis de varianza, la prueba de multiples

rangos y las pruebas de normalidad que se muestran en el anexo 12.

Para la realizacion de estos analisis, primeramente se aplica la prueba de normalidad a los
porcentajes de remocion por dosis, los cuales presentan una distribucion normal (Anexo
12). Como se observa en el andlisis de varianza, el valor de probabilidad es menor que el
nivel de significacion 0,05, por lo que existen diferencias significativas entre las medias
de los porcentajes de remocion de almidon a cada nivel de a-amilasa, con un nivel de
confianza de 95 %. La prueba de multiples rangos del mismo anexo, indica que existen
diferencias significativas entre los porcentajes de remocién a dosis de 0,01 % con

respecto al resto de los niveles de a-amilasa.

A partir del analisis, se establece que los niveles de a-amilasa influyen en el
desdoblamiento de almidon. Existen diferencias significativas entre los porcentajes de
remocidn, para dosis de 0,01 % se logra una remocion media de 86,37 %, mientras que
para 0,03 y 0,05 % se alcanzan un 93,89 y 91,26 % respectivamente. Resulta interesante

resaltar que la remocion media a 0,03 % es superior a 0,05 %.
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3.2.2.2 AzUGcares Reductores

En el anexo 13, se presentan los azucares reductores (mg/mL), de las muestras madres y
sus correspondientes hidrolizados, agrupados por dosis de enzima. Como se aprecia en el
anexo, los reductores tienden a aumentar en cada experimento, consecuencia directa del
proceso de hidrdlisis, pues la enzima escinde los enlaces a, 1-4 glicosidicos presentes en
las cadenas de amilosa o amilopectina del almidon, lo que origina glucosa y
oligosacéridos de longitudes variables (Monteiro y Oliveira, 2010). Para estudiar el
efecto de la a-amilasa en los reductores, se determina el incremento de los mismos

durante el desdoblamiento de los almidones para cada experimento.

A los datos agrupados por nivel de enzima, se les aplica las pruebas de normalidad como
se muestra en el anexo 14. Se observa que para dosis de 0,01 y 0,05 % el incremento de
reductores no presenta una distribucion normal, por lo que se transforman los datos a
todos los niveles para alcanzar la normalidad. El efecto de los niveles de a-amilasa en el
incremento de azucares reductores, se verifica a partir del analisis de varianza y la prueba
de maltiples rangos que se muestran en el mismo anexo. El valor de probabilidad es
mayor que el nivel de significacion 0,05, por lo que no existen diferencias significativas
entre las medias de incrementos de reductores a cada nivel de a-amilasa, con un nivel de
confianza de 95 %. Estos resultados se reafirman al realizar la prueba de multiples

rangos, pues existe un solo grupo homogéneo.

A partir del analisis se establece que no existen diferencias significativas entre los niveles
de a-amilasa, en cuanto al incremento del contenido de reductores, demostrandose que a

estas dosis el proceso de hidrolisis no influye en este pardmetro. Estos resultados son
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satisfactorios, pues niveles elevados de azucares reductores pueden tener como resultado
la formacion de color, cuando se someten a altas temperaturas o fuertes condiciones
alcalinas. Ademas, como no constituyen azucares reductores producto de la inversion de
la sacarosa que se generan en el proceso no generan pérdidas, por tanto no afecta el
recobrado del proceso. Sin embargo Jiménez (2017), para niveles superiores de enzima
(0,05 y 0,25 g/100 mL), determina que existen diferencias significativas en el incremento

de los reductores.

3.2.2.3 Cenizas conductimétricas

La influencia de la enzima a-amilasa en las cenizas conductimétricas, se determina
mediante el estudio del incremento de los porcentajes de cenizas por efecto de los niveles

de enzima (Anexo 15).

La influencia de los niveles de a-amilasa en el incremento de las cenizas y la existencia
de diferencias significativas entre los mismos, se determinan mediante la realizacion del
andlisis de varianza, la prueba de multiples rangos y las pruebas de normalidad que se
muestran en el anexo 16. Para la realizacion de este analisis, primeramente se aplica la
prueba de normalidad a los porcentajes de cenizas por dosis, los cuales presentan una
distribucién normal. Segun el analisis de varianza, el valor de probabilidad es menor que
el nivel de significacion 0,05, por lo que existen diferencias significativas entre las
medias del incremento de cenizas a cada nivel de a-amilasa, con un nivel de confianza de
95 %. Segun la prueba de multiples rangos existen dos grupos homogéneos, lo que indica
que existen diferencias significativas entre el incremento de cenizas a 0,05 % y el resto de

los niveles de a-amilasa, con un nivel de confianza de 95 %.
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A partir del analisis se establece que los niveles de a-amilasa influyen significativamente
en el incremento de las cenizas. A mayores concentraciones de a-amilasa, se incrementan
las cenizas. Como el incremento de las cenizas es un suceso indeseable en el proceso de

produccion, se deberia, trabajar con los niveles mas bajos posibles de a-amilasa.

3.2.2.4 pH

El efecto de la accién de la enzima en el pH del jugo, se determina mediante la variacién
del pH en las corridas experimentales. En el anexo 17, se presentan los valores de pH
iniciales y finales de los experimentos, asi como su variacion, agrupados por nivel de a-

amilasa.

A la variacion del pH por dosis de enzima, se le aplica las pruebas de normalidad como
se muestra en el anexo 18. Donde se aprecia que para la dosis de 0,01 % la variacion de
pH no presenta una distribucion normal, por lo que se transforman los datos a todos los
niveles para alcanzar la normalidad. El efecto de los niveles de a-amilasa en la variacion
del pH, se verifica a partir del analisis de varianza y la prueba de multiples rangos que se
muestran en el mismo anexo. El valor de probabilidad en el analisis de varianza del anexo
18, es mayor que el nivel de significacion 0,05, por lo que no existen diferencias
significativas entre las medias de la variacion de pH a cada nivel de a-amilasa, con un
nivel de confianza de 95 %. Esto se reafirma mediante la prueba de mualtiples rangos, al

existir un solo grupo homogéneo,

A partir del andlisis, se establece que no existen diferencias significativas para cada nivel
de a-amilasa en cuanto a la variacion del pH, lo que indica que la aplicacion de la misma

no influye significativamente en este pardmetro. Esto beneficia el proceso de produccidn,
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pues se evita la inversion de la sacarosa a pH acidos y afectaciones en los reductores a pH

basicos.

3.2.3 Andlisis de los resultados del disefio experimental

Definidos los valores de las variables de respuesta del disefio de experimento, se procede
a la obtencion de los modelos matematicos que describen el efecto de la hidrélisis sobre
los mismos, mediante el software Statgraphics Centurion 16.2. Al desarrollar el modelo
de superficie de respuesta en el software, se obtienen los analisis de varianza ANOVA,

diagramas de Pareto y modelos matematicos correspondientes a cada variable.

El analisis de varianza permite evaluar si existe relacion significativa entre los factores y
la respuesta medida. Mientras que la influencia en la respuesta del sistema ante cambios

en los factores puede ser observada en el diagrama de Pareto.

3.2.3.1 Porcentaje de Remocion de Almiddn

Los resultados obtenidos por el software para el porcentaje de remocién de almidén se
pueden observar en el anexo 19. Como se aprecia en el analisis de varianza 4 efectos
(temperatura, Brix, concentracion de a-amilasa y contenido de almidon inicial) tienen un
valor de probabilidad (p) menor que 0,05, indicando que son significativamente

diferentes de cero con un nivel de confianza del 95 %.

Ademas en el diagrama de Pareto (figura 3.6), se muestran cada uno de los efectos

estimados de las variables y sus interacciones en orden decreciente de magnitud sobre el
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porcentaje de remocion. La linea vertical permite determinar qué efectos son

estadisticamente significativos.
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A:Temperatura
D:Conc Amilasa
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E:Cont Almidén Inlc%
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Figura 3.6. Diagrama de Pareto para % de remocion de almidon.

En dicho diagrama se confirma que la temperatura, la concentraciéon de a-amilasa y el
Brix, son las variables de mayor incidencia positiva sobre la respuesta, un aumento en el
valor de estas variables conlleva un incremento de la remocion del almidon, en los

intervalos estudiados.

Con el aumento de la temperatura aumenta la actividad catalitica de la enzima, lo que
significa que se incrementa la capacidad de la misma de desdoblar el almiddn, hasta
alcanzar su méaxima actividad a la temperatura éptima (60 °C), para luego decrecer
rapidamente debido al proceso de inactivacion térmica que sufren las enzimas (Shukla y
Singh, 2016; Kuddus, 2019). En la tabla 3.5, se muestra que a 90 °C la actividad de la
enzima no decrece significativamente, pues alcanza altos porcentajes de remocion, esto

se pude apreciar en los experimentos 7, 9, 14, 15y 35.
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Tabla 3.5. Efecto de factores en el porcentaje de remocién de almidon.

Exoeri Temperatura | pH Concentracion % de
Xperimento [C] [°Brix] de enzima Remocion
13 30 88,68
19 60 40,5 6,5 0,03 % 95,01
14 90 96,89
9 16 91,25
90 5 0,01 %
15 65 93,86
35 16 95,59
90 5 0,05 %
7 65 96,48

Al aumentar la concentracion de a-amilasa, se incrementa el grado de hidrolisis, pues se
favorece la cantidad de sitios activos disponibles para la interaccion enzima-sustrato, para
una cantidad suficiente de almidon. A elevados niveles de Brix a altas temperaturas,
segun Cole et al. (2015), la actividad de la enzima se preserva debido a la reduccion de la
velocidad de reaccion, al reducirse la velocidad de difusion de la enzima. El aumento de
los porcentajes de remocién en funcién de la dosis de enzima y el Brix del jugo puede

apreciarse en los experimentos 7, 9, 15y 35 de la tabla 3.5.

3.2.3.2 Incremento de reductores

En el anexo 20 se muestran los resultados obtenidos por el software para el incremento de
reductores. Como se aprecia en el analisis de varianza la temperatura, el pH, y las
interacciones del contenido de almidon con el Brix y la dosis de enzima, poseen un valor

de probabilidad (p) menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de
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cero con un nivel de confianza del 95 %. El efecto de los factores experimentales sobre la

variable respuesta se refleja en el diagrama de Pareto siguiente:

C:pH

bE

BE
A:Temperatura
CD

B:Brix

|

i

B
E:Cont Almidén Inicial
AB

CcC
D:Conc Amilasa
DD

2 3 4 5
Efecto estandarizado

™

=Y

Figura 3.7. Diagrama de Pareto para incremento de reductores.

Como se observa en la figura 3.7, la mayor incidencia negativa sobre el incremento de los
reductores lo tiene el pH, seguido de la interaccion contenido de almiddn-dosis de
enzima; la temperatura y la interaccion contenido de almidon-Brix inciden de manera

positiva.

Con el aumento del pH hay una disminucién en el incremento de los reductores, la
méaxima actividad catalitica de la enzima se alcanza a pH 5 (6ptimo), mientras que el
intervalo de estudio es de 5 a 8, la actividad de la enzima disminuye a medida que
aumenta el pH, esto provoca una disminucion de la capacidad de la misma de desdoblar
el almiddn en glucosa y oligosacaridos de longitud variables. Ademas a pH acidos ocurre

la inversion de la sacarosa en glucosa y fructosa (azucares reductores), si se incrementa el
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pH este suceso no ocurre lo que influye en la disminucidn de los reductores. La influencia

del pH en los reductores puede observarse en los experimentos 12 y 15 de la tabla 3.6.

Tabla 3.6. Efecto de factores en el incremento de reductores.

