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RESUMEN
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’ la alfa amilasa de Bacillus licheniformis. Se optimizaron la
concentracion de enzima y el tiempo de reaccion, con respecto
alamaximizacion de la concentracion de maltosa, determinado
como azucar reductor por el método del Acido Dinitrosalicilico;
el porcentaje de hidrdlisis del almidon y la productividad, las
cuales fueron analizadas independientemente y en conjunto
por un Disefo Central Compuesto Rotacional y la Metodologia
de Superficie de Respuesta.
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Hidrdlisis enzimatica del almidén. / Enzymatic hydrolysis of starch.

ABSTRACT

Starch, a natural component of sugarcane juice, causes losses and operational problems
in the sugar industry, due to the increase in juice viscosity, which inhibits crystallization and
increases sucrose loss. This research aimed to optimize the enzymatic hydrolysis process of
starch by the action of Bacillus licheniformis alpha-amylase. Enzyme concentration and reaction
time were optimized for maximizing maltose concentration, determined as reducing sugar by the
Dinitrosalicylic Acid method; starch hydrolysis percentage and productivity, which were analyzed
independently and together by a Rotational Compound Central Design and Response Surface
Methodology.

The alpha-amylase enzyme was characterized, obtaining an optimum temperature of
90 °C and optimum pH of 7, determining a linearity range for the 1:100 dilution of 20 minutes,
an enzymatic activity of 28.35 IU/mg, and the kinetic constants K of 5.82 g/L and V__ of
0.30 g/L*min. Finally, the experimental design obtained the optimal environmental conditions of
enzyme concentration of 817 ppm and reaction time of 17 minutes at a temperature of 90 °C. From
the validation of the optimal conditions for starch hydrolysis in sugarcane juice, the following were
obtained: maltose concentration 0.380 g/L, percentage of hydrolysis 73.09 %, and productivity
1.341 g/L*h, which corresponded to variations greater than the calculated values of 16%, 11.3%,

and 18%, respectively.

KEY WORDS: Alpha amylase, sugar industry, Bacillus licheniformis, productivity.

Introduccién

La cafa de azucar (Saccharum officinarum) representa la mayor fuente de produccién
mundial de sacarosa (Lu ef al., 2017). Para el afio 2021, el cultivo de cafia de azucar a nivel
mundial alcanzé los 1,859, millones de toneladas (FAO, 2022) de las cuales 10.468.800 tn son de
la produccion de cafia en Peru (MIDAGRI, 2022), por ello se puede reconocer que es un cultivo
de relevancia econémica.

Uno de los problemas que se da en la industria azucarera, es la presencia del almidén,
componente natural de la cana de azucar, el cual causa pérdidas e inconvenientes operacionales
durante el proceso de produccion de azucar, afectando negativamente la cantidad y calidad de los
cristales de azucares obtenidos como productos de procesamiento (Nascimento & Verbi, 2019;
Zhou et al., 2008). Este componente es un polisacarido natural producido en las hojas verdes de
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las plantas y es almacenado en multiples tejidos vegetales a modo de granulos insolubles (Cole
et al., 2015). El almidén esta formado por dos tipos de polimeros de glucosa: la amilosa que es
esencialmente una cadena molecular lineal, y la amilopectina que es una molécula ramificada
(Quintero et al., 2016). En la cana de azucar, a diferencia de la mayoria de las plantas que
almacenan carbohidratos, la mayor parte del carbono almacenado esta en forma de sacarosa
y no como almidon, siendo asi, los niveles de almidon en los tallos de cafa de azucar son muy
bajos, alcanzando aproximadamente solo 0.01% de su peso fresco (Ferreira et al., 2008); sin
embargo, el contenido de almidén es mayor en hojas y puntos de crecimiento (Figueira et al.,
2011). Se destaca que, la cantidad de almidén presente en la cafia de azucar depende de diversos
factores tales como la estacion del afo, la variedad de planta, enfermedades presentes, grado de
madurez, método de procesamiento, método de analisis, condiciones climaticas, estrés y tipo de
suelo (Eggleston et al., 2007). Aun asi, en pequefias cantidades, la presencia de almidén en el
jugo de cana de azucar puede causar problemas debido al incremento en la viscosidad (Viginotti
et al., 2014; Misra et al., 2022) y, asimismo, inhibe la cristalizacion e incrementa la pérdida de
sacarosa a través de la melaza (Figueira et al., 2011).

Los efectos adversos de la presencia de almidon durante el procesamiento de cana de
azucar son resultado del comportamiento de los granulos de almidén durante la hidratacion y
el calentamiento (Zhou et al., 2008), cuando los granulos de almidén se calientan entre 60 °C y
70 °C, empiezan a absorber agua a medida que sube la temperatura y se empiezan a hinchar
aumentando su volumen, este proceso de gelatinizacién es propio del almidon. Ademas, si se
continda incrementando calor a los granulos, estos pueden llegar a romperse y dispersar amilosa
y amilopectina formando un gel (Pefa, 2009). Al enfriarse, las cadenas de amilosa experimentan
un proceso conocido como retrogradacion, lo cual influencia la distribucién del almidon en los
productos del procesamiento del jugo de cafa de azucar (Zhou et al., 2008).

