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contenido en harinas de yuca, sorgo y maiz

Glucose syrup production using an enzyme complex in
the hydrolysis of starch in cassava flour, sorghum and corn
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RESUMEN

INTRODUCCION
Existen diversos productos agricolas con altos contenidos de almidén, como yuca, sorgo y maiz, que pueden ser destinados

pata la produccién de jarabes glucosados.

OsJETIVO
Determinar la produccion de jarabes glucosados empleando un complejo enzimatico en la hidrdlisis de almidén contenido
en harinas de yuca, sorgo y maiz.

MATERIALES Y METODOS

Las harinas fueron caracterizadas fisicoquimicamente determinandose el peso seco, humedad, fibra, ceniza, proteina, den-
sidad aparente, almidon, temperatura de gelatinizacién y pH. La hidrélisis se realiz6 en dos etapas; en la etapa inicial
(licuefaccion) se empled la enzima Termamyl® 120 L. (pH 5,4, 80°C, 8 ul. enzima/g almidén), para la segunda etapa
(sacatificacion) se emple6 la enzima G-zyme® 480 (pH 4,3, 60°C, con dos niveles de concentracién 1,5 a 5 ul./g y con el
software estadistico Design Expert 7,0 se determinaron los tratamientos para encontrar la mejor relaciéon enzima-sustrato
que optimizara el porcentaje de conversion, mediante la metodologfa de superficie de respuesta (RSM).

REsuLTADOS

Los tiempos de licuado y sacarificado para yuca y maiz fueron de 30 y 60 min, y para sorgo de 40 y 80 min.
Los porcentajes de conversiéon obtenidos experimentalmente a partir de los modelos (RSM) fueron de 98,40%,
96,52% y 91,04% con una productividad (g aztcares reductores/L.min) de 2,70, 1,69 y 1,04 para yuca, sorgo y maiz,

respectivamente.

ConcLusION

El tiempo de hidrélisis total en las tres harinas fue igual o inferior a 2 h, se obtuvieron porcentajes de conversién para
yuca, sorgo y maiz del 98,4%, 96,52% y 91,04% respectivamente, se demuestra la efectividad de las enzimas empleadas y
mediante el modelo RMS se obtiene la optimizacion del porcentaje de conversion.

PALABRAS CLAVES
Almidén, glucoamilasa, jarabes glucosados, pululanasa, superficie de respuesta.
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ABSTRACT

INTRODUCCION

INTRODUCTION
There are several agricultural products with high
starch content such as cassava, sorghum and corn,

which may be used for glucose syrup production.

OBJECTIVE
To determine glucose syrup production using an en-
zyme complex in the hydrolysis of starch in cassava

flour, sorghum and corn.

MATERIALS AND METHODS

The samples were physicochemically characterized to
determine dry weight, moisture, fiber, ash, protein,
bulk density, starch gelatinization temperature and
pH. The hydrolysis was carried out in two stages: Tet-
mamyl® 120 L enzyme (pH 5.4, 80°C, 8 uL. enzyme/g
starch) was employed in the initial stage (liquefaction);
G-zyme® 480 (pH 4.3, 60°C) was in the second stage
(saccharification), and the statistical software Design
Expert 7.0 was used to determine the best enzyme-
substrate ratio to optimize the conversion rate, by
applying response surface methodology (RSM).

ResuLts

Liquefaction and saccharification times for cassava
and corn were 30 and 60 minutes, and for sorghum,
40 and 80 minutes respectively. The conversion rates
obtained experimentally from models (RSM) were
98.40%, 96.52% and 91.04% with productivity (g re-
ducing sugars/L.min) of 2.70, 1.69 and 1.04 for cas-

sava, sorghum and corn, respectively.

CONCLUSIONS

The total time of hydrolysis of all three flours eva-
luated was equal to or less than 2 hours. Conversion
rates for cassava, sorghum and corn, which were ob-
tained through MRS model, were 98.4%, 96.52% and
91.04% respectively. In addition, the effectiveness of

the enzymes used was demonstrated.