Contenido Razon
Experiment | p | [°Brix | de almidon | Concentraci Incremento de sustrato-
L ) . reductores .
0 H ] inicial on de enzima [mg/mL] enzima
[mg/L] g
15 5 65 600 21,91 6
20 8 200 1,54 2
16
33 8 600 0,01 % 2,78 6
18 8 200 2,85 2
65
12 8 600 14,12 6
26 8 200 1,19 0,4
16
6 8 600 0 1,2
0,05 %
42 8 200 2,38 0,4
65
37 8 600 0 1,2

Con el aumento del Brix y la temperatura, aumenta la actividad catalitica de la enzima, lo
que significa un incremento en los reductores, esto ademas se favorece en cierto grado si
se aumenta el contenido de almidon inicial. Con el aumento de la interaccion brix-
contenido de almidén se favorece la actividad de la enzima, y por lo tanto se incrementan

los reductores, como se muestra en los experimentos 12, 18, 20 y 33 de la tabla 3.6.

Al analizar la interaccion contenido de almidon-dosis de enzima, un factor importante a
tener en cuenta es la razon concentracion de sustrato y concentracién de enzima, a

valores bajos se obtienen pocos productos, y a valores elevados la reaccion es rapida y la

-53-




actividad de la enzima alta (Mathewson, 1998). En la tabla 3.6, puede apreciarse que a
valores bajos de esta relacion el incremento de reductores es bajo, mientras en los

experimentos 12 y 15 al ser la relacion mayor el aumento es significativo.

3.2.3.3 Incremento del % de Cenizas

Los resultados obtenidos por el software para el incremento de porcentaje de cenizas se
pueden observar en el anexo 21. Como se aprecia en el analisis de varianza, la
temperatura, el brix, la concentracion de enzima, los términos cuadraticos de temperatura,
brix y pH, ademas de las interacciones Brix-Contenido de almidon inicial y pH con brix,
concentracion de enzima y contenido de almidon inicial, presentan valores de
probabilidad (p) menores que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de
cero con un nivel de confianza del 95 %, siendo los méas significativos el Brix y la

concentracion de a-amilasa (p=0).

Ademas el efecto de cambios en los factores sobre el incremento de las cenizas, se puede
observar en el diagrama de Pareto de la figura 3.8. Donde se aprecia que el parametro de
mayor incidencia negativa sobre el incremento de cenizas es el Brix, y el de mayor

incidencia positiva es la concentracion de amilasa.
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Figura 3.8. Diagrama de Pareto para incremento del % de cenizas.

Segun Zossi et al. (2011), los principales constituyentes inorganicos que entran al
proceso de produccion de azucar son: compuestos insolubles, constituyentes de
moléculas organicas complejas, sales, cationes (potasio y sodio) y aniones (silicatos,
fosfatos y sulfatos). En la tabla 3.7, se aprecia la influencia del Brix y la concentracion de
enzima en el incremento de las cenizas. Al aumentar el Brix hay una disminucién del
incremento de cenizas, mientras lo contrario ocurre al aumentar la concentracion de

enzima.

Tabla 3.7. Efecto de factores en el incremento del porcentaje de cenizas.

. o v Concentracion de | Incremento de
Experimento [°Brix] : A
enzima % cenizas
9 16 0,01 % 0,33
35 0,05 % 0,39
15 65 0,01 % 0,09
7 0,05 % 0,26
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Como se explica en el subepigrafe 3.2.3.1, con el aumento del Brix se incrementa la
actividad de la enzima, y por tanto la capacidad de desdoblar oligosacéridos de longitudes
variables. Esto hace posible que, en cierta medida, se degraden constituyentes de

moléculas orgénicas complejas.

Al aumentar la concentracion de la enzima es de esperar un incremento de las cenizas,
pues las a-amilasas requieren iones metalicos para su actividad, su estabilidad estructural
e integridad (Kaur, Kaur, y Kumar, 2014; Sharma y Satyanarayana, 2013). Varios iones
metalicos, como Ca’*, Fe?*, Mg** y K*, se suelen afiadir al medio durante la produccién
de las mismas (Sharma y Satyanarayana, 2013). La afinidad del Ca®* es mas fuerte que la
de otros iones (Gupta, Gigras, Mohapatra, Kumar, y Chauhan, 2003), al ser capaz de
regular la estabilidad estructural y actividad catalitica de la mayoria de las a-amilasas
(Tapati, Kumar, Banerjee, y Chandna, 2016). Por lo tanto las a-amilasas son conocidas
por contener al menos un Ca®* por molécula (Gupta, Gigras, Mohapatra, Kumar, y

Chauhan, 2003; Tapati, Kumar, Banerjee, y Chandna, 2016).
3.2.3.4 pH

En el anexo 22 se muestran los resultados obtenidos por el software para la variacion de
pH. Como se aprecia en el analisis de varianza el brix, pH, y la interacciéon Brix-pH
presentan valores de probabilidad (p) menor que 0,05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95 %, siendo el méas
significativo el pH (p=0). La influencia de los factores experimentales sobre la variable

respuesta se refleja en el diagrama de Pareto (figura 3.9), donde el pardmetro de mayor
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incidencia positiva en el pH luego de aplicar el proceso de hidrdlisis, es el pH inicial del

licor.

C:pH
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Figura 3.9. Diagrama de Pareto para pH final.

El resto de los factores no pueden considerarse significativos con respecto a este, a pesar

de que el Brix y la interaccion Brix-pH presentan valores de probabilidad (p) menores

que 0,05.
3.2.3.5 Analisis de la calidad de ajuste del modelo

Se procede a validar los modelos matematicos determinados para cada variable de

respuesta, al tener en cuenta los criterios que se muestran en la tabla 3.8.
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Tabla 3.8. Andlisis de calidad de ajuste de los modelos matematicos.

Variables de Respuesta
Parametros para
validar el modelo | % de remocion Incr%rgento Incremento del % H final
de Almidén de Cenizas P
Reductores
R? (%) 79,10 72,80 88,18 92,25
Estadistico
Durbin-Watson 2,15 (0,67) 1,89 (0,34) 2,22 (0,76) 2,20 (0,74)
(P-value)
FF:f;ZZ; P- | 4920000 | 348(000) | 9,70(0,00) | 1547 (0,00)

El estadigrafo R® indica en que porcentaje los modelos, asi ajustados, explican la
variabilidad de las variables de respuesta, encontrandose en todos los casos por encima
del 70 %, valor sugerido como minimo para fines de optimizacion por Gutiérrez y de la
Vara (2008). Los valores de probabilidad correspondientes a la prueba de Durbin-Watson
para todas las variables de respuesta son superiores a 0,05 para una confianza del 95 %,
lo que significa que los errores experimentales no se encuentran correlacionados entre si.
Esto revela que todas las variables que inciden en estas, se encuentran controladas o
contempladas en la modelacion. Mediante la prueba de Fisher se estudia la pérdida de
ajuste por un estimador interno de la varianza del error experimental. En este caso como
el valor de probabilidad de los analisis de regresion multiple son menores que 0,05 hay
una relacién estadisticamente significativa entre las variables para un nivel de confianza
del 95 %. Al no existir evidencias de pérdida de la calidad de ajuste de los modelos, no se
debe modificar o remover ningin término de estos. Al tener en consideracion los criterios

anteriores, se corrobora que los modelos presentan una calidad de ajuste adecuada.
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3.2.3.6 Funcién de deseabilidad

El éxito de alcanzar un Optimo multi-respuesta mediante la funcion de deseabilidad,
depende de la calidad de los modelos de estimacion que se utilizan para construir las
respuestas deseables individuales. Estos modelos deben ser estadisticamente

significativos (Vera et al., 2014).

La funcién de deseabilidad implica transformaciones de cada una de las variables de
respuesta estimadas ¥i(X) a un valor de deseable di(x), en funcion de los criterios de
optimizacion adoptados. En la tabla 3.9 se presentan los criterios de optimizacion, asi

como los limites méximos y minimos para cada variable de respuesta.

Tabla 3.9. Criterio de optimizacion para las variables de respuesta.

terio d Valor Valor Pesos
# | Variable de Respuesta Criterio de Superior Inferior
Optimizacion (W)
(U) (%)
Porcentaje de remocion de .
1 Almidén (%R) Maximizar 97,91 71,39 5
2 Incremento de Reductores Maximizar 2191 0 4
(IR)
3 | Incremento de Cenizas (IC) Minimizar 0,39 0,02 2
4 pH 7 7,67 4,8 3

Con la funcién de deseabilidad se persigue hallar el éptimo simultaneo donde el
porcentaje de remocion de almidon y el incremento de reductores sea maximo, el
incremento de cenizas minimo, y el pH se mantenga neutro; con el objetivo de reducir los
efectos negativos de la aplicacion del proceso de hidrolisis enzimatica en la produccién

de azlcar crudo. Mediante la Matriz de Saaty se determina el orden de impacto de las
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variables de respuesta (Anexo 23), y se define w; en funcion de los criterios del

Statgraphics Centurion 16.2.

En funcion de maximizar la remocién de almidon y el incremento de reductores en el

proceso, sus deseabilidades individuales quedan definidas de la manera siguiente:

d, = (9;;‘_%3399) (3.1)
d, = (%) (3.2)

Siendo %R y IR, modelos matematicos que describen la remocion de almidén y el

incremento de reductores productos del proceso de hidrolisis (Ver Anexos 19 y 20).

Para minimizar el incremento cenizas, su deseabilidad individual se define como:

d, = ( 1€-0,39 ) (3.3)

0,02-0,39

Donde IC, modelo matematico que describe el incremento de cenizas producto de la

hidrolisis enzimatica del almidon (Ver Anexo 21).

Para que el pH se mantenga en 7, la deseabilidad individual queda definida como:

__ (pH-4,8 .

d, = (7_4'8) Si pH<7 (3.4)
__ (pH-7,67 .

d, = (7_7'67) Si pH>7 (3.5)

Donde pH, es el modelo matematico que describe el pH del medio luego de la hidrélisis

del almidén (Ver Anexo 22).
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Entonces la deseabilidad global (D), se define de la manera siguiente:

D = (d,® = dy* » d3* » d,>)™. (3.6)

3.3 Seleccion de la corriente de aplicacion del proceso de hidrélisis
enzimatica

Con la funcion de deseabilidad definida, se procede a evaluar el modelo de optimizacion
simultanea para las condiciones que se muestran en la tabla 3.10, que responden a las

corrientes de jugo alcalizado, clarificado y meladura.

Tabla 3.10. Condiciones de las corrientes de jugo alcalizado, clarificado y meladura.

Corriente Temr[)fé?tura [°Brix] | pH Contenido[(rjﬁg?rlnnli]dén inicial
Jugo alcalizado 40,0 16,0 7,20 600
Jugo clarificado 90,0 17,0 6,95 600

Meladura 65,0 64,7 6,80 600

En la tabla 3.11, se muestran los resultados de evaluar la funcion de deseabilidad en las

corrientes mencionadas anteriormente, al variar la dosis de enzima entre 0,01 y 0,05 %.

Donde A: Temperatura; B: °Brix; C: pH inicial; D: Concentracion de enzima; E:
Contenido de Almidon Inicial; %R: Porcentaje de remocién de almidon; I.R: Incremento

de Reductores; I.C: Incremento de Cenizas; pH: pH final.
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Tabla 3.11.

Evaluacion de la funcion de deseabilidad.