Si la cantidad de almidén que paso a la meladura, luego de la clarificacion, es mayor a 150
ppm, afectara el proceso, ya que esta coagulacion de almidon formara particulas de gran tamafio,
mayor densidad y viscosidad de la meladura, lo cual tiene impacto negativo en la velocidad de
cristalizacion en los tachos, no deja que las mieles se agoten y dificultan la purga en las centrifugas
(Penados, 2004). Asi mismo el cambio en el orden molecular del granulo de almidon que se produce
dentro de un pequefio margen de temperatura, gelatinizando los granulos, ocasiona hinchamiento
irreversible y la pérdida de estructura cristalina. (Brumovsky, 2014). Debido a los efectos que
produce el almidén en el proceso, las industrias buscan alternativas de solucion para evitar estos
problemas operacionales y pérdidas de materia que se dan en la produccion de azucar.

Tradicionalmente, el almidon presente en el jugo de cana de azucar ha sido tratado
mediante hidrdlisis acida; sin embargo, la especificidad de las enzimas, la ausencia de reacciones
secundarias, entre otras ventajas, han colocado a la hidrélisis enzimatica como una alternativa
promisoria para la industria (Klasson et al., 2022; Rajesh & Gummadi, 2021; Quinteros et al.,
2016; Monteiro & De Olivera, 2010). Las enzimas utilizadas a nivel industrial para la eliminacion
de almiddn en jugo de cafia de azucar son las a-amilasas (E.C.3.2.1.1), las cuales catalizan la
hidrolisis de enlaces glicosidicos a-1, 4 en el almidén formado productos de bajo peso molecular
tales como glucosa, maltosa, maltotriosa y otros oligosacaridos (Monteiro & De Olivera, 2010).
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La conversidon enzimatica del almidén incluye una etapa de gelatinizacion, la cual comprende
la disolucion de los granulos de almidén para formar una solucién viscosa; licuefaccion, que
comprende hidrélisis parcial y pérdida de viscosidad; y sacarificaciéon, que comprende la
produccion de glucosa y maltosa mediante hidrdlisis (Li et al., 2019).

La enzima alfa-amilasa de Bacillus licheniformis es una de las soluciones mas eficientes
para la hidrélisis de almidén, pues trabaja en un alto rango de temperatura y actuando solo
en los enlaces glucosidicos a -1,4 encontrados en las cadenas de amilosa y amilopectina que
componen el almidén, hidrolizandolas al azar, dando como producto glucosa y maltosa. (Martinez,
2005), eliminando asi los problemas de produccién mencionados anteriormente. Asimismo, se
conoce que la hidrdlisis enzimatica de almidon mediante amilasas se ve influenciada por las
caracteristicas fisicoquimicas del sustrato, la naturaleza y concentracion de la enzima, y las
condiciones ambientales en las cuales se lleva a cabo el proceso, tales como temperatura y pH,
y tiempo de reaccion (Sirohi et al., 2021; Prompiputtanapon et al., 2020; Quinteros et al., 2016).
Por ende, la presente investigacion tuvo por objetivo optimizar las condiciones ambientales
(concentracion de enzima y el tiempo de reaccién) para la hidrdlisis enzimatica de almidén en
jugo de cana de azucar mediante la metodologia de superficie de respuesta.

Material y Métodos
Materia prima, enzima y almidén

Se utilizé cana de azucar (Saccharum spp hibrido) de la variedad Mex 73-523, cosechada
en Caylan, distrito de Nepefia, provincia del Santa, regiéon Ancash, Per(. En todos los experimentos
se utilizé una enzima comercial a-amilasa proveniente del Bacillus licheniformis (Sigma-Aldrich/
CAS RN®: 9000-85-5) comercializada por Merck Peruana S.A., Este producto tiene un rango de
pH de 5-9, es estable entre 40 a 60 °C a pH 7, segun ficha técnica su maxima actividad se mostré
a 90 °C. Asimismo, se utilizé almidon de maiz (GRM198 de BioGenicsLab) y, sacarosa pura
> 99.5 % grado analitico (Bioxtra/ CAS RN®: 57-50-1).

Caracterizacion enzimatica
Preparacién de reactivos y muestras

Se prepard una solucién tampoén fosfato potasico 0.05 M a pH 7 a ser utilizada como
disolvente en todos los experimentos. Posteriormente, se prepard una solucién de almidén de maiz
(500 ppm) en el tampdn, se calentd en horno microondas durante 1:30 minutos, seguidamente
se colocé en un bano de hielo por 1 minuto. Finalmente, la solucion se sometié a 30 minutos a
sonicacion, obteniéndose asi una solucion homogénea (Cole et al., 2016). Asimismo, se prepard
una solucién de HCI 0.25 M para la inactivacién acida de la enzima en todos los experimentos.
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Determinacién de pH y temperatura optima

Se realizaron experimentos para determinar los valores 6ptimos de pH y temperatura
de la enzima alfa-amilasa de Bacillus licheniformis, condiciones ambientales en las que pueda
expresar su maximo potencial catalitico durante la hidrdlisis enzimatica. Para la prueba de
temperatura se preparé una solucion de 500 ppm de almidén aforado con buffer fosfato potasico
0.05 M, pH 7, se coloco 2.7 mL de esta solucion en tubo de ensayo y 0.3 mL de enzima por
20 min sometido a temperaturas de 60, 70, 80, 90 y 100 °C. Para la determinacién de pH
optimo, las soluciones de almidén a 500 ppm fueron preparado con tampén fosfato potasico
a pH 6, 6.5, 7 y 7.5 sometiéndolo a una temperatura de 90 °C por 20 minutos, las reacciones
fueron detenidas mediante inactivaciéon acida, afiadiendo 150 pyL de HCI 0.25 M a los tubos y
colocandolos en un bafio de hielo posteriormente. Finalmente, se determiné los productos de la
hidrélisis como azucares reductores mediante el método del acido dinitrosalicilico - DNS (Miller,
1959) reportandose en términos de maltosa, al comprobarse que los productos de la hidrélisis del
almidén fue fundamentalmente maltosa con concentraciones despreciables de glucosa del orden
de 0.031 g/L y se calculd la actividad enzimatica en Ul/mL de acuerdo con la ecuacion 1.

