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RESUMEN

Este proyecto consistio en la produccion de glucosa a partir de almidon,
utilizando la hidrélisis enzimatica. Para ello se probaron muchas variables
como enzimas obtenidas de Aspergillus niger, Bacillus subtilis y Aspergillus
oryzae, a diferentes temperaturas, pH y concentraciones de sustrato, y se
estandarizo condiciones de proceso, permitiendo que Sirvan como
parametro, para el diserio tanto del proceso como de los equipos necesarios
para industrializar la produccion de la glucosa, utilizando como sustrato e/
almidon de yuca producido en el Cauca. Esta hidrélisis de almidon de yuca
(Manihot esculenta Crantz) producido en el Departamento del Cauca por la
Cooperativa de Rallanderos (COPRACAUCA), con enzimas comerciales alfa-
amilasa BAN 480 de Bacillus amyloliquefaciens y amiloglucosidasa AMG
300 L de Aspergillus niger. Después de realizada la hidrdlisis completa del
almidon el jarabe se filtro para ser sometido a tratamiento térmico de 85 °C
por 5 minutos, se concentro y cristalizo obteniendo un producto con un
valor Dextrosa Equivalente (DE) de cercano a 90%

ABSTRACT

This project was going to production the glucose from starch, using the
enzymatic hydrolysis. For it many variables like enzymes obtained from
Aspergillus niger, Bacillus subltilis y Aspergillus oryzae, to different
temperatures, pH and concentrations of substrate and giving fo conditions
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standar for the process, allowing that serve like parameter, for the design the process as of the equipment necessary
to industrialize the production of the glucose, using like substrate the starch of yucca produced in the Departamento
del Cauca. This starch hydrolysis of yucca (Manihot sculenta Crantz) produced in the Department of the Cauca by the
Cooperative of Rallanderos (COPRACAUCA), with commercial enzymes alpha-amylase BAN 480 of Bacillus
amyloliquefaciens and amiloglucosidasa AMG 300 Ls of Aspergillus Niger. After made complete hydrolysis of the
starch the syrup filter to have been put under heat treatment of 85 °C by 5 minutes, The concentrate was crystallized
obtaining a product with an equivalent dextrose (DE) near to 90%

INTRODUCCION

La yuca (Manihot sculenta) es una planta originaria de
la América tropical. Los principales paises productores
son Brasil, Zaire, Nigeria e Indonesia (1).

La yuca, uno de los productos tradicionales de la agri-
cultura nacional, se convirtio en fuente basica del desa-
rrollo econémico y social en el norte del Cauca gene-
rando un perfil industrial que beneficia directamente a
casi 28 mil e indirectamente a miles de personas mas.
Es asi como en el norte del Cauca se encuentran 170
rallanderias con capacidad de procesamiento de 1.000
- 2.500 Kg. de yuca fresca/dia. De 100 Kg. de yuca
fresca, se producen 20 Kg. de almidén, 6.5 Kg. de afre-
cho (subproducto de mediana finura constituido por
fibra y porciones de raices) y 1.5 Kg. de mancha. Estos
volumenes de produccion de almidén benefician al sec-
tor agricola al dar un valor agregado a la yuca, pero al
mismo se le puede dar un mayor valor si se lo somete a
un proceso de transformacion nivel 2, como el de la
hidrolisis enzimatica para la produccion de glucosa. (2)

La hidrolisis del almidon se puede hacer por dos vias:
acida o enzimatica. La hidrolisis 4cida del almidén a
glucosa es una técnica que tiene muchas desventajas:
formacion de productos no deseables y flexibilidad muy
pobre (el producto final s6lo se puede modificar cam-
biando el grado de hidrdlisis), por Ultimo es necesaria
que el equipo resista el &cido y las temperaturas reque-
ridas durante el este proceso. La hidrélisis enzimatica
en los dltimos 30 afios ha desplazado la hidrdlisis &ci-
da, debido a que se dispone de nuevas enzimas. Hoy en
dia la mayor parte de la hidrolisis de almiddn se realiza
usando enzimas, ya que esta técnica presenta ventajas
como: control de la formacion de productos no desea-
bles y mayor flexibilidad del producto.