Corriente | A | B C D E %R | I.LR I.C pH Deseabilidad
Jugo 40 | 16 | 72 | 0,01 | 600 | 76,88 | 0,44 | 0,13 | 7,02 0,18
alcalizado
0,015 7842 | 0 0,13 | 7,00 0,06
0,020 7985 | 0 0,13 | 7,00 0,21
0,025 81,16 0 0,14 | 7,00 0,27
0,03 8236 | O 0,15 | 7,01 0,32
0,035 8345 | O 0,16 | 7,04 0,35
0,04 84,42 0 0,17 | 7,07 0,38
0,045 8528 | O 0,19 | 7,11 0,41
0,05 86,03 0 0,21 | 7,16 0,42
Jugo 90 | 17 | 6,95 | 0,01 | 600 | 84,22 | 7,04 | 0,22 | 6,49 0,47
clarificado
0,015 85,78 | 6,42 | 0,21 | 6,49 0,48
0,020 87,23 | 5,78 | 0,21 | 6,51 0,48
0,025 88,57 | 5,11 | 0,22 | 6,53 0,48
0,03 89,79 | 442 | 0,22 | 6,57 0,47
0,035 90,90 | 3,70 | 0,23 | 6,61 0,46
0,04 91,90 | 2,96 | 0,24 | 6,67 0,44
0,045 92,79 | 2,19 | 0,26 | 6,73 0,40
0,05 93,56 | 1,40 | 0,27 | 6,80 0,36
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Tabla 3.11. Continuacion.

Corriente | A B C D E %R | I.LR I.C pH Deseabilidad

Meladura | 65 | 64,7 | 6,8 | 0,01 | 600 | 91,59 | 8,73 0 6,37 0,68
0,015 92,73 | 8,01 0 6,38 0,67
0,020 93,76 | 7,26 0 6,41 0,67
0,025 94,67 | 6,49 0 6,44 0,66
0,03 95,48 | 5,69 0 6,48 0,64
0,035 96,17 | 4,87 0 6,54 0,62
0,04 96,74 | 4,02 0 6,60 0,60
0,045 97,21 | 3,14 0 6,67 0,56
0,05 97,56 | 2,25 0 6,75 0,51

Como se aprecia en la tabla 3.11, en el jugo alcalizado a medida que aumenta la dosis de
a-amilasa aplicada se incrementa la deseabilidad, mientras lo contrario ocurre en las otras
corrientes. Los mayores valores de deseabilidad se obtienen para la meladura, esto era de
esperar, pues el valor éptimo de deseabilidad que se obtiene mediante el Statgraphics
Centurion 16.2 es de 0,71 para 65 °Brix y pH 7, condiciones similares a la de esta

corriente.

Al tener en cuenta lo anterior, podria considerarse aplicar el proceso de hidrélisis
enzimatica en la meladura, a una dosis de 0,01 %. Sin embargo los costos de aislamiento
y purificacion de las enzimas son elevados, por lo que habria que considerar los costos de
adquisicion de la a-amilasa y los beneficios de su aplicacion en la reduccion del consumo

de vapor, en el analisis.
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3.3.1 Ahorro del consumo de vapor

La reduccion del consumo de vapor por efecto de la aplicacion de la a-amilasa en el area
de purificacion y evaporacion, se calcula a partir de las correlaciones correspondientes
determinadas por Rodriguez (2018). Para las corrientes de jugo alcalizado y clarificado,
cuyas condiciones se definen en la tabla 3.10. En la tabla 3.12, se presenta el ahorro en el

consumo de vapor por concepto de remocidn de almidon.

Tabla 3.12. Ahorro en el consumo de vapor.

Dosis | i amidon | devapor fkgviTemy | % de Aforro devapor
Jugo Alcalizado (JA)

0,01 % 76,88 80,57 21,04

0,03 % 82,36 86,32 22,54

0,05 % 86,03 90,16 23,54
Jugo Clarificado (JC)

0,01 % 84,22 51,00 17,20

0,03 % 89,79 54,37 18,34

0,05 % 93,56 56,65 19,11

Para el calculo del efecto econdmico del mismo, se tienen en cuenta los elementos de la

tabla 3.13.
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Tabla 3.13. Elementos para la valoracion econdémica.

Rublo Valor
indice de generacion en caldera [Kg vapor/Kg bgz] 2,2
Precio del bagazo [cup/t] 29,55
Molida horaria [t/h] 202,745
Duracion de una zafra [150 dia/afio] 150

En la tabla 3.14 se presentan los beneficios econémicos del ahorro de vapor por efecto de

la hidrélisis enzimatica del almidén.

Tabla 3.14. Beneficios del ahorro de vapor.

Dosis de Ahorro de Bagazo [tng./h] [cup/aiio]
enzima IA ic IA ic
0,01 % 7,425 4,699 789 901 499 957
0,03 % 7,955 5,011 846 205 533 022
0,05 % 8,309 5,221 883 912 555 402

El aumento de las dosis de aplicacion de la enzima equivale al incremento de la remocién
de almiddn, las toneladas de bagazo que se ahorran y el beneficio econdmico que

representa.

3.3.2 Costo de aplicacion de la enzima

En la tabla 3.15, se exhiben los elementos que se tuvieron en consideracién para
determinar los costos de aplicar la enzima o-amilasa en el jugo alcalizado, clarificado y

meladura, al considerar el costo de un kg de a-amilasa 15 USD.
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Tabla 3.15. Costos de adquisicion de la a-amilasa.

Corrientes Dosis de Flujo [L/h] Dosis de Costo de
enzima [g/L] enzima a aplicacion
aplicar [kg/h] [$/afio]
Jugo Alcalizado 0,1 194 999 19,49 1052 995
0,3 58,49 3158 986
0,5 97,49 5264 977
Jugo Clarificado 0,1 153 547 15,35 829 152
0,3 46,06 2 487 455
0,5 76,77 4 145 758
Meladura 0,1 28 932 2,89 156 231
0,3 8,68 468 694
0,5 14,47 781 156

Al ser los flujos de jugo alcalizado y clarificado a tratar grandes, era de esperarse que los
costos de aplicar la a-amilasa durante el periodo de zafra fueran elevados, en

comparacion a aplicar la hidrélisis en la meladura cuyo coste es mas econdémico.

3.3.3 Dosis y corriente de aplicacion de la a-amilasa

Segun los resultados anteriores, la corriente mas factible para la aplicacion del proceso de
hidrolisis enziméatica en la industria azucarera es la meladura, donde se alcanzan los
mayores indices de deseabilidad global, ademas que los costos de aplicacion de la a-

amilasa son pequefios, debido al flujo de esta corriente.

Autores como Bruijn y Jennings (1968), Eggleston et al. (2006), Penados (2004),

Schoonees (2008), Tester y Karkalas (2004) y Zhou et al. (2008), coinciden en que la
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hidrélisis enzimatica se realiza por lo regular en la estacion de evaporacion. Segun
Schoonees (2008), la a-amilasa puede ser afiadida antes o después del evaporador de
cuadruple efecto, Zhou et al. (2008) prefieren su aplicacion en el pre-evaporador,
mientras que Penados (2004), plantea agregarla en el pendltimo o Gltimo vaso del
multiple efecto, puesto que a estas condiciones de operacion se favorece la hidrdlisis. El
autor coincide con Penados (2004), en aplicar la enzima en el Gltimo vaso del maltiple
efecto, pues de esta unidad sale la meladura a la etapa de cristalizacion, ademas el pH, la
temperatura y el tiempo de retencion en este equipo propician la accién de la enzima

(Eggleston et al., 2006).

Para la seleccion de la dosis de enzima a aplicar en la meladura, hay que tener en cuenta
la influencia de la hidrolisis enzimatica en el contenido de almidon, los reductores, las
cenizas y el pH. Segln se observa en la tabla 3.11, a medida que aumenta la dosis de a-
amilasa el incremento de cenizas permanece invariable, el incremento de reductores y la
variacion de pH disminuyen, y el porcentaje de remocion del almidon aumenta. Si se
desea un maximo de deseabilidad, es decir, un maximo de reductores y de remocién, y un
minimo de variacion de pH, la dosis a seleccionar seria 0,01 %, y el costo de aplicacion
seria menor. Sin embargo, dosis mayores podrian aplicarse si se considera necesario
ejercer un mayor control sobre un pardmetro en especifico, de acuerdo a lo normado en la

industria, o si se desea alcanzar un 6ptimo individual.

3.4 Conclusiones parciales del capitulo

1. El aumento de la concentracién de almidén en los equipos consumidores de

vapor, dificulta la transferencia de calor, y aumenta el consumo de vapor.
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La enzima a-amilasa presenta una actividad especifica de 86 U/ug. Las
propiedades estructurales que se determinan son: pH optimo de 5,0, temperatura

Optima de 60 °C, Km de 6,4 g/L y Vmax de 28 571 pmol/mL*min.

Las propiedades funcionales reflejan que la enzima es estable de 35 a 50 °C y en

un intervalo de pH de 5,0 a 8,5; donde logra una actividad superior al 80 %.

Los niveles de a-amilasa influyen en el desdoblamiento de almidén y en el
incremento de cenizas, pero no en el incremento de reductores, ni en la variacion

del pH.

Los modelos matematicos obtenidos demostraron ser validos dentro del dominio

del experimento.

Los costos de aplicacion de la a-amilasa en las corrientes del proceso son

elevados.

Si se desea alcanzar los valores 6ptimos de reductores, cenizas, pH y remocién de

almiddn se recomienda aplicar una dosis de 0,01 % de a-amilasa.
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CONCLUSIONES

1. Se demuestra la efectividad de la enzima a-amilasa en el desdoblamiento de
almidon en corrientes del proceso de produccion azucarera simuladas a escala de
laboratorio.

2. La enzima a-amilasa presenta una actividad especifica de 86 U/ug. Las
propiedades estructurales que se determinan son: pH 6ptimo de 5,0, temperatura
Optima de 60°C, Km de 6,4 g/L y Vmax de 28 571 umol/mL*min.

3. La a-amilasa es estable de 35 a 50 °C y en un intervalo de pH de 5,0 a 8,5, con
una actividad superior al 80 %.

4. La hidrdlisis enzimética del almidon no influye de manera significativa en el
incremento de reductores, ni en la variacion de pH, pero si en el incremento de
cenizas y en la disminucion del contenido de almidon.

5. Se determin6 que la corriente de aplicacion del proceso de hidrélisis enzimatica

mas factible tanto técnica como econdmicamente es la meladura.
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RECOMENDACIONES

1. Evaluar el efecto de la hidrolisis enzimatica del almidon en la velocidad de
sedimentacion durante la etapa de clarificacion, y en la formacion de color en el

proceso.

2. Validar los resultados del modelo de optimizacion simultanea, con su aplicacién a

escala industrial.

3. Estudiar el efecto del contenido de almidon en el consumo de vapor, durante la

etapa de cristalizacion.
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Anexo 2: Determinacion de la concentracion de proteinas.

La determinacién de la concentracion de proteinas de la enzima se realiza mediante la
aplicacion del método de Lowry et al. (1951). El mismo consiste en la adicion de 0,4 mL
de reactivo de Folin 1 a 0,4 mL de disolucién enzimatica, se incuba durante 10 min, se

adicionan 0,2 mL de reactivo de Folin 2 transcurrido 30 min se determina la absorbancia

a 750 nm.

La determinacion final de la concentracion se realiza mediante el uso de la curva de
calibracion que utiliza como patrén albumina de suero bovino (BSA), que se muestra a

continuacion:

Equation y=a+b*x
Intercept -0,13397 + 0,00688
Slope 0,34887 + 0,01069
0,15 Pearson's r 0,9986
R-Square(COD) 0,99719
Adj. R-Square 0,99626
©
=) ]
C
@ 0,10
o]
S
o
(D]
Q
<
0,05
0,00 u
T T T T T
0,4 0,6 0,8

Concentraciéon de Proteina

Figura A.1: Curva de calibracion para la determinacion de la concentracion de

proteinas.

Para la preparacién de la mezcla conocida como Lowry, se disuelven: 10 g de NaOH en

100 mL de agua destilada y 5 g de Na,CO3 en los mismos 100 mL anteriores; 1 g de
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Cu,SO4 en 100 mL de agua destilada; 2 g de KNaC4H4064H,O en 100 mL de agua
destilada (este reactivo es necesario conservarlo en frio) y por ultimo se mezclan de las
soluciones preparadas anteriormente en las siguientes proporciones 10 mL, 200 uL y 200

ML respectivamente.