1 .. 10° . 30 1
a = vyelocidad(8/, *min)* — * (—)* (=) * (——)*100
oc—amilasa (/L ) 340 ( 1 ) ( 3 ) (1000) (1)

Donde:
La masa molar de la maltosa es 340 g/mol

El volumen de reaccion 30 mL y el volumen de la enzima es 3 mL (dilucién 1:100)

Rango de linealidad

Para determinar el rango de linealidad de la enzima se midi6 la velocidad de reaccién
(formacion de producto) de diluciones de la enzima (1:25, 1:50, 1:100, 1:200 y 1:500) en la
solucion tampén, actuando sobre la solucion de almidéon 500 ppm. Para ello, en un bafo maria se
incubaron 6 tubos de ensayo conteniendo 2,7 mL de la solucién de almidén a 90 °C por 3 minutos,
y se anadieron 0,3 mL de dilucién enzimatica y se dejaron reaccionar por 0, 5, 10, 15, 20 y 30
minutos. La reaccion fue detenida mediante inactivacion acida anadiendo 150 uL de HCI 0.25 M
a los tubos y colocandolos en un bafo de hielo posteriormente. También se prepararon un blanco
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enzima y un blanco sustrato. Finalmente, se determiné la produccién de maltosa como azucares
reductores mediante el método del Acido Dinitrosalicilico - DNS, con la que luego se calculo la
actividad enzimatica de acuerdo a la ecuacion 1.

Actividad enzimatica

La actividad enzimatica se determiné midiendo la velocidad inicial de reaccion de la
liberacion de azucares reductores a partir del almidén y realizando el experimento por triplicado.
Se tomé como referencia la dilucion y el tiempo de reaccion definidos en la evaluacion del rango
de linealidad. Para ello, se incubaron muestras de 2,7 mL de una solucién de almidon (500 ppm)
con 0,3 mL de una disolucion enzimatica (1:100) a 90 °C por un tiempo total de 20 minutos. La
reaccion fue detenida mediante inactivaciéon acida afadiendo 150 uL de HCI 0.25 M a los tubos
y colocandolos en un bafio de hielo posteriormente. También se prepararon un blanco enzima
y un blanco sustrato. Finalmente, la produccién de azucares reductores se midid mediante el
meétodo DNS y posteriormente se calculd la actividad enzimatica de acuerdo a la ecuacion 1. En
el presente estudio se midieron la actividad volumétrica (Ul/mL) y la actividad especifica (Ul/ mg
proteina) de la solucion enzimatica, donde Ul fue definida como la cantidad de enzima necesaria
para liberar 1 ymol de azlcares reductores (maltosa) por minuto. Asimismo, la concentracion de
proteina fue determinada por el método Bradford (Bradford, 1976).

Determinaciéon de parametros cinéticos

Para la determinacién de parametros cinéticos, se midi6 el efecto de la concentracion del
sustrato sobre la velocidad inicial de la reaccion, evaluando la accion de la enzima en diferentes
diluciones de la solucién de almidén (200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ppm) a 90 °C,
tomando como referencia la dilucién enziméatica y el tiempo de reaccién definidos en la evaluacién
del rango de linealidad. Luego, se procedi6 a determinar azucares reductores (maltosa) y después
determinar las velocidades iniciales (g/L*min), para aplicar el método de Lineweaver-Burk (1934)
para determinar los parametros cinéticos V__ and K analizando graficamente 1/V en funcion de
1/S,, segun la ecuacion 2.

Donde:
La pendiente es K /V __
La abscisa en el origen (1/v, = 0) es -1/K|,

La ordenada en el origen (1/[S],= 0) es 1/V__

X
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Optimizaciéon del proceso de hidrodlisis enzimatica de almidén en un medio
sintético de jugo de cana de azucar.

Medio sintético de jugo de cafa de azucar

Se prepard 1 L de un medio sintético de jugo de cafa de azucar a partir de una solucion
tampén buffer fosfato potasico 0,05 M a pH 7, en la cual se disolvieron almidén y sacarosa
hasta lograr una concentracion de 500 ppm y 16 °Brix, respectivamente, se calenté en horno
microondas durante 1:30 minutos, seguidamente se colocé en un baho de hielo por 1 minuto.
Finalmente, la solucion sometié a 30 minutos de sonicacion, obteniéndose asi una solucion
homogénea (Cole et al., 2016). Se colocé el medio sintético en un envase de vidrio esterilizado y
se almaceno en refrigeracion hasta su uso posterior. El medio sintético de jugo de cana de azucar
obtenido fue caracterizado, determinando °Brix (Norma NMX-F-436-SCFI, 2011), porcentaje de
pol (Polarimetro automatico, marca Analytical Autopol | Rudolph Research) y azucares reductores
por el método del acido dinitrosalicilico - DNS.

Disefo experimental

Para la optimizacién del proceso de hidrdlisis enzimatica se utilizé la metodologia de
superficie de respuesta mediante un disefio central compuesto rotacional (RCCD) con dos
factores (variables independientes): concentracion de enzima (ppm) y tiempo de reaccién (min);
y como variables respuestas (variables dependientes): concentracién de maltosa (g/L), almidon
hidrolizado (%) y productividad (g/L.h). El disefio experimental consté de 11 experimentos, con
4 puntos correspondientes a un disefo factorial 22, 3 puntos centrales y 4 puntos axiales, con
a = 1.41421. Los rangos de las variables del disefio experimental fueron determinados segun
pruebas preliminares y referencia bibliograficas. Los niveles de las variables independientes y el
disefio experimental con las variables codificadas se muestran en las tablas 1y 2 respectivamente.