KEey worbps
Starch, glucoamylase, glucose syrups, pullulanase,

response surface.
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Desde hace varios afios, muchos investigadores han
enfocado algunos estudios hacia el uso y aprovecha-
miento de fuentes ricas en almidén, (polimero que
contiene amilosa: unidades de glucosa ensambladas
por enlaces alfa 1-4 y amilopectina: unidades de glu-
cosa ensambladas por enlaces alfa 1-4 con ramifica-
ciones en alfa 1-6),! de donde se obtienen azucares
que pueden reemplazar la sacarosa en diversos pro-
ductos de la industria alimentaria; el almidén ademas
de servir de reserva para las plantas también es fuente
de carbohidratos para los seres humanos y se destina
aproximadamente en el sector industrial en un 75%
(industria textil, farmacéutica y cosmética, papelera,
adhesivos, entre otras) y en el sector alimentario en un
25% (industria alimentaria y de edulcorantes como
produccién de maltodextrinas, dextrosa, fructosa y
jarabes glucosados, entre otros).”

En Colombia, se cultivan diversas plantas con un
contenido alto de almidén como la batata, el arroz,
el trigo, la papa, el platano, la yuca, el sorgo y el
maiz, entre otros, que van en concordancia con el
desarrollo agroindustrial de la regién andina y del
pais. Para el presente trabajo se eligieron tres de es-
tas materias primas que fueron la yuca, el sorgo y el
maliz, para realizar un proceso de hidrolisis enzima-
tica a jarabes glucosados.

La yuca presenta un porcentaje de almidén del
64% al 87% aproximadamente, localizindose en todas
las regiones tanto en zonas bajas y desérticas como la
Guajira, asi como en las altas y lluviosas, region andi-
na; su produccion es cerca de 2 millones de toneladas
de raices en el afio y en el Caribe se produce el 50% del
total nacional. Para el periodo 2000-2009 se presentd
un area sembrada de 1°810.923 hectareas para un to-
tal de produccién de 19°071.957 toneladas;® respecto
al sorgo, este presenta un porcentaje de almidén del
53% al 84% aproximadamente, su cosecha se encuen-
tra principalmente en: Atlantico, Cesar, Cundinamar-
ca, Huila, Tolima y Valle donde las cosechas deben
oscilar entre 180.000 y 300.000 plantas por hectarea
con tasas de siembra que varfan entre 12y 18 Kg/Ha.*

El maiz presenta un porcentaje de almidén del
66% al 76% aproximadamente y se encuentra prin-
cipalmente en: Valle del Cauca, Tolima-Huila, Sur del
Cesar y Santander, Llanos Orientales y la region del



Casas M., Vélez JR., Acosta A.

Caribe Humedo, en los departamentos de Cérdoba y
Sucre, ocupando la segunda de mayor extensioén con
538.569 hectareas en 2004 produciendo cerca de 1.8
millones de toneladas, en el 2012 se obtuvo un area
sembrada en 22 departamentos del pafs de 211.967
hectareas de maiz amarillo y 156.217 hectareas de
maiz blanco.®

Gracias a la implementacién del tratado de libre
comercio, estos sustratos llegan a bajos precios com-
pitiendo con el producto nacional, un uso alternativo
de alto valor agregado para estos sustratos, son los
jarabes de glucosa.

El jarabe glucosado es uno de los productos con
mayor aplicacién en la industria alimentaria y bio-
tecnoldgica, con caracteristica acuosa, viscosa, lige-
ramente dulce, incolora o translicida, concentrada y
clarificada de sacaridos, es fuente de carbohidratos,
nutritivo, previene la cristalizacién del azucar, retiene
la humedad y confiere viscosidad a otros productos;
su proceso de obtencién es mediante la hidrolisis de
almiddn, por 4cidos y/o enzimas;® la hidrolisis enzi-
matica presenta varias ventajas como: la selectividad
(las enzimas son especificas para un determinado
enlace, no es frecuente la aparicién de productos de
degradacién), se mantiene el valor nutritivo (no hay
degradacién de los componentes separados), condi-
ciones moderadas de temperatura y pH, no se genera
corrosion, el consumo de enzima es bajo, no requiere
el empleo de agentes quimicos, y aunque el tiempo de
reaccién sea mayor que en procesos como la hidrolisis
4cida, los rendimientos son cercanos al 100%.78