Anexo 3: Determinacion de la actividad enzimatica de la a-amilasa.

La actividad de la enzima a-amilasa se determina empleando el método del &cido 3,5 —

dinitrosalicilico (DNSA) (Benfeld, 1955).

La actividad enzimatica de la a-amilasa fue determinada mediante la adicion de 0,5 mL
de disolucion de enzima a 0,5 mL de disolucion de almidon al 1 % (m/v) en disolucién
tampdn de fosfato de sodio 20 mmol/L, pH 6,9 a 6 mmol/L en cloruro de sodio (NaCl).
Se mantiene con agitacion a 30 °C durante 10 min, se adiciona 1 mL de DNSA, y se
introduce en bafio maria por 10 min a 100 °C. Una vez que finaliza esta etapa del
experimento, se mide la absorbancia a 546 nm. La actividad de la enzima se evalla a

través de la ecuacion A.1;

AE = A546 *l* Denz
m

t Venz Ec. Al

Donde, AE: actividad especifica [U/mL]; Ass: valor de absorbancia; t: tiempo que se
encuentra en bafio maria (10 min); m: pendiente de la curva del &cido 3,5-

dinitrosalisilico; Den;: dilucién de la enzima; Ven,: volumen de la enzima [0,5 mL].
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La curva del &cido 3,5-dinitrosalisilico se determina por el método DNSA con solucién
patron de glucosa (Benfeld, 1955), la curva aplicada durante la investigacion se muestra a

continuacion:

110 n Equation y=a+b*
Intercept -0,02799 + 0,00646
Slope 1,75712 £ 0,01745
Pearson's r 0,9997

0,8 R-Square(COD 0,99941

Adj. R-Square 0,99931

0,6

0,4 /-/
0,2 /
1 T T T T T T
0,2 0.4 06

Concentracion de Glucosa (mg/mL)

Absorbancia

Figura A.2: Curva de calibracion para la determinacion de la concentracion de glucosa.
Anexo 4: Determinacion espectrofotométrica de almidédn en jugos (C28) (MACU, 2008).

En un beaker de 100 mL, se agregan 20 g del jugo y se adicionan 80 mL de etanol y 2 g
de tierras infusorias activada. Se agita, se deja en reposo por 15 min y se filtra a presion
reducida. El precipitado obtenido se trasvasa a un beaker de 200 mL y se le adiciona 40
mL de disolucion cloruro de calcio-acido acético (la disolucion de cloruro de calcio se
prepara a una concentracion de 40 % m/m y se ajusta su pH a 3 con solucion de &cido
acetico 0,033 mol/L) se cubre con un vidrio reloj y se mantiene a ebullicion suave
durante 15 min. Se enfria la solucién y se enraza a un volumen de 100 mL. Se

homogeniza, se filtra, se desechan los primeros 10 mL. Se toma 20 mL del filtrado y se
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adicionan: 2,5 mL de solucion de 4cido acético 2 mol/L, 0,5 mL de yoduro de potasio 10
% (m/v) (solucion que se debe preparar inmediatamente antes de utilizar) y 5 mL de
yodato de potasio 0,00167 mol/L. Se enraza a un volumen de 50 mL y se determina la
absorbancia a 600 nm en una celda de 1 cm. Para la preparacion del blanco se adicionan 8
mL de la disolucion cloruro de calcio-acido acético y los mismos volimenes de la
solucion de 4cido acético, yoduro de potasio, yodato de potasio, enunciadas

anteriormente y se enraza a un volumen de 50 mL con agua destilada.

Para preparar la tierra de infusorios activada se pesan 50 g de tierra de infusorios, se
afiade aprox. 1 000 mL de agua y 50 mL (6 59,0 g) de acido clorhidrico (d20=1,18 g/ml),
se agita 5 min, se filtra mediante vacio y se lava con agua hasta que el filtrado adquiera el

pH del agua utilizada. Seque la tierra infusoria activada a temperatura ambiente.

Curvas de calibracion para determinar almidén en jugo

Mida alicuotas de una solucion de referencia de almidon de 0,8 g/L, de 0,0, 1,0, 2,0, 3,0,
4,0 y 5,0 mL y depositelas en matraces de 50 mL. Adicione a cada matraz, agua destilada
hasta aproximadamente 20 mL, 2,5 ml de solucion de acido acético (2 mol/L), 0,5 mL de
solucién de yoduro de potasio (10 % m/v) solucion que se debe preparar inmediatamente
antes de utilizar) y 5,0 mL de solucion de yodato de potasio (0,00167 mol/L). Enrase con
agua destilada y mida la absorbancia a 600 nm en una celda de 1 cm, utilice como blanco
la solucion que no contiene almidon. Estos puntos equivalen a 0,0, 0,8, 1,6, 2,4, 3,2y 4.0

mg de almidon por cada 50 mL de solucion.
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Una vez trazada la curva, con la absorbancia de la muestra y la misma se puede
determinar la concentracion de almiddn de la muestra. Para el caso de la determinacion
de almiddn en jugo, se calcula el contenido de almidén, mediante la ecuacion A.2:

_1000*m
mj*Bx

CA
Ec. A2
Donde, CA: concentracion de almidon (mg/kg); m: es la masa, en mg, de almidon
obtenido a través de la curva de referencia; Bx; solidos disueltos, en % m/m, presentes en
la masa (m;) de jugo original; m;: masa, en g, contenida en los 50 mL de solucion a la que

se le desarrolla color.

Para determinar la masa de la muestra a la que se le desarrolla color se utiliza la ecuacion

A.3:

' 100 | Ec. A3
Siendo Va: Volumen que se toma de la muestra una vez filtrada (mL.).

Anexo 5: Determinacion de cenizas conductimétricas en azlcar crudo, aziicar moreno,

jugo, jarabe y melaza (Oficina Nacional de Normalizacion, 2017).

Se pesan 5 g de la muestra y se disuelven en agua destilada en un matraz aforado de 100
mL y se enrasa a 20 °C. En caso de que la conductividad sea mayor de 500 pS/cm,
reducir el contenido en sélidos de la disolucion (para melaza: emplear 0,25 g/100 mL).

Después de mezclar cuidadosamente, se lleva la disolucion a la celda de lectura y se mide
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la conductividad a 20 + 0,2 °C. Se controla la medida empleando como disolucion de

referencia cloruro potésico, 0,0025 mol/L.

La conductividad corregida se determina mediante la siguiente ecuacion:
C=C-C, Ec. A4

Donde, C; es la conductividad medida en puS/cm a 20 °C; C, es la conductividad del agua

a 20 °C; y por tanto:

%Ceniza = (16,2+0,36*D)*10™* *C* f . Ec. A5

Siendo, C (concentracion de materia seca de la solucion de ensayo, expresada en g/100
mL); S (peso de la muestra (g) en 100 mL); f (factor de dilucion de la solucion con

respecto a 5 g/100 mL, f=5/S).

Si no es posible llevar a cabo el ensayo a la temperatura estandar de 20 °C, es necesario
efectuar una correccion de temperatura en el resultado final de la siguiente manera,
siempre que no se exceda el rango de + 5 °C.La correccidn es:

C,on = Cr
20c [1+0,023* (T —20)] Ec. A6

Donde, C+: es la conductividad de la solucién de azucar a la temperatura T (°C).
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Reactivos empleados:

- Agua destilada, se emplea para la preparacion de todas las soluciones (azlcar y cloruro
potasico) agua bidestilada o desionizada con una conductividad menor de 2

pS/cm.

- Cloruro potéasico, 0,01 mol/L, se pesan 745,5 mg de cloruro potésico previamente
deshidratado y se calienta a 500 °C (color rojo sombra); luego se disuelve en agua en un

matraz aforado de 1 L y se enrasa.

- Cloruro potasico, 0,0025 mol/L, se diluyen 250 mL de disolucion de cloruro potasico
de 0,01 mol/L y se enrasa en un matraz aforado de 1 L. Esta disolucion tiene una
conductividad de 328 uS/cm a 20 °C (después de deducir la conductividad especifica del

agua empleada).

Anexo 6: Herramientas estadisticas aplicadas para el procesamiento de la informacion.

Caracterizacién estadistica de los datos

La caracterizacion estadistica se emplea para analizar los datos recogidos de los
experimentos, ademas de analizar los parametros de calidad del azlucar crudo una vez
ocurra el desdoblamiento del almidén. Dentro de los parametros de interés estan: los de
medidas de tendencia central, medidas de dispersion y medidas de simetria, entre cada
uno de ellos hay una gran variedad de pardmetros, solamente se estudian los mas
significativos para la investigacion. Los parametros de medidas de tendencia central
caracterizan el centro de la distribucion de los datos experimentales, entre ellos la media.

Segun Guerra y Sevilla (1986), la media te acerca al valor verdadero Gnico de lo que se
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mide, teniendo en cuenta que en la medicidén siempre hay errores. Los parametros de
medidas de dispersion reflejan cuan alejados estan los valores experimentales del valor
central, entre ellos esté: el coeficiente de variacion, indicador del grado de dispersion de

la muestra (Guerra et al., 2004).

Andlisis de regresion

En la presente investigacion, para determinar el contenido de almiddén en jugo y azlcar
crudo, es necesario establecer una relacion entre la absorbancia de las muestras y la
concentracion de almidon en las mismas; ademéas se necesita conocer el efecto del

contenido de almiddn en el consumo de vapor en el proceso de produccion.

El andlisis de regresion tiene como objetivo modelar en forma matematica el
comportamiento de una variable de respuesta en funcion de una o mas variables
independientes (factores). Si mediante un modelo matematico es posible describir tal
relacion, entonces este modelo puede aplicarse con propositos de prediccion,
optimizacién o control (Gutiérrez y de la Vara, 2008). Para estimar los parametros de un
modelo de regresidbn son necesarios los datos, los cuales pueden obtenerse de
experimentos planeados, de observaciones de fendmenos no controlados o de registros

historicos.

Si se quiere explicar el comportamiento de una variable Y (concentracién de almidon o
consumo de vapor en el proceso) en funcion de los valores que toma X (absorbancia de la
muestra o contenido de almidon), el analisis de regresion lineal simple permite
determinar el modelo que mejor se ajusta a los datos, a partir de una relacién funcional de

forma lineal (Gutiérrez y de la Vara, 2008). Para confirmar la validez del modelo
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obtenido y hasta qué punto este modelo representa fielmente el fendmeno que se estudia,
es necesario verificar la calidad de ajuste del modelo y el grado de correlacién entre las

variables.

El coeficiente de correlacion expresa el grado de alineacion entre las variables X, y; este
puede tomar valores desde -1 hasta +1; donde los valores extremos sefialan que existe
dependencia lineal perfecta entre las variables, en tanto el valor cero sefiala que no hay

dependencia lineal alguna.

La calidad de la regresion puede determinarse mediante la realizacion de un analisis de
varianza, prueba ANOVA. EIl P-value (valor de la probabilidad) indica la probabilidad de
que la relacion entre las variables sea significativa, este debe ser menor de un nivel de

significacion igual a 0,05.

Otro indicador de la calidad de ajuste es el error relativo de prediccion del modelo, este
se estima por la diferencia entre los resultados obtenidos por el modelo con respecto a los
datos de referencia que se utilizan para su determinacion, y define la calidad de
prediccion del modelo. Segun Sargent (2009), el calculo del error relativo permite validar

el modelo si este es menor que 10 % Yy se determina por la ecuacion A.7.

Xret ~ Xeal *
Erel = X— 100
ref . Ec. A7

Donde, Eq: error relativo; X+ valor de concentracién de almidon de referencia (mg/L o

mg/Kg); Xcar: valor de concentracion de almidén calculado por el modelo (mg/L o mg/kg).
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Andlisis de varianza

Entre las tareas de la investigacién se encuentra, determinar el efecto de las dosis de
aplicacion de la enzima, en el porcentaje de remocion de almidén u otros parametros de
calidad a controlar como el pH, las cenizas y los reductores. Para poder estudiar como
incide la aplicacion de la enzima en estos parametros, se propone la realizacion de los
correspondientes analisis de varianza, para saber si existen diferencias significativas entre

las dosis de alfa amilasa adicionadas en los experimentos.