Tabla 1. Niveles de las variables independientes del estudio

VARIABLES NIVELES
-1.41 -1 0 +1 +1.41
Concentracion de enzima (ppm) 500 573 750 927 1000
Tiempo de reaccion (min) 10 13 20 27 30
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Tabla 2. Diseiio experimental DCCR para la hidrélisis de almidon por
accion de la enzima alfa-amilasa.

Variables Independientes
Real Codificada

Concentracion de

N Comapem . readon (mmy TP i)
1 573 13 -1.0 -1.0

2 573 27 -1.0 1.0

3 927 13 1.0 -1.0

4 927 27 1.0 1.0

5 500 20 -1.41421 0.0

6 1000 20 1.41421 0.0

7 750 10 0.0 -1.41421
8 750 30 0.0 1.41421
9 750 20 0.0 0.0
10 750 20 0.0 0.0
1 750 20 0.0 0.0

Los términos significativos en el modelo fueron evaluados por un analisis de varianza
(ANOVA) a un nivel de significancia del 5 %. El ajuste del modelo fue determinado por los valores
del coeficiente de determinacién multiple (R?) y el coeficiente de determinacion multiple ajustado
(R*-adj). La optimizacion simultanea de las variables independientes fue realizada mediante la
funcion deseabilidad (Meyers y Montgomery, 1995), todos los calculos y graficos fueron realizados
con el software estadistico Statgraphics Centurion XVI.

Hidrélisis enzimatica de almidén en el medio sintético de jugo de cafa
de azucar

Para los 11 experimentos del RCCD se utilizé un sistema reactor de 100 mL de volumen
total y 30 mL de medio sintético de jugo de cafia de azucar, que constituyo el volumen de trabajo,
con control de temperatura a 90 °C, pH 7.0 y velocidad de agitacién a 150 rpm, posteriormente se
adiciond la cantidad de enzima correspondiente y se dejo reaccionar por el tiempo estipulado para
cada experimento. Al cumplir el tiempo de reaccion, se tomo6 una muestra de 3 mL en unvial, y se
detuvo la reaccion mediante inactivacién acida utilizando 150 yL de HCI 0.25 My manteniéndolo
en un bafo de hielo por 3 minutos.

Determinacién de la concentracion de maltosa y glucosa
La concentracion de maltosa se determiné a partir de una curva de calibrado por el método

del acido dinitrosalicilico - DNS (Miller, 1959) con una solucién estandar de maltosa de 1g/L. La
determinacion de glucosa se realizé por el método enzimatico MonlabTest.
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Determinacion de la hidrélisis de almidon

El porcentaje de hidrdlisis de almidon (%) fue determinado considerando la concentracion
inicial de almidon y la concentracion final de maltosa, los cuales fueron relacionadas segun la
ecuacion 3:

Concentracion final de maltosa(mg) .

Hidrdlisis de almidon(%) = 100

Concentracion inicial de reaccion(mg) (3)

Determinacioén de la productividad

La productividad del proceso de hidrélisis enzimatica fue determinada mediante la
ecuacion 4:

_ Concentracion final de maltosa(g/ L)

Productividad [ g j
L*h Tiempo de reaccion(h) .(4)

Validacion de los parametros de optimizacién en jugo de caina de azucar

Para la validacién de los parametros de optimizaciéon obtenidos, se extrajo jugo de cana a
través del trapiche en el laboratorio de Operaciones Unitarias de la E.A.P. Ingenieria Agroindustrial
de la Universidad Nacional del Santa, Chimbote, Peru. El jugo de cafna de azucar obtenido fue
sometido a un proceso de doble encalado. Para el primer encalado, se agrego una solucién de cal
al 25% hasta lograr un pH de 6.3, posteriormente, el jugo fue sometido a un primer calentamiento
para generar la precipitacion de particulas, las cuales fueron retiradas. Adicionalmente, para el
segundo encalado, se afadid la solucion de cal al 25 % hasta lograr un pH de 7 y finalmente se
calento el jugo de cana de azucar hasta ebullicion, logrando la sedimentacion de particulas, cuales
fueron retiradas posteriormente mediante filtracion al vacio. Posteriormente, se dispusieron en
un reactor 30 mL del jugo de cafa de azucar filtrado para la hidrdlisis enzimatica a 90 °C, pH 7
y velocidad de agitacién a 150 rpm, considerando las condiciones de concentracion de enzima
y tiempo de reaccion optimizadas. Al cumplir el tiempo de reaccion, se tomoé una muestra de
3 mL en un vial, y se detuvo la reaccion mediante inactivacién acida utilizando 150 pL de HCI
0.25 M. y manteniéndolo en un bafo de hielo por 3 minutos. Este experimento se realizé por
triplicado. Asimismo, el jugo de cana de azucar filtrado y el hidrolizado fueron caracterizados
determinando °Brix (Norma NMX-F-436-SCFI, 2011), porcentaje de pol (Polarimetro automatico,
marca Analytical Autopol | Rudolph Research), azucares reductores por el método del acido
dinitrosalicilico-DNS (Miller, 1959) y el contenido de almidén (Cole et al., 2016). Finalmente, se
determind la concentracion de maltosa, la hidrélisis de almidén y la productividad del proceso de
hidrélisis, segun lo estipulado anteriormente.
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Resultados y Discusion
Caracterizacion enzimatica
Determinacién de T° y pH 6ptimo

La enzima alfa amilasa de B. licheniformis se caracteriza por ser termoestable y tener
estabilidad en un intervalo amplio de pH, por estas razones han sido rapidamente introducidas
en los procesos industriales, al ser mas activas en esas condiciones, ademas de mostrar
una estabilidad térmica menos dependiente de los iones calcio (Ca?*) que las del Bacillus
amiloliquefaciens (Martinez, 2005).