La hidrolisis enzimadtica se realiza en dos etapas:
licuefaccién y sacarificacion; la primera se lleva a cabo
con una alfa amilasa, en nuestro caso Termamyl® 120
L de la empresa Novozymes,” extraida de Bacillus liche-
niformis con una actividad de 120 KNU/g, el almidon
es fragmentado en unidades de menor tamafio como
la glucosa, maltosa y dextrinas (polimeros de tamafio
corto que consisten en uniones de moléculas de D-
glucosa por enlaces glucosidicos alfa 1-4 o alfa 1-6),
usualmente se emplean concentraciones de almidén
del 30% al 40% (P/V);" las dextrinas son cuantifica-
das por métodos como HPLC y Miller.">"

En la segunda etapa se emplea el complejo en-
zimatico G-zyme® 480 con una actividad de 380
GAU/g fabricado por Genencot,” tiene la capaci-
dad de hidrolizar almidones y estd compuesto por
tres enzimas, la glucoamilasa y proteasa extraida de
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Aspergillus niger y pululanasa de Bacillus licheniformis, las
cuales permiten hidrolizar las dextrinas de forma si-
multinea; la pululanasa rompe las ramificaciones o
los enlaces alfa 1-6 y la glucoamilasa actiia rompiendo
los enlaces alfa 1-4 y 1-6, aunque este dltimo tipo de
enlace es de forma mas lenta, liberando unidades de
glucosa que se cuantifican por el método enzimatico
de la glucosa oxidasa - peroxidasa (GOD - POD) y los
azucares reductores por el método Miller.*'¢ El uso
combinado de pululanasa y glucoamilasa aumenta el
rendimiento de glucosa hasta por encima del 94%),"
finalmente mediante algunas etapas de purificacion se
obtiene el jarabe glucosado. En este trabajo se evalud
la mejor relacién enzima/sustrato en la etapa de sa-
carificaciéon mediante el uso del complejo enzimatico
G-zyme® 480, empleando un disefio estadistico de su-
petficie de respuesta y como variables de respuesta la
productividad y el porcentaje de conversion a jarabe
glucosado para harinas de yuca, sorgo y maiz.

MATERIALES Y METODOS

OBTENCION DE LA MATERIA PRIMA

Las materias primas empleadas en el trabajo son las
harinas de yuca, sorgo y maiz; la primera fue produ-
cida en la regién de Urabd (Antioquia), en el muni-
cipio de Mutata, la cdscara fue eliminada antes de la
molienda; el sorgo rojo en grano y el maiz blanco
retrillado fueron adquiridos en almacenes comercia-
lizadores de alimentos balanceados para animales en
Medellin; los granos de sorgo y de maiz se tamiza-
ron (tamiz estindar N°8; 2,36 mm, ASTM E-11) de
forma artesanal para eliminar impurezas y granos en
mal estado, posteriormente se realiz6 una molienda
seca para obtener las harinas que luego fueron tami-
zadas (tamiz estindar N°50; 0,3 um ASTM E-11),
obteniendo particulas menores de 0,3 um, garanti-
zando el mismo tamafio de particula para la harina
empleada en la hidrolisis. Las harinas se almacenaron
en bolsas de papel kraft en un lugar limpio y seco,
a temperatura ambiente para conservar su calidad y
facilitar su manejo.

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA MATERIA PRIMA

Se determinaron algunas propiedades fisicoquimi-
cas de las materias primas, tales como: peso seco
y humedad,” fibra,”? ceniza,” proteina mediante el
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método Kjeldahl,? densidad aparente,” contenido de
almidén (mediante hidrolisis acida),* temperatura de
gelatinizacion,”? pH;P?%» todas las mediciones se
hicieron por duplicado.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA G-zYME® 480

Se determiné siguiendo el método reportado por
Villada y Genencor'>*
Se utiliz6 almidén de papa, Merck grado analitico,

las concentraciones empleadas fueron 10, 20 y 30 g/L;

con algunas modificaciones.

enzima G-zyme® 480 0,01% (v/v); la solucion en que se
diluy6 fue buffer acetato de sodio 0,1M, pH 4,3 y la neu-
tralizacion realizada con hidréxido de sodio 3M; tempe-
ratura 62°C + 2,140 rpm * 1 rpm y 6 min el tiempo de
hidrolisis, cada tratamiento se hizo por duplicado.
Inicialmente, el almidén fue disuelto por com-
pleto en el buffer a 80°C para después realizar la hi-
drolisis; el producto de la hidrélisis cuantificado fue
glucosa, mediante el método de la glucosa oxidasa

(GOD POD).