La informacion del anélisis de varianza se brinda en la tabla ANOVA, el objetivo del
analisis es comparar una poblacion con otra (Guerra y Sevilla, 1986). La varianza existe
entre cada grupo individual y también existe la varianza entre los grupos, la relacion entre
ambas varianzas debe ser aproximadamente igual a uno para que las varianzas se
acerquen a una misma poblacion (Guerra et al., 2004). Esta relacion es conocida como F
de Fisher, generalmente el valor de dicha relacién se compara con un valor de F tabulado
(Guerra y Sevilla, 1986); la F de Fisher esta relacionado con el P-value que indica la
probabilidad de si existen o no diferencias entre las poblaciones. Si el valor del P-value
es menor que el nivel de significacion 0,05 % existen diferencias significativas entre las

poblaciones con un nivel de confianza del 95 %.

Ademas con la realizacién de la prueba de multiples rangos, se pueden identificar cuales

son los grupos homogéneos y los que presentan diferencias significativas.
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Para aplicar los procedimientos anteriores es necesario realizar las pruebas de

normalidad, y verificar que los datos experimentales tengan una distribucién normal. Por

lo tanto, se requiere del andlisis de tres pruebas a desarrollar, de las cuales dos como

minimo deben realizarse para justificar el resultado. En la demostracion de la distribucion

normal se establecen las siguientes pruebas a realizar:

Analizar los valores de los coeficientes de skewness y kurtosis, los cuales deben estar
dentro de un intervalo de -2 a 2, para considerar dicho caso con una distribucion

normal a partir de la caracterizacion estadistica de los datos.

Comparar entre el valor de la probabilidad y el error permisible. La condicidn
necesaria para plantear la existencia de la distribucion normal es que el valor de la
probabilidad de los coeficientes de skewness y kurtosis, debe ser mayor que el nivel
de significacion si se trabaja con 5 %, pero en caso de no cumplirse se compara con

un nivel de significacion de 1 %.

Realizar la construccion del histograma de frecuencia, para que exista una
distribucién normal, la curva que pasa por los puntos medios de cada intervalo del
poligono de frecuencia tienen que representar una curva gaussiana, de forma tal, que

la distribucion sea simétrica.

Disefio de experimentos

Gutiérrez y de la Vara (2008), expresan que el disefio estadistico de experimentos es

precisamente la forma mas eficaz de hacer pruebas. El disefio de experimentos consiste

en determinar cuéles pruebas se deben realizar y de qué manera, para obtener datos que,
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al ser analizados estadisticamente, proporcionen evidencias objetivas que permitan
responder las interrogantes planteadas, y de esa manera clarificar los aspectos inciertos de

un proceso, resolver un problema o lograr mejoras.

En la investigacion, el disefio y andlisis de experimentos permite determinar los factores
(temperatura, pH, Brix, contenido de almidén, dosis de enzima) del proceso de hidrolisis
enziméatica que mas inciden el desdoblamiento de almidon, en el incremento de los
reductores y las cenizas, y en la variaciéon de pH. Ademas de permitir encontrar las

condiciones de los factores que garantizan valores optimos individuales en las respuestas.

Se han creado y propuesto muchos disefios experimentales para poder solucionar la gran
diversidad de situaciones que existen en la préactica, entre los que se encuentra la
Metodologia de Superficie de Repuesta (MSR). La MSR es una coleccion de técnicas
matematicas y estadisticas en el modelado y andlisis de problemas y en los que una
respuesta de interés recibe la influencia de diversas variables, con las cuales el objetivo es
optimizar esa respuesta (Montgomery, 2017). Segun Gutiérrez y de la Vara (2008), los
disefios de superficie de respuesta se construyen en el software Statgraphics, que utiliza
como parametros para su validacion: el coeficiente de determinacién (R?), el diagrama de

Pareto, y el estadistico de Durbin Watson.
Coeficiente de determinacion (R%)

Medida adimensional, de facil célculo e interpretacion, debido a su recorrido acotado
entre cero y uno, lo que conduce a una profusa utilizacion de la misma, con
interpretaciones abusivas en unos casos y erroneas en otros. Sin tratar de mermar la

importancia de este coeficiente, R? debe tomarse, como una primera medida, a completar
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con otras, para evaluar el modelo lineal de regresion ajustado y obtener conclusiones
vélidas sobre su grado de ajuste al conjunto de observaciones. Su exclusiva consideracion
puede, en muchas ocasiones, conducir a errores importantes en los analisis de regresion

(Martinez, 2005).

Diagrama de Pareto

Segun Ruiz-Falco, (2009) el principio de Pareto se enuncia diciendo que el 80 % de los
problemas estan producidos por un 20 % de las causas. Por lo tanto lo logico es
concentrar los esfuerzos en localizar y eliminar esas pocas causas que producen la mayor
parte de los problemas. El diagrama de Pareto no es mas que un histograma en el que se
ordenan cada una de las "clases” o elementos por orden de mayor a menor frecuencia de
aparicion. A veces sobre este diagrama se superpone un diagrama de frecuencias

acumuladas.

Estadistico de Durbin Watson

El estadistico de Durbin Watson (DW) es una prueba de autocorrelacion en los residuos
de un andlisis de regresion estadistica. La estadistica de Durbin-Watson siempre tendra
un valor entre 0 y 4. Un valor de 2,0 significa que no se detecta autocorrelacion en la
muestra. Los valores de 0 a menos de 2 indican autocorrelacion positiva y los valores de

2 a 4 indican autocorrelacion negativa.

Optimizacion simultdnea. Funcion de deseabilidad

En el epigrafe anterior se hace énfasis en encontrar el punto éptimo considerando sélo

una variable de respuesta. Sin embargo, es tipico considerar diversas caracteristicas para
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lograr productos con mejor calidad y propiedades (Gutiérrez y de la Vara, 2008). En el
proceso de produccion de azlcar crudo existen varios indicadores de calidad como son
pH, Brix, color, cenizas, reductores y contenido de almidon, y todos son importantes para
que el azucar crudo tenga la calidad requerida. Si la optimizacion sélo se hace para uno
de estos parametros podrian resultar condiciones inadecuadas para los otros. Por ello es
imprescindible contar con técnicas que sirvan para que, en la medida de lo posible, se

optimicen simultdneamente todas las respuestas de interés (Gutiérrez y de la Vara, 2008).

Esto hace necesario buscar una solucion compromiso, donde todas las variables tengan
un nivel satisfactorio. A esa solucion compromiso la llamaremos Optimo simultaneo
(Gutiérrez y de la Vara, 2008). Uno de los métodos de optimizacion simultanea es el
basado en una funcion de deseabilidad. Este método provee soluciones consistentes tanto
con los datos observados en el experimento, como con la informacién que se les provee.
Asimismo, es intuitivo y flexible, en el sentido de que permite balancear de diversas

formas la importancia relativa de las respuestas.

Esta técnica de optimizacion multi-respuesta fue propuesta inicialmente por Harrington
(1965) y posteriormente modificada por Derringer y Suich (1980). EI método consiste en
definir una funcidon de deseabilidad para cada una de las variables de respuesta y, a partir
de estas ultimas, se define una deseabilidad global, con lo que el problema de
optimizacion multivariado se convierte en un problema de optimizacion univariado ya

que se desea maximizar la deseabilidad global para obtener un punto 6ptimo.

La funcidn de deseabilidad implica transformaciones de cada una de las variables de

respuesta estimadas Vi(x) a un valor de deseable di(x), donde 0 < di(x) < 1. Si dij(x) = 1,
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significa que la correspondiente respuesta estimada ¥i(x) alcanza su méaximo valor
deseable; si di(x) = 0, la respuesta toma un valor no deseado. Las deseabilidades
individuales son combinadas usando la media geométrica para obtener una deseabilidad

global.

D(x) = [di ()W * dp(x)"? * ... * di(x)Wi]ﬁ. Ec. A8

Donde los pesos (wi) son constantes que balancean la importancia relativa de cada
variable. Los pesos de los criterios se determinan mediante la Matriz de Saaty, basada en
la comparacion cuantitativa de pares de criterios, en la que se expresa mediante una

escala establecida: “‘cuanto mas un criterio es superior a otro” (Palacios, 2017).

Dependiendo de los criterios de optimizacion adoptados, se pueden construir diferentes
funciones dentro de un intervalo aceptable de valores de respuesta dado por (U;, L),
donde U; es el valor superior aceptable para la respuesta y L; es la mas baja (Vera et al.,
2014). Por lo tanto, si la respuesta tiene que ser maximizada, di[¥i(x)] se describe por la

siguiente ecuacion (Hidalgo y Delgado, 2018):

0 si ?E(X) < Lf
N P () — L\’ .
di[F:(x)] = (% si L= Fi(x) = U;
i — Ly
1 si $i(x) > U;

Ec. A9

Donde, s es un valor de potencia denominado "peso”, establecido por el analista para

determinar la importancia de que §; esté cerca del maximo. Para valores pequefios de s se
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alcanza niveles satisfactorios de deseabilidad y para valores grandes la deseabilidad

disminuye.

La ecuacion para di[¥i(X)], cuando tiene que ser minimizada (Hidalgo y Delgado, 2018),

€es:

1 si $ilx) < Ly
N
a0 ={(EZ2) s Li< am <y,
0 si. $ilx)>Ue Ec. A.10

Donde, t es un valor de potencia denominado "peso”, establecido por el analista para
determinar la importancia de que ¥; esté cerca del minimo. Para valores pequefios de t se
alcanza niveles satisfactorios de deseabilidad y para valores grandes la deseabilidad

disminuye.

Cuando un valor objetivo 6; es la respuesta mas deseable, la ecuacion viene dada por

(Hidalgo y Delgado, 2018):

0 si Fi(x) < L;
Y=L\ T . -
(%) si L;< $;(x) <6
di[F;(x)] =1 1 si §i(x) =6
ST t
(%JU:JE) si 9{ < ?1(1’) = U[
0 si P;(x) > U; . Ec. A 11
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Anexo 7: Gréfico de la doble reciproca de Lineweaver y Burk.
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Anexo 8: Disefio de experimento.
. ) Concentracio Conter}id,o de
Corridas | Temperatura | Brix | pH . Almidén
n Amilasa ..
Inicial
1 30 16 8 0,05 200
2 90 65 5 0,01 200
3 60 16 | 6,5 0,03 400
4 60 405 | 6,5 0,03 400
5 60 405 | 6,5 0,03 200
6 90 16 8 0,05 600
7 90 65 5 0,05 600
8 60 405 | 8 0,03 400

- 106 -




Anexo 8. Continuacion.

9 90 16 5 0,01 600
10 30 65 8 0,01 600
11 60 65 | 6,5 0,03 400
12 90 65 8 0,01 600
13 30 40,5 | 6,5 0,03 400
14 90 40,5 | 6,5 0,03 400
15 90 65 5 0,01 600
16 60 405 | 5 0,03 400
17 30 16 5 0,01 200
18 90 65 8 0,01 200
19 60 40,5 | 6,5 0,03 400
20 90 16 8 0,01 200
21 30 65 5 0,05 200
22 90 16 5 0,05 200
23 30 65 8 0,01 200
24 30 16 8 0,05 600
25 30 65 5 0,01 200
26 90 16 8 0,05 200
27 60 40,5 | 6,5 0,01 400
28 60 40,5 | 6,5 0,03 400
29 60 40,5 | 6,5 0,03 400
30 30 16 5 0,05 200
31 90 16 5 0,01 200
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Anexo 8. Continuacion.