En la figura 1 encontramos una marcada diferencia entre las temperaturas y la que reporta
una mayor actividad es la de 90 °C, el cual coincide con el valor reportado por Bozi¢ et al. (2011).

90
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=

=50

76.47 £2.94

55.88 £5.88

(1]
T 40 43.14 £3.40
g 30 34.31 14 .49
< 20
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50 60 70 80 90 100 110
Temperatura (°C)

Figura 1. Efecto de la temperatura en la actividad de la enzima alfa-amilasa de
B. licheniformis.

Con los resultados del estudio del efecto de la temperatura en la actividad enzimatica se
calculé la energia de activacién en 4197.507 cal/mol y la constante de la ecuacion de Arrhenius
en 2.4076 x 10* Figura 2 muestra el efecto de la temperatura en la actividad enzimatica
segun Arrhenius.
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Figura 2. Efecto de la temperatura en la actividad de la enzima alfa-amilasa segun
la ecuacién de Arrhenius.

En la figura 3 se observa que la diferencia de valores de actividad entre el pH de 6.5 a
7.5 no es tan marcada, lo cual reafirma lo anterior descrito por Martinez (2005) que, la enzima
alfa amilasa de B. licheniformis actua en ese rango de pH; pero experimenta una caida notable
en su actividad a pH menor de 6.5. Por tanto, el pH 6ptimo fue de 7 que corresponde al de
mayor actividad.

Figura 3. Efecto del pH en la actividad de la enzima alfa-amilasa de B. licheniformis.
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Rango de linealidad

La figura 4 muestra las curvas de rango de linealidad para las diferentes diluciones de
enzima, notandose que la dilucién enzimatica 1:25 alcanza una meseta temprana, debido al
agotamiento del sustrato (Brooks, 2012). Se aprecia que la dilucion enzimatica 1:100 es las mas
adecuada al mantener el rango de linealidad por 20 minutos. Por otra parte, la dilucion enzimatica
1:50 también presenté un rango de linealidad de 20 minutos; sin embargo, esta requiere una
mayor carga enzimatica.

Figura 4. Perfil del rango de linealidad de la hidrélisis enzimatica del almidén.

Actividad enzimatica

Con la dilucién 1:100 en un tiempo de 20 minutos, pH 7 y 90 °C, se obtuvo un valor
de velocidad de 0.0090 g/L*min y aplicando la ecuacion 1, se determinaron las actividades
volumétrica y especifica de la alfa amilasa de Bacillus licheniformis resultando los valores de 26.40
Ul/mLy de 28.35 Ul/mg respectivamente. No se ha encontrado informacion de otras alfa amilasas
comerciales, que permitan comparar los resultados obtenidos, sin embargo, para tener una idea
en general sobre el valor del potencial catalitico de esta alfa amilasa se compara con otras alfa
amilasas de estudio producido por microorganismos y que han sido purificadas. Al respecto,
Bozi¢ et al. (2011) reportaron valores de actividad enzimatica de 7.5 Ul/mL para una a-amilasa
proveniente de Bacillus licheniformis ATCC 9945 purificada por cromatografia de filtracion en gel,
actuando sobre una solucion de almidén 104 ppm a 75 °C, pH 6.5 y por un tiempo de reaccién
de 15 minutos. Por otro lado, Fincan et al. (2021) reportaron valores de 88.981 Ul/mg para una
a-amilasa de B. licheniformis SO-B3, enzima purificada por cromatografia de intercambio iénico
de DEAE-celulosa, actuando sobre almidén a 70 °C y por un tiempo de reaccion de 30 minutos;
sin embargo, no se menciona la diluciéon enzimatica empleada en ninguno de los estudios.
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Valores de los parametros cinéticos

Los valores de los parametros cinéticos obtenidos para la alfa amilasa fueron: la constante
de Michaelis-Menten (Km) de 5,82 g/L y velocidad maxima (Vmax) de 0.3 g/L*min para una
dilucion enzimatica 1:100 y un tiempo de reaccion de 20 min a partir del método de Lineweaver-
Burk (1934) como se muestra en la figura 5.

Figura 5. Representacion de Lineweaver-Burk (1934) para determinar parametros
cinéticos experimentales.

Sapadip et al. (2014) y Ferrer (2014) reportan valores de Km de 6.2g/L y 8.7¢g/L
respectivamente para alfa- amilasas de B. licheniformis, mientras que Hoissain (2006) reporta un
Km de 4.8 g/L con B. stearothermophilus y Pefa (2009) un valor de 6.7 g/L con A. niger, con la
excepcion del valor de Hoissain (2006) los demas fueron de menor afinidad.

Con respecto a Vmax, Hoissain (2006) reporto un valor 6.67 g/L*min (por conversién de
unidades) que expresa mayor reactividad.

Optimizacion del proceso de hidrolisis enzimatica
En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos para las dos variables independientes

en los 11 experimentos del disefio central compuesto rotable (RCCD) de la investigacién en
funcion de las variables codificadas y no codificadas.
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Tabla 3. Concentracion final de maltosa, hidrélisis de almidén y
productividad en funcion de los niveles codificados y no codificados
de las variables independientes.