CALCULO DE LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
pE G-zYme® 480

e Elvalor teérico de la actividad enzimatica segun la
ficha técnica de la enzima es: 380 GAU/g

e Actividad experimental.

_ & glucosa
GAU= = 0,4328

g almidin
e Actividad enzimatica experimental=

GAU 0,4328

— = — = 383,01 GAU/g
g enzima (0,1 p*0,0113 g de enzima)

GAU= Cantidad de enzima que libera 1 g de aztcares
reductores calculados, glucosa por hora a partir de
almidon soluble.

DETERMINACION DEL TIEMPO DE LICUEFACCION

(eNzimA TERMAMYL® 120 L)

Se realiz6 la licuefaccion de las tres harinas, bajo las
condiciones 6ptimas reportadas por el fabricante de
la enzima Termamyl® 120 L. (Novozymes) (pH 5,4 +
0,1, temperatura de 80°C £ 2) y la concentracion de

15

enzima 8 uL/g de almiddn, afiadida antes de alcanzar
la temperatura,”’ concentracion de harina 100 g/L y
un tiempo total de 70 min, tomando muestras cada 10
min, al tomar cada muestra se inactivo la enzima ana-
diendo NaOH 1M y refrigerando a 4°C, las muestras
fueron centrifugadas a 8000 rpm por 4 min; finalmen-
te se determinaron aztcatres reductores mediante el
método Miller."

La conversién del almidén a glucosa se basa en la
siguiente ecuacion:

(CH,O)n+nH,0— nCH, O, (Ecuacion 1)

Teéricamente 1 g de almidén completamente hidroli-
zado produce 1,111 g de glucosa.

En cada harina se realizé por triplicado la medi-
cion inicial de la concentracion de aztcares reducto-
res, para determinar su porcentaje respecto al almidén
y restar este valor del porcentaje de conversion final;
también se determind por triplicado la concentracién
final de azucares reductores para la licuefaccion.

El porcentaje de conversion se determina median-
te el cociente obtenido de dividit: azucares reducto-
res en una muestra antes o después de hidrolizarla/
almidon contenido en esa muestra.

SACARIFICACION (ENZIMA G-zYME® 480) Y DETERMINACION
DE LA MEJOR RELACION ENZIMA-SUSTRATO MEDIANTE
SUPERFICIE DE RESPUESTA

Las concentraciones empleadas de sustrato para las
tres harinas se basaron en el contenido de almidén,
es decir la variable sustrato se refiere a la concentra-
cién de almidén y no a la cantidad de harina pesada;
para la harina de yuca y sorgo; los dos niveles para el
sustrato fueron de 80 a 200 g/L y para la enzima de
1,5 a 5 ul./g con un tiempo de hidrélisis de 60 y 80
min, respectivamente; para la harina de maiz los dos
niveles empleados fueron sustrato de 40 a 140 g/L y
enzima de 1,52 5 ul./g con tiempo de hidrélisis de 60
min; para las tres harinas se tomaron muestras cada
10 min y se inactivé la enzima de igual forma que en
la licuefaccidn, el pH de la sacarificacion fue 4,3 + 0,1,
temperatura 60°C + 2y 140 rpm * 1; las condiciones
de pH y temperatura se encuentran en el rango 6pti-
mo reportado por el fabricante de la enzima, Genen-
cot. Finalmente, se determinaron aztcares reductores
mediante el método Miller."
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PrODUCTIVIDAD DE LA ENzZIMA G-zYME® 480 EN LOS
LICUADOS DE YUCA, SORGO Y MAIZ DE ACUERDO AL MODELO
DE LA METODOLOGIA DE LA SUPERFICIE DE RESPUESTA (RSM)
Segin el modelo obtenido en cada superficie de res-
puesta, se hizo una verificacién de éste para los trata-
mientos que optimizarfan el porcentaje de conversion;
se tomaron muestras cada 10 min, inactivindose la
enzima de igual forma que en la licuefaccién; final-
mente se determinaron azucares reductores mediante
el método de Miller."