32 60 40,5 | 6,5 0,03 600
33 90 16 8 0,01 600
34 90 65 5 0,05 200
35 90 16 5 0,05 600
36 30 65 8 0,05 200
37 90 65 8 0,05 600
38 30 16 5 0,05 600
39 30 65 5 0,01 600
40 60 40,5 | 6,5 0,03 400
41 60 40,5 | 6,5 0,05 400
42 90 65 8 0,05 200
43 30 16 5 0,01 600
44 30 16 8 0,01 200
45 30 65 5 0,05 600
46 30 16 8 0,01 600
47 30 65 8 0,05 600
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Anexo 9: Caracterizacion de los resultados de la determinacion del tiempo de contacto.

oo | hm | weda | Coiin | Coimete | e
0 0,59 0,492 0,54 | 0,541 0,049 9,06 0

5 0,198 | 0,195 0,2 0,198 0,003 1,27 63,40
10 0,2 0,164 | 0,172 | 0,179 0,019 10,58 66,91
15 0,177 | 0,219 | 0,198 | 0,198 0,021 10,60 63,40
20 0,19 0,184 | 0,192 | 0,189 0,004 2,21 65,06
30 0,161 | 0,162 0,16 | 0,161 0,001 0,62 70,24
60 0,16 0,164 0,16 | 0,161 0,002 1,43 70,24

El porcentaje de remocion se calcula en funcion de la absorbancia promedio para 0 min.

Anexo 10: Resultados de las variables de respuesta del disefio de experimento.

Corridas | Contenido de almidon final | Media Désst\g sg;()rn ng:;iii%?]te((%
1 29,60 45,42 26,81 33,95 10,03 29,56
2 14,30 15,92 14,70 14,97 0,84 5,61
3 4,49 3,56 4,49 4,18 0,54 12,86
4 11,92 12,61 9,87 11,47 1,43 12,43
5 9,87 11,58 10,21 10,55 0,91 8,58
6 11,00 7,28 7,28 8,52 2,15 25,23
7 6,63 7,84 6,63 7,03 0,70 9,95
8 15,00 12,26 15,69 14,32 1,81 12,65
9 19,37 15,65 17,51 17,51 1,86 10,63
10 34,69 31,67 18,14 28,17 8,82 31,30
11 16,12 17,93 15,71 16,59 1,18 7,13
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Anexo 10. Continuacion.

12 18,74 19,95 18,54 19,08 0,76 4,01
13 22,19 22,19 23,56 22,65 0,79 3,49
14 7,81 5,76 5,07 6,22 1,43 22,93
15 14,10 9,66 13,09 12,28 2,33 18,96
16 7,81 9,87 10,21 9,30 1,30 13,94
17 47,28 33,32 35,19 38,60 7,58 19,63
18 6,63 7,23 9,25 7,70 1,37 17,84
19 9,18 10,21 10,55 9,98 0,71 7,14
20 18,44 21,23 24,02 21,23 2,79 13,15
21 15,92 18,34 21,17 18,47 2,63 14,22
22 11,93 15,65 17,51 15,03 2,84 18,91
23 33,68 28,03 32,47 31,40 2,98 9,48
24 48,21 49,14 43,56 46,97 2,99 6,37
25 20,16 20,76 21,17 20,69 0,51 2,46
26 14,72 10,07 9,14 11,31 2,99 26,45
27 10,21 9,87 9,53 9,87 0,34 3,47
28 13,98 15,35 13,98 14,43 0,79 5,48
29 11,58 16,03 16,72 14,78 2,79 18,87
30 16,58 16,58 26,81 19,99 5,91 29,56
31 14,72 18,44 17,51 16,89 1,94 11,47
32 11,58 10,89 13,29 11,92 1,23 10,35
33 52,86 52,86 64,96 56,89 6,98 12,27
34 8,65 8,04 8,24 8,31 0,31 3,71
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Anexo 10. Continuacion.

35 8,21 10,07 8,21 8,83 1,07 12,17
36 21,97 20,96 21,37 21,43 0,51 2,37
37 10,06 11,47 11,07 10,87 0,73 6,70
38 32,39 | 26,81 29,60 | 29,60 2,79 9,43
39 34,09 | 36,71 37,32 | 36,04 1,72 4,76
40 13,63 11,92 11,92 12,49 0,99 7,91
41 11,92 11,92 13,29 12,38 0,79 6,39
42 6,83 8,04 8,24 7,70 0,76 9,92
43 44,49 40,77 42,63 42,63 1,86 4,36
44 33,32 34,26 29,60 32,39 2,46 7,60
45 26,01 29,04 30,25 28,43 2,18 7,68
46 99,37 55,65 56,58 57,20 1,94 3,39
47 10,26 7,23 7,64 8,38 1,64 19,63
Corridas Reductores Media DEeSSt\g sg;érn Sg?:;iii%r:%%
1 3,11 3,23 3,34 3,23 0,12 3,57
2 5,68 5,96 6,10 591 0,21 3,62
3 6,70 6,98 6,52 6,73 0,23 3,44
4 15,78 16,24 16,10 16,04 0,24 1,47
5 10,11 11,08 10,82 10,67 0,50 4,71
6 2,92 3,17 3,17 3,09 0,14 4,68
7 32,34 32,51 31,81 32,22 0,37 1,13
8 14,52 14,73 13,99 14,41 0,38 2,65
9 20,04 20,04 19,07 19,72 0,56 2,84
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Anexo 10. Continuacion.

10 22,15 24,25 21,62 22,67 1,39 6,13
11 19,69 19,86 18,89 19,48 0,52 2,66
12 34,09 35,32 34,44 34,62 0,63 1,83
13 20,88 20,81 20,42 20,70 0,25 1,20
14 16,90 16,41 17,81 17,04 0,71 4,17
15 49,55 45,33 46,12 47,00 2,24 4,77
16 16,41 15,11 16,13 15,88 0,68 4,31
17 11,52 12,12 11,80 11,81 0,30 2,54
18 18,63 19,86 19,68 19,39 0,66 3,43
19 15,60 15,21 15,32 15,38 0,20 1,31
20 7,45 7,10 7,62 7,39 0,27 3,99
21 43,40 43,75 43,31 43,49 0,23 0,53
22 27,18 21,27 27,13 27,19 0,07 0,26
23 18,54 18,89 18,27 18,57 0,31 1,67
24 2,83 2,97 3,00 2,93 0,09 3,09
25 31,36 32,59 32,07 32,01 0,62 1,93
26 5,83 6,08 6,39 6,10 0,28 4,56
27 15,00 14,86 14,55 14,80 0,23 1,56
28 13,11 13,46 13,56 13,38 0,24 1,77
29 15,78 15,74 15,04 15,52 0,42 2,68
30 18,19 18,19 19,68 18,69 0,86 4,60
31 10,54 10,72 11,60 10,95 0,57 5,18
32 9,84 10,10 10,19 10,04 0,18 1,81
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Anexo 10. Continuacion.

33 7,71 7,83 7,53 7,69 0,15 1,96
34 19,68 | 21,35 19,86 | 20,30 0,92 4,52
35 9,64 9,84 9,98 9,82 0,17 1,74
36 17,48 | 18,80 17,84 | 18,04 0,68 3,78
37 15,20 14,85 14,32 14,79 0,44 3,00
38 2,31 2,18 2,31 2,27 0,08 3,31
39 26,71 26,01 26,71 26,48 0,40 1,53
40 16,58 | 16,58 16,80 | 16,65 0,13 0,76
41 16,34 15,92 15,46 15,91 0,44 2,77
42 18,80 18,63 19,33 18,92 0,37 1,93
43 4,67 4,25 4,69 4,54 0,25 5,48
44 3,56 3,74 3,74 3,68 0,10 2,82
45 39,10 40,85 40,41 40,12 0,91 2,27
46 5,48 5,95 5,46 5,63 0,28 4,93
47 21,96 22,84 23,37 22,72 0,71 3,13
Corridas % Cenizas Media Désstvé: ﬁg;érn \C/:gsif;(éii%r:]te(;)()e
1 0,91 0,90 1,07 0,96 0,10 9,94
2 0,48 0,55 0,57 0,53 0,05 8,95
3 0,79 0,83 0,85 0,82 0,03 3,76
4 0,87 0,92 0,84 0,88 0,04 4,62
5 0,78 0,81 0,86 0,82 0,04 4,95
6 0,83 0,90 0,99 0,91 0,08 8,83
7 0,65 0,67 0,74 0,69 0,05 6,87
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Anexo 10. Continuacion.

8 0,94 0,97 0,99 0,97 0,03 2,63
9 0,52 0,56 0,50 0,53 0,03 5,82
10 0,80 0,90 0,94 0,88 0,07 8,19
11 0,35 0,33 0,30 0,33 0,03 7,73
12 0,81 0,89 0,97 0,18 0,08 8,99
13 0,79 0,85 0,83 0,82 0,03 3,76
14 0,83 0,97 0,99 0,93 0,09 9,37
15 0,57 0,50 0,48 0,52 0,05 9,12
16 0,44 0,55 0,49 0,49 0,06 11,27
17 0,36 0,44 0,43 0,41 0,04 10,63
18 0,81 0,95 0,99 0,92 0,09 10,28
19 0,87 0,82 0,85 0,85 0,03 3,00
20 0,84 0,95 0,98 0,92 0,07 8,02
21 0,55 0,62 0,69 0,62 0,07 11,29
22 0,55 0,62 0,68 0,62 0,07 10,51
23 0,96 0,92 0,97 0,95 0,03 2,79
24 0,99 0,97 0,95 0,97 0,02 2,06
25 0,47 0,44 0,48 0,46 0,02 4,61
26 0,83 0,99 0,96 0,93 0,09 9,16
27 0,80 0,73 0,77 0,77 0,04 4,59
28 0,82 0,86 0,86 0,85 0,02 2,76
29 0,85 0,75 0,89 0,83 0,07 8,69
30 0,61 0,69 0,77 0,69 0,08 11,59
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Anexo 10. Continuacion.

31 0,51 0,57 0,53 0,54 0,03 5,71
32 0,75 0,83 0,78 0,79 0,04 5,14
33 0,98 0,93 0,95 0,95 0,03 2,68
34 0,61 0,53 0,59 0,58 0,04 7,21
35 0,57 0,59 0,62 0,59 0,03 4,32
36 0,90 0,94 0,94 0,93 0,02 2,52
37 0,99 1,01 0,98 0,99 0,02 1,60
38 0,48 0,52 0,47 0,49 0,03 5,40
39 0,45 0,43 0,44 0,44 0,01 2,27
40 0,77 0,82 0,84 0,81 0,04 4,45
41 0,86 0,87 0,83 0,85 0,02 2,50
42 1,05 1,08 1,10 1,08 0,03 2,36
43 0,31 0,33 0,36 0,33 0,03 7,73
44 0,86 0,90 0,91 0,89 0,03 2,97
45 0,60 0,57 0,58 0,58 0,02 2,73
46 0,85 0,86 0,89 0,87 0,02 2,44
47 0,84 0,97 0,98 0,93 0,08 8,40
Corridas pH final Media Désst\g r?g;érn Sg?if;iii%?]te((%
1 7,00 7,58 7,80 7,57 0,43 5,74
2 5,04 5,02 5,01 5,02 0,02 0,31
3 6,80 6,83 6,90 6,84 0,05 0,75
4 6,66 6,83 6,66 6,72 0,10 1,46
5 6,47 6,56 6,65 6,56 0,09 1,37
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Anexo 10. Continuacion.