Concentracion Tiempo de Concentracion Porcentaje de
Experimentos de enzima (ppm) re(::lrgi(:;')n de maltosa (g/L) hidrolisis (%) Productividad (g/L*h)
1 573 (-1) 13 (1) 0.175 + 0.02 35+4.76 0.808 + 0.11
2 573 (-1) 27 (1) 0.196 + 0.02 39+3.83 0.435+0.04
3 927 (1) 13 (-1) 0.333+0.01 67 + 1.56 1.537 £ 0.04
4 927 (1) 27 (1) 0.251 + 0.04 50 +7.23 0.557 + 0.08
5 500 (-a) 20 (0) 0.197 £ 0.01 39+278 0.590 + 0.04
6 1000 (+a) 20 (0) 0.200 + 0.01 40+1.89 0.599 + 0.03
7 750 (0) 10 (-a) 0.186 + 0.01 37 +1.02 1.115+0.03
8 750 (0) 30 (a) 0.223 + 0.03 45+ 5.01 0.446 + 0.05
9 750 (0) 20 (0) 0.334 + 0.01 67 £2.45 1.002 £ 0.04
10 750 (0) 20 (0) 0.264 + 0.01 53 +2.38 0.793 £ 0.04
1 750 (0) 20 (0) 0.391 +£0.03 78 + 5.66 1.173+£0.08

Como se observa en la tabla 3, los valores de la concentracion final de maltosa oscilaron
entre 0,175y 0,391 g/L, los cuales corresponden a los experimentos con las niveles bajos y altos
para cada variable dependiente, respectivamente; los valores de porcentaje de hidrdlisis, entre
35y 78 %, los cuales también correspondieron a los experimentos con las niveles bajos y altos
para cada variable dependiente, respectivamente; finalmente, la productividad, oscilaron entre
0,435 y 1,537 g/L*h. Cabe mencionar que los puntos centrales presentaron coeficientes de
variacion de 19 % para las tres variables dependientes mencionadas respectivamente, lo cual
indicé la buena reproducibilidad del proceso.

En los analisis de varianza (ANOVA) realizados para cada variable dependiente los datos
fueron ajustados a un modelo cuadratico. Para el caso de la concentracién final de maltosa,
se observo que todos los factores lineales, cuadratico y de interaccién no fueron significativos
(valor-p < 0.05). Los resultados evidenciaron que un incremento en la concentracién de enzima
y/o el tiempo de reaccion no necesariamente genera un incremento en la formacion de producto.
Lo anterior coincide con lo reportado por Sirohi et al. (2021), quiénes estudiaron la hidrolisis
de almidén por una a-amilasa proveniente de una especie de Bacillus, determinando que la
concentracién de enzima y el tiempo de reaccion no tuvieron un efecto significativo sobre la
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conversion de almidon en azucares reductores. Tal resultado se debe a que, al incrementar la
concentracién de enzima en la solucién se incrementa la capacidad de unién del sustrato a los
sitios activos de la enzima resultando en una mayor conversion del mismo; sin embargo, dado
que la cantidad de sustrato disponible para la hidrolisis no se incrementa, tampoco se incrementa
la reactividad de la enzima, por tanto, no se promovera una mayor formacion de producto de la
ya alcanzada.

Anadlisis de la concentracion final de maltosa

En el diagrama de Pareto se muestran los valores absolutos de los efectos estandarizados
desde el efecto mas grande hasta el efecto mas pequeno. En la figura 6 se observa que el efecto
que influyo mas sobre la concentracion de maltosa fue la concentracion de enzima y el de la
menos influencia fue tiempo de reaccion, pero ambas no significativas.
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Figura 6. Diagrama de Pareto de efectos estimados e interacciones para la
concentraciéon de maltosa en el medio sintético de jugo de cana.

El modelo matematico obtenido en funcidn de sus coeficientes de regresién y en términos
de los factores reales, para la concentracion final de maltosa se muestra en la ecuacion 4:

Concentracion final de maltosa (QXL) = —153922 +0.00326327 * Concentracién de enzima +

0.058919 = Tiempo de reaccién — 000000179613 * Concentracién de enzima® — 0,0000207829 «
Concentracién de enzima» Tiempo de reaccién — 0.001087 17 * Tiempo de reaccién?

(4)
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El valor del coeficiente de determinacién (R? = 65.9945) y el coeficiente de determinacién
ajustado (R?adj = 31.9889) indicaron que, el modelo matematico no se ajusta adecuadamente a
los datos experimentales, segun Martinez (2005) exponia que lograr una ecuacién cinética que
represente los cambios en funcién del tiempo y las condiciones experimentales de la hidrolisis es
complicado, a causa de que el almidon tiene una estructura compleja, y la mezcla de este y sus
productos de reaccién cambian en funcion al tiempo y estos tienen diferentes pesos moleculares.
También, se determind el valor de la desviacion media absoluta (AAD) siguiendo la metodologia
de Bas & Boyaci (2007), determinando un valor de AAD=13.18%, Teniendo en cuenta los valores
obtenidos de R?2 y AAD se concluye que es posible determinar el punto estacionario usando el
método de superficie de respuesta (RSM) pero no significa que todos los puntos estacionarios
sean 6ptimos para la reaccion enzimatica (Bas & Boyaci, 2007).

Enlafigura7 se observa que, la concentracion final de maltosa se incrementé hasta un punto
maximo, después del cual comienza a descender. Dicho punto corresponde a valores cercanos
a 800 ppm y 20 min para la concentracion de enzima y el tiempo de reaccion, respectivamente.
Siendo asi, se determind los niveles 6ptimos de la concentracion de enzima y tiempo de reaccién
son 795.63 ppmy 19.5 min, respectivamente, con los cuales se obtendria una concentracion final
de maltosa de 0.33 (g/L).