La velocidad se determiné tomando las pendientes
al graficar 3 6 4 mediciones lineales en el tiempo, ob-
tenidas de los tratamientos de interés.

La velocidad de reaccién para la conversion del
almidén y la productividad estan expresadas en las
mismas unidades [(gramos de azucates reductores/
(L.min)], para este trabajo aplican indistintamente,
aunque con la productividad se hace referencia es-
pecificamente a la obtenida de las mejores condi-
ciones que arrojé el modelo de la RSM y que fue-
ron verificados experimentalmente para el proceso
de sacarificacién.

ANALISIS ESTADISTICO

Determinacion del tiempo de licuefaccion (enzi-
ma Termamyl® 120 L). Para determinar el tiempo
optimo de conversion de la enzima en el cual no se
presentaban diferencias estadisticamente significati-
vas; con los porcentajes de conversion de cada harina
se realizé una prueba t Student para muestras relacio-
nadas, las mediciones en cada tiempo cumplen con
la normalidad e independencia (datos no mostrados)
con intervalos de confianza al 95%.

Disefio experimental para determinar la mejor re-
lacion enzima G-zyme® 480/sustrato para las tres
harinas. El método empleado fue la metodologia de
superficie de respuesta (RSM) de composicién central
rotable® con cinco puntos centrales, cuatro axiales y
cuatro factoriales, para dos factores (concentracion de
sustrato en g de almidén/L y enzima en pL/g de al-
midén) siendo un total de trece tratamientos por cada
tipo de harina, estos tratamientos fueron generados
usando el software estadistico Stat-Easy Design Fx-
pert version 7,0 de prueba.

Los niveles de sustrato para la harina de yuca y sor-
go fueron de 80 a 200 g/L y enzima de 1,5 a 5 pul./g;
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para la harina de maiz los niveles de sustrato y enzima
fueron de 40 2 140 g/I.y 1,5 a 5 pl./ g, respectivamente.

Las variables respuestas son porcentajes de con-
version y velocidad (g/L.min).

Productividad de la enzima G-zyme® 480 en los
licuados de yuca, sorgo y maiz de acuerdo al mo-
delo de la metodologia de la superficie de res-
puesta (RSM). Para estimar la productividad de
los tratamientos que optimizarian el porcentaje de
conversion se empled la herramienta predictiva del
software Design Expert 7,0

RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS HARINAS

En término general las mediciones obtenidas en la
Tabla 1 coinciden con rangos reportados por la litera-
tura: 80% a 87,4% de almidén en yuca, 55% a 75% en
sotrgo y 72% a 73% en maiz,»>*** para este caso es
de mayor importancia el contenido de almidén, ya que
es la materia prima de los jarabes de glucosa.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA G-zYME® 480
En la Figura 1, se muestra la actividad de la enzima ex-
presada en GAU, donde se obtuvo un valor de 0,433 ¢
glucosa/g almidén, con el cual se determiné la activi-
dad enzimatica (383,01 GAU/g) teniendo en cuenta el
tiempo de hidrélisis y la cantidad de enzima.

La actividad enzimatica se asemeja a la tedrica re-
portada por Genencor (380 GAU/g) con un error del
0,8%, esto indicé que la enzima usada se encontraba
en las condiciones éptimas para la hidrolisis.

DETERMINACION DEL TIEMPO DE LICUEFACCION

(enzima TermamYL® 120)

La Tabla 2 y Figura 2, indican los tiempos a partir
de los cuales ya no se presenta un rendimiento sig-
nificativo en la hidrélisis del almidén, debido a que
alcanz6 la cantidad maxima de hidrélisis que puede
realizar la alfa amilasa, que generd dextrinas u oligo-
sacaridos; en la Figura 2, se observa la fase estaciona-
ria del proceso del licuado.

Se calcularon los intervalos de confianza para los va-
lotes promedio donde se estabilizé el proceso, es decir, a
partir de los 30 min parala yuca y el mafz, y para el sorgo
a partir de los 40 min hasta los 70 min en las condiciones
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Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de las harinas.