6 7,32 7,81 7,89 7,67 0,31 4,02
7 5,28 5,40 5,36 5,35 0,06 1,14
8 7,37 7,50 7,34 7,4 0,09 1,15
9 5,10 5,07 5,25 5,14 0,10 1,88
10 6,97 7,18 7,55 7,23 0,29 4,06
11 5,80 5,90 5,97 5,89 0,09 1,45
12 5,06 5,23 5,02 51 0,11 2,19
13 6,19 6,40 6,34 6,31 0,11 1,71
14 5,19 5,70 5,49 5,46 0,26 4,69
15 5,25 5,42 5,75 5,47 0,25 4,65
16 4,90 5,01 5,33 5,08 0,22 4,40
17 4,81 5,10 5,25 5,05 0,22 4,43
18 7,01 6,75 7,32 7,03 0,29 4,06
19 6,45 6,62 6,59 6,55 0,09 1,39
20 7,15 7,78 7,99 7,64 0,44 5,72
21 4,96 4,84 5,25 5,02 0,21 4,20
22 5,01 5,17 5,45 5,21 0,22 4,27
23 7,05 7,21 7,22 7,16 0,10 1,33
24 7,29 7,20 7,33 7,27 0,07 0,92
25 5,01 5,11 5,05 5,06 0,05 1,00
26 7,08 7,59 7,86 7,51 0,40 5,27
27 6,45 6,60 6,53 6,53 0,08 1,15
28 6,44 6,31 6,39 6,38 0,07 1,03
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Anexo 10. Continuacion.

29 6,13 6,53 6,70 6,45 0,29 4,54
30 4,80 4,98 5,33 5,04 0,27 5,35
31 5,08 5,25 5,22 5,18 0,09 1,75
32 6,33 6,47 6,56 6,45 0,12 1,80
33 7,30 7,43 7,51 7,41 0,11 1,43
34 5,28 521 5,34 5,28 0,07 1,23
35 5,03 5,16 5,05 5,08 0,07 1,38
36 7,08 7,20 7,35 7,21 0,14 1,88
37 6,95 7,05 7,23 7,08 0,14 2,00
38 5,00 5,10 5,03 5,04 0,05 1,02
39 5,03 5,00 5,05 5,03 0,03 0,51
40 6,19 6,29 6,56 6,35 0,19 3,01
41 6,42 6,27 6,15 6,28 0,14 2,15
42 7,10 7,01 6,90 7 0,10 1,43
43 4,81 4,97 4,63 4,8 0,17 3,54
44 7,10 7,38 7,43 7,3 0,18 2,44
45 4,89 5,18 5,12 5,06 0,15 3,03
46 7,15 7,41 7,35 7,3 0,14 1,87
47 6,87 7,07 7,43 7,12 0,35 4,96
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Anexo 11: Porcentaje de remocion de almidon en funcion de la dosis de enzima.

% de remocion por dosis de enzima aplicada
Exp. 0,01 % Exp. 0,03 % Exp. 0,05 %
2 92,51 3 97,91 1 83,03
9 91,25 4 94,27 6 95,74
10 85,92 5 94,72 7 96,48
12 90,46 8 92,84 21 90,76
15 93,86 11 91,71 22 92,49
17 80,70 13 88,68 24 76,52
18 96,15 14 96,89 26 94,35
20 89,38 16 95,35 30 90,00
23 84,30 19 95,01 34 95,85
25 89,65 28 92,78 35 95,59
27 95,07 29 92,61 36 89,28
31 91,56 32 94,04 37 94,57
33 71,55 40 93,75 38 85,20
39 81,98 41 93,81
43 78,69 42 96,15
44 83,80 45 85,78
46 71,40 47 95,81

El porcentaje de remocion se determina en funcion del contenido de almiddn inicial de

cada experimento.
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Anexo 12: Pruebas de normalidad (a), anélisis de varianza (b) y prueba de multiples

rangos (c) para % de remocion por nivel de a-amilasa.

Anexo 12a
Dosis o niveles de enzima
Parémetros
0,01 % 0,03 % 0,05 %
% de Remocion de Almiddn
P- value 0,61 0,98 0,50
skewness -1,29 -0,68 -2,03
kurtosis -0,18 0,93 1,11
Anexo 12b
Fuente Suma de Gl| Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 445,833 2 222,917 6,54 0,0033
Intra grupos 1500,74 44 34,1077
Total (Corr.) 1946,57 46
Anexo 12c
Dosis de a-amilasa Casos Media Grupos Homogéneos
0,01 % 17 86,37 X
0,05 % 17 91,26 X
0,03 % 13 93,89 X
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Anexo 13: Reductores en funcion de la dosis de enzima aplicada.

Incremento de Reductores (mg/mL) por dosis de enzima aplicada

0,01 % 0,03% 0,05%
Exp. Exp. Exp.
M H | M H | M H |
2 | 591 | 5091 0 3 | 516 | 673 |157| 1 | 323 | 3,23 0
9 | 723 |19,72|1249| 4 |12,84|16,04| 32 | 6 | 3,09 | 3,09 0
10 | 19,59 | 22,67 | 3,08 5 ]10,67|10,67| O 7 | 20,15 | 32,22 | 12,07
12 | 20,5 [3462|14,12| 8 |10,94 1441 347 | 21 | 3496 | 43,49 | 8,53
15 | 25,09 | 47 |2191| 11 | 9,73 | 1948|975 | 22 | 549 | 27,19 | 21,7
17 | 549 (1181 6,32 | 13 1151 | 20,7 | 9,19 | 24 | 293 | 2,93 0
18 | 16,54 19,39 | 2,85 | 14 |12,84 17,04 | 42 | 26 | 491 6,1 1,19
20 | 585 | 7,39 | 154 | 16 |13,36 1588|252 | 30 | 7,23 | 18,69 | 11,46
23 | 18,56 | 18,57 | 0,01 | 19 | 10,76 | 1538 | 4,62 | 34 | 8,76 | 20,3 | 11,54
25 | 2854 |3201| 3,47 | 28 |10,76 | 13,38 | 2,62 | 35 | 6,11 | 9,82 | 3,71
27 | 1151 | 148 | 3,29 | 29 |12,84 | 1552|268 | 36 | 17,79 | 18,04 | 0,25
31 | 467 |10,95| 6,28 | 32 |10,04|10,04| O 37 | 14,79 | 14,79 0
33 | 491 | 769 | 2,78 | 40 |1151|16,65| 5,14 | 38 | 2,27 | 2,27 0
39 | 20,15 | 26,48 | 6,33 41 | 12,84 | 1591 | 3,07
43 | 454 | 454 0 42 | 16,54 | 18,92 | 2,38
44 | 3,56 | 3,68 | 0,12 45 | 34,96 | 40,12 | 5,16
46 | 3,79 | 5,63 | 1,84 47 | 20,06 | 22,72 | 2,66

Los términos M, H y I, se refieren a los reductores de las muestras madres, los

hidrolizados y el incremento de los mismos.
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Anexo 14: Pruebas de normalidad (a), anélisis de varianza (b) y prueba de multiples

rangos (c) para incremento de reductores por nivel de a-amilasa.

Anexo 14a

Dosis 0 niveles de enzima

Parametros
0,01 % 0,03 % 0,05 %
Incremento de Reductores
P- value 0,22 0,86 0,35
skewness 2,96 1,41 2,52
kurtosis 2,54 0,49 1,71
Incremento de Reductores transformado (Raiz cubica)
P- value 0,78 0,27 0,55
skewness -0,53 -1,97 -0,18
kurtosis -0,36 1,06 -1,13
Incremento de Reductores 0,01 % Increm ento de Reductores Dosis 0,05 %
61T — 1  s8F 7] Distribucién
r —— Normal
4L ] ]
6 i
.g 3:_ _ .E
g I -] 5 4 i
g2l v 18
1 7 1 2 -// q\m_
oL , | , , , 1 ol ‘ , ‘ 1]
-2 3 8 13 18 23 28 2 3 8 13 18 23

Red. Dosis 0,01 %

Red. Dosis 0,05 %

Figura A.3. Histogramas de frecuencia para reductores.
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Anexo 14b

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 0,229514 2 0,114757 0,16 0,8485
Intra grupos 30,6198 44 0,695903
Total (Corr.) 30,8493 46
Anexo 14c
Dosis de a-amilasa Casos Media Grupos Homogéneos
0,05 % 17 1,22238 X
0,03 % 13 1,34722 X
0,01% 17 1,3793 X
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Anexo 15: Cenizas en funcion de la dosis de enzima aplicada.

Incremento del % de Cenizas por dosis de enzima aplicada

0,01 % 0,03% 0,05%
Exp. Exp. Exp.
M H | M H | M H |

2 | 041053012 | 3 | 0,77 (082 |005| 1 | 061 0,96 | 0,35
9 |020|053|033| 4 |067 |08 |021| 6 | 062 0,91 | 0,29
10 | 0,84 {088 004 | 5 | 0,74 | 082 | 008 | 7 | 043 0,69 | 0,26
12 | 0,84 {089 | 005 | 8 | 0,73 097 | 024 | 21 | 041 0,62 |0,21
15 | 0,43 {052 | 0,09 | 11 | 0,31 | 0,33 | 0,02 | 22 | 0,34 0,62 | 0,28
17 | 0,34 | 0,41 | 0,07 | 13 | 0,67 | 0,82 | 0,15 | 24 | 0,62 0,97 |0,35
18 | 082 {092 | 0,10 | 14 | 0,67 | 0,93 | 0,26 | 26 | 0,61 093 | 0,32
20 061 092|031 | 16 | 0,31 | 0,49 | 0,28 | 30 | 0,38 0,69 |03
23 1082 |09 |013 | 19 | 067 | 085 | 0,18 | 34 | 0,41 0,58 | 0,17
25 | 041|046 | 005 | 28 | 0,67 | 0,85 | 0,18 | 35 | 0,20 059 |0,39
27 | 067 | 077 0,10 | 29 | 0,67 | 0,83 | 0,16 | 36 | 0,82 093 |011
31 | 038 |05 | 0,16 | 32 | 0,75 | 0,79 | 0,04 | 37 | 0,84 0,99 | 0,15
33 | 062 |09 | 033 | 40 | 067|081 | 0,14 | 38 | 0,14 0,49 | 0,35
39 | 0,41 | 0,44 | 0,03 41 | 0,67 0,85 | 0,18
43 | 0,14 | 0,33 | 0,19 42 | 0,82 1,08 | 0,26
44 | 0,61 | 0,89 | 0,28 45 | 0,41 0,58 | 0,17
46 | 0,62 | 0,87 | 0,25 47 | 0,84 0,93 | 0,09

Los términos M, H y I, se refieren a los % de cenizas de las muestras madres, los

hidrolizados y el incremento de los mismos.
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Anexo 16: Pruebas de normalidad (a), anélisis de varianza (b) y prueba de multiples

rangos (c¢) para incremento de cenizas por nivel de a-amilasa.

Anexo 16a
Dosis o niveles de enzima
Parametros
0,01 % 0,03 % 0,05 %
Incremento de % de Cenizas
P- value 0,64 0,87 0,92
skewness 1,02 -0,50 -0,40
kurtosis -0,96 -0,69 -0,97
Anexo 16b
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 0,106444 2 0,0532222 6,05 0,0048
grupos
Intra grupos | 0,387041 44 0,00879638
Total 0,493485 46
(Corr.)
Anexo 16¢
Dosis de a-amilasa Casos Media Grupos
Homogéneos
0,03 % 13 0,145385 X
0,01 % 17 0,154706 X
0,05 % 17 0,249412 X
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Anexo 17: pH en funcién de la dosis de enzima aplicada.