Concentracion de maltosa
0.0
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Figura 7. Superficie de respuesta para la optimizacion de concentraciéon de maltosa
en la hidrélisis del medio sintético de jugo de cafia por accién del alfa-amilasa.

Analisis de la hidrélisis del almidén
Para el caso de la hidrdlisis de almidon (%), se observé que todos los factores lineales,

cuadratico y de interaccion no fueron significativos (valor-p < 0.05). Los resultados de hidrdlisis
de almiddén (%) descritos en la presente investigacion estan directamente relacionados con los
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referidos a la concentracion final de maltosa; por lo que, es de esperarse que los factores lineales,
cuadraticos y de interaccion sean no significativos segun se aprecia en la figura 8 y tal como fue
descrito anteriormente.
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Figura 8. Diagrama de Pareto de efectos estimados e interacciones para el
porcentaje de hidrélisis en el medio sintético de jugo de cana.

El modelo matematico obtenido en funcidn de sus coeficientes de regresién y en términos
de los factores reales, para la hidrélisis de almidon (%) se muestra en la ecuacion 5:

Porcentaje de hidrélisis (%) = —311.451 + 0.660736 * Concentracién de enzima+ 118214 #
Tiempo de reaccidn — 0.000363082 » Concentracién de enzima® — 000423729 =

Concentracion de enzima * Tiempo de reaccién — 0.216338 » Tiempo de reaccion®

(%)

El valor del coeficiente de determinacion (R? = 66.3906) y el coeficiente de determinacion
ajustado (R?, G = 32.7812) indicaron que el modelo matematico no se ajusta adecuadamente a los
datos experimentales. Asimismo, se determiné el valor de la desviacién media absoluta siguiendo
la metodologia de Bas & Boyaci, (2007), determinando un valor de 13.375%, el cual unido al valor
del R2 definen el comportamiento verdadero del sistema y puede usarse para la interpolacion en el
dominio experimental. También se determind que para la hidrdlisis de almidén los niveles éptimos
de la concentracion de enzima y tiempo de reaccion serian 796 ppm y 19 min, respectivamente, con
los cuales se obtendria una hidrélisis de almidén de 66.73 %, tal como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Superficie de respuesta para la optimizacion del porcentaje de hidrolisis
del medio sintetico de jugo de cana por accion del alfa-amilasa.

Analisis de la productividad:

Para el caso de la productividad de la hidrélisis enzimatica, se observo que solo el efecto lineal
de tiempo de reaccién (valor-p < 0.05) es significativo. El efecto significativo del tiempo de reaccién
sobre la productividad se debe que en la ecuacién de calculo se establece el tiempo como una de las
variables inversamente proporcional a la productividad, por lo que, a menor tiempo de reaccion se
obtendra una mayor productividad. En la Figura 10 se aprecian estos efectos e interacciones.
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Figura 10. Diagrama de Pareto de efectos estimados e interacciones para la
productividad de la hidrolisis en el medio sintético de jugo de cana.
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El modelo matematico obtenido en funcidn de sus coeficientes de regresién y en términos
de los factores reales, para la productividad (g/L*h) se muestra en la ecuacion 6:

Productivided (9/; « k) = —3.92295 + 0.0107551 » Concentracién de enzima + 0106093 »

Tiempo de reaccidn — 0.00000513039 = Concentraciton de enzima?® — 0.000122478 =
Concentracién de enzima * Tiempo de reaccion — 0.00138225 * Tiempo de reaccion® (6)

El valor del coeficiente de determinacion (R?= 81.6152) y el coeficiente de determinacién
ajustado (R2,adj = 63.2304) indicaron que el modelo matematico se ajusta adecuadamente a los
datos experimentales. Asimismo, se determind el valor de la desviacion media absoluta siguiendo
la metodologia de Bas & Boyaci. (2007), determinando un valor de 14.889 %, el cual unido al valor
del R2 definen el comportamiento verdadero del sistema y puede usarse para la interpolacién en
el dominio experimental. También se determiné que para la productividad los niveles éptimos de
la concentracién de enzima y tiempo de reaccion serian 928 ppm y 10 min, respectivamente, con
los cuales se obtendria una productividad de 1.4222 g/L*h, tal como se aprecia en la figura 11.

Figura 11. Superficie de respuesta para la optimizaciéon de la productividad de la
hidrélisis del medio sintético de jugo de caina por accion del alfa-amilasa.
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La optimizacion de las respuestas, concentracion de maltosa, porcentaje de hidrolisis
y productividad, mediante la funcion de deseabilidad que, segun el criterio de optimizacién
establecido en el disefio, se combinan en una funcién unica (Derringer & Suich, 1980)
llamada deseabilidad global, la cual corresponde a una media geométrica de las funciones
de deseabilidad individuales. Se hallé la combinacién de variables (concentracion de enzima
y el tiempo de reaccion ) que alcanza la ‘deseabilidad’ global éptima (teniendo esta un rango
de cero a uno), obteniendo un valor 6ptimo de 0.68381, donde uno representa la situacion
ideal y cero indica que una o mas respuestas estan fuera de los limites aceptables (Meyers
y Montgomery, 1995), siendo los valores 6ptimos para las variables independientes, 817 ppm
para concentracion de enzima y 17 min para el tiempo de reaccion, a partir de los cuales se
obtendrian valores para las variables respuestas de concentracion final de maltosa, hidrélisis
de almidén y productividad, valores de 0.328 g/L, 65.642 % y 1.135 g/L*h, respectivamente,
conforme se aprecia en la figura 12.