Caracteristica

[ e [ e T e

Peso seco % 87,77 0,003 89,28 0,03 90,38 0,042
Humedad % 12,23 0,003 10,72 0,03 9,62 0,042
Fibra % 0,27 0,13 10,75 0,97 10,15 0,22
Ceniza % 0,17 0,11 1,76 0,012 1,15 0,17
Proteina % 0,34 0,03 8,46 0,8 9,28 0,9
Densidad aparente (g/mL) 0,53 0,01 0,49 0,002 0,44 0,01
AR totales/1,111 = almiddn (%) 89,35 2,68 81,04 3,48 77,64 3,04
Temperatura gelatinizacion °C 65 2 65 2 70 2
*Amilosa/amilopectina % 42-58 = 25-75 5 30-70 5
pH 4,7 0,1 6,21 0,1 6,29 0,1
X = media. DE= Desviacion estandar. ¥Tomado y modificado de:*** Los demds valores se obtuvieron experimentalmente.
= y=0,4328x +1,9529 R?*=0,9959 ramificaciones haciendo el proceso mas lento y menos
3 16,00 productivo."” La mayor hidrolisis se presento en la yuca,
3 14,00 2 1 { ;
2 14 uego el maiz y finalmente el sorgo, con un porcentaje
v
3 12,00 ,/ de amilopectina del 58%, 70% y 77%, respectivamente,
o 10,00 iy . c 14
5 en relacién al contenido de almidén (Tabla 1); el por-
- 8,00 . - )
2 6,00 / centaje de conversién en esta etapa es inversamente
£ 400 proporcional al contenido de amilopectina (Tabla 2).
g 2,00
§ 0,00 \ \ \ w SACARIFICACION (ENZIMA G-zYME® 480)
0 10 20 30 40

Concentracion de almidon (g/L)

Figura 1. Glucosa obtenida en funcion
de la concentracion de almidon

de la enzima en el presente trabajo; estos tiempos coin-
ciden con el encontrado por Zambrano,* en almidén de
batata, los cuales también fueron de 30 min; el porcen-
taje de conversion esta calculado con base en los azu-
cares reductores como producto y como base total de
sustrato el almidén contenido en cada tipo de hatina.
El tiempo de licuefaccién en el sorgo en compa-
racién con las otras dos harinas es mayor, seguido del
maiz y la yuca; esto se atribuyé a su mayor contenido de
amilopectina, ya que afecta de manera directa el tiempo
de hidrolisis y el porcentaje de conversion, porque la
alfa amilasa no actia sobre los enlaces alfa 1-6 de las
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El tiempo de sacarificacién es mayor para el sorgo (80
min y en las otras dos harinas 60 min) debido a que
en su licuado quedaron gran cantidad de enlaces alfa
1-6 (amilopectina), que no fueron hidrolizados por la
enzima alfa amilasa (Termamyl® 120 L), pero deberin
ser clivados por la pululanasa; aunque este factor no

Tabla 2. Porcentajes de azucares reductores iniciales de las hari-
nas, promedio de porcentaje conversion y tiempo de licuefaccién.

Tiempo
de licuado
(min)

Promedio % de
conversion (IC 95%)

% Promedio
AR £ % DE

Harina

Yuca 0,07 £0,005 58,71 <59,79 <60,87 30
Sorgo 1,67 +0,43 32,72<37,21<41,69 40
Maiz 1,40+0,16 47,31 <50,10<52,89 30

AR: Azucares reductores. DE: Desviacién estandar. IC: Intervalo de confianza.
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Figura 2. Porcentaje promedio de conversion con intervalos
de confianza al 95% para la licuefaccién con la enzima
Termamyl® 120 L. A. Yuca. B. Sorgo. C. Maiz.

afect6 su porcentaje de conversion, solo aumento el
tiempo de hidrdlisis; mientras que la yuca y el maiz
poseen un contenido de amilopectina menor, por ello
su menor tiempo de sacarificacién; 60 min en el pro-
ceso de sacarificacion en harina de yuca también es
reportado por Pérez et al. (2008).%

18

Segin el coeficiente de determinacién ajustado
(Tabla 3), la enzima y el sustrato explican un 80%,
95%, y 85% del porcentaje de conversion para la yuca,
el sorgo y el maiz. Estos valores son aceptables segun
Joglekar ef al,*® que consideran bueno un R? de al me-
nos 0,8, mientras que Henika RG (1982)* considera
bueno, minimo un valor de 0,85; teniendo en cuenta
los valores del coeficiente de determinacién ajustado,
los modelos son adecuados para predecir la respuesta.