Variacion de pH por dosis de enzima aplicada

Exp. 0,01 % Exp. 0,03% Exp. 0,05%

I F \ M H | M H I

2 5 | 502 | 0,02 3 |65]| 684 | 0,34 1 8 7,57 -0,43

9 5| 514 | 0,14 4 165|672 | 0,22 6 8 7,67 -0,33

10 | 8 | 7,23 | -0,77 5 | 65| 656 | 0,06 7 5 5,35 0,35

12 | 8 51 -2,9 8 8 7,4 -0,6 21 | 5 5,02 0,02

15 | 5 | 547 | 047 11 | 65| 589 | -061 | 22 | 5 521 0,21

17 | 5 | 5,05 | 0,05 13 165|631 | -0,19 | 24 | 8 7,27 -0,73

18 | 8 | 7,03 | -097 | 14 | 65| 546 | -1,04 | 26 | 8 7,51 -0,49

20 | 8 | 764 | 036 | 16 | 5 | 508 | 0,08 | 30 | 5 5,04 0,04

23 | 8| 716 | 084 | 19 65| 655 | 005 | 34 | 5 5,28 0,28

25 | 5 | 506 | 0,06 28 [ 65| 638 | -012 | 35 | 5 5,08 0,08

27 |6,5| 653 | 0,03 29 | 65| 645 | -005 | 36 | 8 7,21 -0,79

31 | 5| 518 | 0,18 32 | 65| 645 | 0,056 | 37 | 8 7,08 -0,92

33 | 8| 741 | 059 | 40 65| 635 | -015 | 38 | 5 5,04 0,04

39 | 5| 503 | 0,03 41 |1 65| 6,28 -0,22
43 | 5 4,8 -0,2 42 | 8 7 -1

44 | 8 7,3 -0,7 45 | 5 5,06 0,06
46 | 8 7,3 -0,7 47 | 8 7,12 -0,88

Los términos I, F y V, se refieren a los valores de pH iniciales, finales y la variacién de

los mismos.
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Anexo 18: Pruebas de normalidad (a), andlisis de varianza (b) y prueba de multiples

rangos (c) para variacion de pH.

Anexo 18a
Dosis o niveles de enzima
Parametros
0,01 % 0,03 % 0,05 %
Variacion de pH
P- value 0,611125 0,471661 0,425805
skewness -3,68402 -1,70271 -0,499853
kurtosis 5,47024 0,834836 -1,19371
Variacion de pH transformado (ATAN)
P- value 0,39781 0,671245 0,449782
skewness -0,720733 -1,2055 -0,200914
kurtosis -0,396705 0,131765 -1,30662
Variacién de pH Dosis 0,01 %
] D
6 — 4
% ar ]
£ 2 _

VarpH Dosis 0,01 %

Figura A.4. Histogramas de frecuencia para pH.
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Anexo 18b

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 518,814 2 259,407 0,51 0,6053
grupos
Intra grupos 22478,1 44 510,865
Total 22996,9 46
(Corr.)
Anexo 18c
Dosis de a-amilasa Casos Media Grupos
Homogéneos
0,01 % 17 -15,8904 X
0,05 % 17 -13,1127 X
0,03 % 13 -7,55932 X

Anexo 19: Andlisis de varianza ANOVA (a) y modelo matematico (b) para porcentaje de

remocion de almidon.

Anexo 19a
Fuente Sumade |Gl| Cuadrado |Razon-F| Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura 522,715 1 522,7150 33,41 0,0000
B:Brix 198,138 1 198,1380 12,66 0,0015

C:pH 39,0743 1 39,0743 2,50 0,1261

D:Conc Amilasa 203,461 1 203,4610 13,00 0,0013
E:Cont Almidén Inicial | 73,1198 1 73,1198 4,67 0,0400
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Anexo 19a. Continuacioén.

AA 16,1633 | 1 16,1633 1,03 0,3188
AB 12,5389 | 1 12,5389 0,80 0,3789
AC 2,26537 1 2,26537 0,14 0,7067
AD 0,643798 | 1 0,643798 0,04 0,8408
AE 4,00438 |1 4,00438 0,26 0,6172
BB 0,702596 | 1 0,702596 0,04 0,8338
BC 64,5461 1 64,5461 4,13 0,0526
BD 19,1077 1 19,1077 1,22 0,2792
BE 27,361 1 27,3610 1,75 0,1975
CcC 3,83526 1 3,83526 0,25 0,6247
CD 13,1513 1 13,1513 0,84 0,3677
CE 12,223 1 12,2230 0,78 0,3849
DD 2,01774 1 2,01774 0,13 0,7224
DE 42,1887 1 42,1887 2,70 0,1126
EE 2,28048 1 2,28048 0,15 0,7057
Error total 406,786 |26 15,6456
Total (corr.) 1946,59 |46
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Anexo 19b

% de Remocion de Almidon = 56,8374 + 0,514141*A - 0,0577451*B + 5,45989*C +
53,8947*D + 0,00549024*E - 0,00284327*A"2 - 0,000851663*A*B - 0,00591265*A*C
+ 0,236401*A*D + 0,0000589578*A*E - 0,000888823*B"2 + 0,0386458*B*C -
1,577*B*D + 0,00018871*B*E - 0,554*C"2 + 21,3692*C*D - 0,00206012*C*E -

2260,31*D"2 + 0,287054*D*E - 0,0000240297*E"2

Anexo 20: Andlisis de varianza ANOVA (a) y modelo matematico (b) para incremento

de reductores.

Anexo 20a
Fuente Suma de Gl| Cuadrado [Razon-F| Valor-P
Cuadrados Medio
A:Temperatura 107,086 1 107,0860 7,90 0,0093
B:Brix 32,2433 1 32,2433 2,38 0,1350
C:pH 277,878 1 277,8780 20,51 0,0001

D:Conc Amilasa 0,216003 1 0,216003 0,02 0,9005

E:Cont Almidon 2,13 1 2,130 0,16 0,6950
Inicial

AA 27,1154 1 27,1154 2,00 0,1690

AB 0,921403 1 0,921403 0,07 0,7963

AC 31,0669 1 31,0669 2,29 0,1420

AD 8,27228 1 8,27228 0,61 0,4417

AE 29,4336 1 29,4336 2,17 0,1525
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Anexo 20a. Continuacioén.

BB 12,8246 1 12,8246 0,95 0,3396
BC 3,66528 1 3,66528 0,27 0,6074
BD 7,87053 1 7,87053 0,58 0,4528
BE 128,36 1 128,36 9,47 0,0049
CcC 0,367046 1 0,367046 0,03 0,8705
CD 43,3148 1 43,3148 3,20 0,0854
CE 17,6567 1 17,6567 1,30 0,2641
DD 0,0993441 1| 0,0993441 0,01 0,9324
DE 177,708 1 177,708 13,12 0,0012
EE 28,2099 1 28,2099 2,08 0,1610
Error total 352,295 26 13,5498
Total (corr.) 1295,31 46
Anexo 20b

Incremento de Reductores = 2,55873 - 0,288304*A - 0,474684*B + 1,43592*C +
605,676*D + 0,0442993*E + 0,00368265*A"2 + 0,000230867*A*B - 0,0218958*A*C -
0,847396*A*D + 0,000159844*A*E + 0,00379739*B”2 + 0,00920918*B*C

1,01212*B*D + 0,000408737*B*E - 0,171385*C"2 - 38,7813*C*D + 0,00247604*C*E

- 501,54*D"2 - 0,589141*D*E - 0,0000845154*E"2
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Anexo 21: Andlisis de varianza ANOVA (a) y modelo matematico (b) para el incremento

del % de cenizas.

Anexo 21a
Fuente Suma de Gl| Cuadrado [Razon-F| Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura 0,0161059 1| 0,0161059 7,18 0,0126

B:Brix 0,192753 1 0,192753 85,92 | 0,0000

C:pH 0,00247353 | 1 | 0,00247353 | 1,10 0,3034

D:Conc Amilasa 0,0762382 1| 0,0762382 | 33,98 | 0,0000

E:Cont Almidén | 0,000238235 | 1 | 0,000238235 | 0,11 0,7471
Inicial

AA 0,0191786 1| 0,0191786 8,55 0,0071

AB 0,000378125 | 1 | 0,000378125 | 0,17 0,6848

AC 0,00137813 1| 0,00137813 0,61 0,4402

AD 0,00227812 1| 0,00227812 1,02 0,3229

AE 0,00137813 1| 0,00137813 0,61 0,4402

BB 0,0165382 1| 0,0165382 7,37 0,0116

BC 0,0101531 1| 0,0101531 4,53 0,0430

BD 0,000253125 | 1 | 0,000253125 | 0,11 0,7396

BE 0,0140281 1| 0,0140281 6,25 0,0190

CcC 0,0214161 1| 0,0214161 9,55 0,0047

CD 0,0140281 1| 0,0140281 6,25 0,0190

CE 0,0175781 1| 0,0175781 7,84 0,0095
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Anexo 21a. Continuacién.

DD 0,00132241 1| 0,00132241 0,59 0,4495
DE 0,000078125 | 1 | 0,000078125 | 0,03 0,8534
EE 0,00797867 | 1 | 0,00797867 | 3,56 0,0705
Error total 0,0583266 |26 | 0,00224333
Total (corr.) 0,493485 46
Anexo 21b

Incremento % de Cenizas = 1,23081 - 0,0102844*A + 0,0123793*B - 0,451924*C +

4,19972*D + 0,00177727*E + 0,0000979401*A"2 + 0,00000467687*A*B

0,000145833*A*C - 0,0140625*A*D + 0,00000109375*A*E - 0,000136366*B"2 -

0,000484694*B*C + 0,0057398*B*D - 0,00000427296*B*E + 0,0413983*C"2

0,697917*C*D - 0,000078125*C*E + 57,8653*D"2 - 0,000390625*D*E

0,00000142135*E"2

Anexo 22: Andlisis de varianza ANOVA (a) y modelo matematico (b) para pH final.

Anexo 22a

Fuente Suma de G Cuadrado |Razon-F| Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura 0,0259882 1| 0,0259882 0,20 0,6593

B:Brix 0,717753 1 0,717753 5,49 0,0270

C:pH 36,2149 1 36,2149 277,16 | 0,0000

D:Conc Amilasa 0,161047 1 0,161047 1,23 0,2771
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Anexo 22a. Continuacion.

E:Cont Almiddn 0,147576 1 0,147576 1,13 0,2977
Inicial
AA 0,492267 1 0,492267 3,77 0,0632
AB 0,286903 1 0,286903 2,20 0,1504
AC 0,350703 1 0,350703 2,68 0,1134
AD 0,100128 1 0,100128 0,77 0,3894
AE 0,0318781 1| 0,0318781 0,24 0,6255
BB 0,00275761 | 1 | 0,00275761 | 0,02 0,8856
BC 0,941878 1 0,941878 7,21 0,0125
BD 0,0657031 1| 0,0657031 0,50 0,4846
BE 0,00945312 1 | 0,00945312 0,07 0,7901
CcC 0,0207001 1| 0,0207001 0,16 0,6939
CD 0,116403 1 0,116403 0,89 0,3539
CE 0,172578 1 0,172578 1,32 0,2609
DD 0,0133073 1| 0,0133073 0,10 0,7522
DE 0,100128 1 0,100128 0,77 0,3894
EE 0,0742386 1| 0,0742386 0,57 0,4578
Error total 3,39727 26| 0,130664
Total (corr.) 43,8215 46
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Anexo 22b

pH final = -2,74021 + 0,0782682*A + 0,026262*B + 1,5834*C - 35,5729*D -
0,0021686*E - 0,000496195*A"2 - 0,000128827*A*B - 0,00232639*A*C +
0,0932292*A*D - 0,00000526042*A*E + 0,0000556838*B"2 - 0,00466837*B*C +
0,0924745*B*D - 0,00000350765*B*E - 0,0407004*C"2 + 2,01042*C*D -

0,000244792*C*E + 183,561*D"2 + 0,0139844*D*E + 0,00000433561*E"2

Anexo 23: Matriz de Saaty.

Parametros Rem(?cién I.Reductores | I.Cenizas | pH Max Vj
% Remocion 1 5 4 4 5 0,417
|.Reductores 0,2 1 4 2 4 0,333
I.Cenizas 0,25 0,25 1 0,5 1 0,083
pH 0,25 0,5 2 1 2 0,167
Total 12
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