Figura 12. Superficie de respuesta para la optimizacion de la deseabilidad de las
variables de respuesta de la hidrolisis del medio sintético de jugo de caia por
accion del alfa-amilasa.

Validacién de los parametros de optimizacion

Para la validacién de los resultados del proceso de optimizacién de la hidrélisis enzimatica
se utilizé jugo de cana de azucar (Saccharum spp hibrido) de la variedad Mex 73-523, con una
concentracion de enzima alfa amilasa de 817 ppm y un tiempo de reaccion de 17 min. En la tabla
4 se muestra la composicién proximal del jugo de cafa de azucar utilizado antes (base) y después

Revista Bio Ciencias 10, e1514. 20



Yanamango Chavez et al., 2023.

del hidrdlisis enzimatica (hidrolizado). Como puede observarse en la tabla 5, se alcanzaron
valores de 0.38 g/L, 73.09 % y 1.341 g/L*h de, concentracion final de maltosa, porcentaje de
hidrdlisis y productividad, respectivamente, los que correspondieron a variaciones mayores que
los calculados, en 16%, 11.3% y 18% respectivamente entre los valores predichos por el software
y los experimentales.

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas del jugo de cana de azucar
antes (base) y después de la hidrélisis enzimatica (hidrolizado)

, Jugo de cana Jugo de cana
Parametros o
“base” hidrolizado
pH 7 7.2
°Brix 18 20
Sacarosa (pol) (%) 17.2 22.7
Azucares reductores (g/L) 8.5+0.07 8.8+0.05

Tabla 5. Variables de respuesta calculados y experimentales de la
hidrolisis enzimatica del almidén en el jugo de cana de aziucar con
los valores 6ptimos.

Variable Dependiente Calculado Experimental Variacion porcentual
Concentracion de maltosa (g/L) 0.328 0.380 16.0
Hidrolisis (%) 0.656 0.7309 11.3
Productividad (g/L*h) 1.135 1.341 18.2

Al respecto, Viginotti et al. (2014) reportaron un proceso de hidrolisis de almidén con una
a-amilasa pancreatica porcina actuando sobre un jugo de cafia de azucar con una concentraciéon
de almidén de 200, 000 ppm y alcanzado una concentracion final de azucares reductores de 0.18
g/L en un tiempo de reaccion de 20 min. Al respecto, Sirohi et al. (2021) determinaron los valores
Optimos para la concentracion de enzima y el tiempo de reaccion en un proceso de hidrdlisis de
almidén con una a-amilasa proveniente de una especie Bacillus, estableciendo valores de 50
000 ppm y 60 min, respectivamente, con los cuales obtuvieron 85.25 g/L de azucares reductores
a partir de una solucion de almidén 19 000 ppm. Por otro lado, BoZi¢ et al. (2011) determinaron
porcentajes de hidrdlisis cercanos al 60% utilizando una enzima proveniente de a-amilasa Bacillus
licheniformis ATCC 9945a actuando sobre una solucion de almidon de 1000 ppm con un tiempo
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de reaccion de 240 min. Asimismo, se ha reportado que la actividad de a-amilasas provenientes
de Bacillus licheniformis es estable hasta 90° C y pH 7 (Bozi¢ et al., 2011), que fueron las
condiciones utilizadas en el presente estudio. Estas condiciones de mayor estabilidad hacen que
las a-amilasas provenientes de Bacillus licheniformis tengan aplicacion en diversos procesos
industriales en el rubro alimentario, fermentacion, textiles y otros (Monteiro & De Oliveira, 2010).

Se conoce que la hidrdlisis enzimatica de almidén mediante a-amilasas genera un
incremento en los niveles azucares reductores (Bozi¢ et al., 2011; Monteiro & De Oliveria.
2010). Lo anterior fue corroborado en el presente estudio, dado que el jugo de cafa de azucar
hidrolizado presenté un incremento en la concentracién de azucares reductores, asi como en los
°Brix, tal como se muestra en la tabla 4. El incremento en los niveles de azlcares reductores se
debe a la generacion de oligosacaridos y glucosa como productos de la reaccion de hidrdlisis
(Rajesh & Gummadi, 2021). Se precisa que, la determinacion de niveles 6ptimos de variables
de procesos tales como la concentracion de enzima y el tiempo de reaccién, permitira mejorar
el desempeno de los procesos de hidrdlisis enzimatica realizados al jugo de cana de azucar y
disminuir significativamente los niveles de almidén a nivel industrial.

Conclusiones

Las actividades de la enzima a-amilasa de Bacillus licheniformis fueron de 26.48 + 0.04 Ul/
mL y 0.284 + 0.07 Ul/mg, los valores de sus parametros cinéticos Km y Vmax fueron de 5.82 g/L
y 0.3 g/L*h, respectivamente. Asimismo, se determind que los factores concentracion de enzima'y
tiempo de reaccién no fueron significativos respecto a la concentracion final de maltosa e hidrolisis
de almidon; sin embargo, el tiempo de reaccién si fue significativo para la productividad del
proceso. También se determind que los valores de concentracion de enzima y tiempo de reaccion
Optimos para el proceso fueron 817 ppm y 17 min, respectivamente. Finalmente aplicando las
condiciones ambientales optimas al jugo de cafia encalado resulto con una hidrélisis del 73.1%
del almidon contenido en el jugo de cafia de azucar, obteniendo una concentracion de maltosa
de 0.380 g/L y una productividad de 1.341 g/L*h, los cuales tuvieron variaciones de 11.3%, 16%,
y 18% respectivamente en relacion con los valores calculados, demostrando que el proceso de
validacion supero los predichos por el disefio experimental.
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