Para la eleccién del tipo de modelo (cuadratico,
lineal, 2F1, cibico) para el porcentaje de conversion
y de velocidad arrojados por el software, segin la
suma de cuadrados tipo I, se eligen aquellos cuyo
valor P<0,05, valores P tolerables al encontrarse por
debajo del valor de referencia, lo que representa un
95% de confiabilidad.*

En todos los modelos segin el Anova de la RSM
se incluyeron los factores que fueron estadisticamente
significativos, pero conservando la jerarquia.

Los modelos de porcentaje de conversion del sor-
go y del maiz presentan un buen ajuste de los para-
metros, en el caso de la yuca el ajuste es un poco mas
bajo, sin embatgo los tres modelos son adecuados
para predecir la conversién en cualquier punto de la
region explorada y todos se ajustaron a un polinomio
de segundo orden (Tabla 3, Tabla 4 y Figura 3).

Al emplear la herramienta de optimizacién del
Software Design Expert, se hizo la prediccion y verifi-
cacion de los tratamientos que optimizarfan la maxima
conversion, obteniéndose errores de 2,99%, 2,67% y
1,61% para yuca, sorgo y maiz, respectivamente (Ta-
bla 5). Como los porcentajes de error son bajos, esto
indic6 que los modelos son aceptables para predecir
porcentajes de conversion en las condiciones de con-
centracion de enzima y sustrato.

Es importante tener en cuenta que segun la Ecua-
cion (1), los porcentajes de conversion pueden llegar a
ser 111,1% en caso de que fuera hidrolizado a glucosa
un 100% del almidon.

ProbucTIVIDAD DE LA ENZIMA G-zvMe" 480 EN LOS
LICUADOS DE YUCA, SORGO Y MAIZ DE ACUERDO AL MODELO
DE LA METODOLOGIA DE LA SUPERFICIE DE RESPUESTA (RSM)
En cuanto a los modelos de las velocidades todos
fueron significativos, para la yuca el modelo se ajustd
a un polinomio de segundo orden y para el sorgo y
el maiz el modelo se ajustd a un polinomio de primer
orden; en los tres se observo la tendencia del aumen-
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Tabla 3. Resultado del Anova de la RSM para los porcentajes de conversion y velocidad de sacarificacion complejo G-zyme® 480.

Anova para porcentajes conversion Anova para velocidades

Parametro

Desv. Estandar 2,87 2,79 4,55 0,30 0,37 0,23
Media 92,52 84,57 81,03 1,46 1,44 0,75

C.V % 3,11 3,3 561 20,28 26,01 31,12
R-cuadrado 0,87 0,97 0,90 0,91 0,69 0,88
R-c ajustado 0,80 0,95 0,85 0,86 0,62 0,83
R-c predictorio 0,52 0,91 0,69 0,52 0,44 0,76

Valores P del Anova para el porcentaje de conversion | Valores P del Anova para la velocidad de las tres harinas

Parametro

Source Prob >F Prob >F Prob >F Prob >F Prob >F Prob >F
Model 0,0014 <0,0001 0,0004 0,0003 0,0030 0,0002
A-Sustrato 0,3014 0,9282 0,4859 0,0005 0,0214 0,0006
B-Enzima 0,0016 0,0001 0,0001 0,0010 0,0045 0,0004
AB 0,7190 0,0313 0,8479 0,0119 — 0,0308
AN2 0,0016 <0,0001 0,0478 0,1113 = =
BA2 0,0128 <0,0001 0,0018 0,0114 — —
Lack of Fit 0,3178 0,5849 0,4897 0,0235 0,2829 0,6568

Tabla 4. Ecuaciones para predecir porcentaje de conversion y velocidad con el complejo enzimatico G-zyme 480.

m Ecuacion de porcentaje de conversion Ecuacion de velocidad de la enzima (g/L.min)
% Conversion=+ 51,81832 + (0,37773 * Sustrato) + Velocidad= + 0,15044 - (4,98271E-003 * Sustrato) +
Yuca (10,10766 * Enzima) — (1.41587E-003 * Sustrato?) — (0,43394 * Enzima) + (4,57143E-003 * Sustrato * Enzima) —
(1,13620 * Enzima?) (0,11897 * Enzima?)

% Conversion= +6.98001 + (0,58439 * Sustrato) + (26.60821
Sorgo * Enzima) + (0,035690 * Sustrato * Enzima) —
(2,50688E-003 * Sustrato? )- (4,19829 * Enzima?)

Velocidad=- 0,30738 + (6,00429E-003 * Sustrato)
+ (0,27408 * Enzima)

% Conversion= +29,01435 + (0,26644 * Sustrato) +
Maiz (23,31086 * Enzima) — (1.61077E-003 * Sustrato?) —
(2,58792 * Enzima?)

Velocidad=+ 0,14130 - (2,54241E-003 * Sustrato) -
(0,049013 * Enzima) + (3,40000E-003 * Sustrato * Enzima)

Sustrato (g/L). Enzima (uL/g).

to de la velocidad a medida que aument6 el sustrato y 6,12% para yuca, sorgo y maiz respectivamente lo
la enzima (Tabla 4 y Figura 3). que demuestra la bondad de la prediccion (Tabla 5).

Las velocidades que se obtuvieron emplean- Como los porcentajes de error son bajos se indica
do los modelos que maximizaban el porcentaje de que estos modelos son aceptables para predecir las
conversion arrojados en el software, fueron veri- velocidades en las condiciones de concentracion de
ficadas obteniéndose errores del 4,25%, 6,29% vy enzima y sustrato.
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de conversion y velocidad de hidrdlisis de oligosacéridos en azucares reductores.
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Tabla 5. Prediccién de los tratamientos que optimizan el porcenta-
je de conversion en la sacarificacion y sus respectivas verificaciones.

Tratamientos que optimizan el porcentaje de conversion

Enzima | Sustrato | %Conversion Velocid:d

(nl/g) (g/L) esperada ?gszf:ina;
Yuca 4,45 186,21 95,54 2,59
Sorgo 3,78 143,43 99,17 1,59
Maiz 4,5 82,66 92,53 0,98

arna | Verifcacion experimenat e osstamientos

Yuca 4,45 186,21 98,40 2,70
Sorgo 3,78 143,43 96,52 1,69
Maiz 4,5 82,66 91,04 1,04

Porcentaje de error

Yuca 2,99 4,25

Sorgo 2,67 6,29

Maiz 1,61 6,12
CONCLUSIONES

* Los tiempos de licuefaccién de las tres harinas no
superaron los 40 min debido a la eficiencia del pro-
ceso de hidrolisis, siendo menor la yuca y el maiz.

e Las relaciones enzima-sustrato permiten optimi-
zar el porcentaje de conversion en funcion de los
rangos de la cantidad de enzima y sustrato, redu-
ciendo costos y tiempo en el proceso de hidrolisis.

e FEl tiempo de hidrdlisis en la sacarificacién es ma-
yor cuando el contenido de amilopectina es eleva-
do; para este trabajo el almidon de sorgo tiene un
mayor contenido de amilopectina.

e El proceso de hidrélisis fue eficiente puesto que
el tiempo requerido para la produccion de jarabes
glucosados empleando las tres harinas fue igual o
inferior a 2 h obteniéndose porcentajes de conver-
sién por encima del 90%.

e En las verificaciones de los modelos de porcentaje
de conversion y de productividad no se presentaron
errores altos, indicando que estos modelos repre-
sentan aceptablemente la influencia de las variables
concentracién de enzima y sustrato a los tiempos
indicados en cada harina, sobre el porcentaje de
conversion y productividad en yuca, sorgo y maiz.
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e Este trabajo ademds de demostrar las ventajas del
proceso de hidrolisis empleando estas dos enzi-
mas, permitié optimizarlo, identificando para la
sacarificacién las condiciones mas relevantes de
los factores, como la concentracién de sustrato y
enzima, que estan estrechamente relacionadas para
obtener una maxima conversion y una alta produc-
tividad; estos son resultados de gran valor para un
adecuado disefio en un escalado industrial de una
planta de produccién de jarabes glucosados.
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