La alfa-amilasa (Alfa 1,4-D- Glucan Glucano-hidrolasa)
hidroliza los enlaces glucosidicos alfa-1,4 de los
polisacéridos que poseen 3 0 mas unidades de D-glu-

cosa en union alfa-1,4. El ataque se hace en forma no
selectiva (tipo endoenzima) sobre varios puntos de la ca-
dena simultdneamente, aunque los primeros productos
de la hidrolisis son siempre oligosacaridos de 5-7 unida-
des de glucosa, o un nimero mdiltiplo. La amiloglu-
cosidasa (Alfa-1,4- D-Glucan glucohidrolasa) es una
exohidrolasa también conocida como glucoamilasa, que
hidroliza los enlaces glucosidicos alfa-1,4 y alfa-1,6 de
la amilosa y la amilopectina separando unidades de glu-
cosa a partir del extremo no reductor de la cadena (3).

MATERIALES Y METODOS
Materia Prima e Insumos

Materia prima: se utilizd el almidon de yuca producido
en el Departamento del Cauca por la Cooperativa de
Rallanderos (COPRACAUCA).

Enzimas: BAN 480 de Novo Nordisk, producido a partir
de una cepa de Bacillus amyloliquefaciens; AMG 300 L
de Novo Nordisk, amiloglucosidasa obtenida de
Aspergillus niger.

Equipos

Agitador magnético, balanza analitica, bafio termostati-
co, rotaevaporador, estufa, mufla, extractor Soxhlet,
refractometro, equipo Kjeldahl, nevera, espectofotometro.

Materiales y Reactivos

Micropipeta de 10 -100 mL, , bureta graduada,
erlenmeyers de 50, 100, 250 y 500 mL, papel filtro,
pipetas volumétricas de 5, 10, 25 mL, soportes, balo-
nes volumétricos, vasos de precipitado, capsulas de
porcelana, campana de desecacién, mortero y pilon,
tips para micropipeta otros. Solucion de yodo diluida
(1:5), NaOH al 1% y 40%, HCl al 1%, solucion de Fehling
A, reactivo de Fehling B, indicador de azul de metileno
al 1%, acido sulfdrico 0.25N, NaOH 0.25N, soluciones
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buffer de 4 y 7, papel indicador universal, almidon so-
luble, tampon acetato 0.1M, buffer, GaCl2 ,NaCl, fosfato
disddico, fosfato monosadico.

Métodos de Analisis

Determinacion de humedad (Método segun la A.0.A.C
14.003)
Determinacion de
A.0.A.C14.006)
Determinacion de grasa (Método segun A.0.A.C7.062)
Determinacion de proteina (Método Kjedhal segun la
A.0.A.C2.057)

Determinacion de la fibra bruta (Método segin AOAC
9.008)

Determinacion de carbohidratos (Método de Diferencia)
Relacion amilosa/amilopectina (segun el CIAT)

ceniza (Método segun

Procedimiento experimental

Caracterizacion de las enzimas

Para realizar la hidrolisis del almidon, la industria Novo
Nordisk, productor de enzimas, suministro dos tipos de
enzimas diferentes con las que se realizaron las prue-
bas de laboratorio. Cada enzima tiene rangos de funcio-
namiento optimos.

En la caracterizacion de las enzimas utilizadas en la
hidrolisis de almiddn de yuca (BAN, AMG), se estudio el
comportamiento de la actividad de las mismas con rela-
cion al pHy a la temperatura, siendo la actividad de cada
enzima la variable respuesta al ensayo. De esta manera
se encontraron las condiciones Optimas de las enzimas.
(Articulo "CARACTERIZACION ENZIMATICA DE ALFA-
AMILASA Y GLUCOAMILASA FUNGICA EN LA HIDRO-
LISIS DE ALMIDON DE YUCA (Manihot sculenta). Gru-
po de Investigacion Asubagroin, Universidad del Cauca.
2003.)

Cinética de las reacciones

Después de obtener las condiciones de pH y temperatu-
ra adecuadas de cada enzima, se determing la cinética
de la reaccion de cada enzima para establecer los tiem-
pos optimos de cada reaccion.

Cinética de la reaccion con alfa-amilasa BAN 480
de Bacillus amyloliquefaciens

Se prepard una solucion al 30% en peso de almidon de
yuca, se agregd buffer fosfato 0.1 M hasta para ajustar
el pH en un valor de 6.0; seguidamente, se agrego la

cantidad de la enzima g-amilasa requerida para la rela-
cion enzima/sustrato fuera del 0.1% en peso. Se ajusto
latemperaturaa 70 °C y se dejo reaccionar durante 150
min. conservando estables las variables anteriormente
mencionadas. Se tomaron muestras en intervalos de 15
minutos y se determino la concentracion del almidon
presente en la solucion.

Cinética de la reaccion con amiloglucosidasa AMG
300 L de Aspergillus niger

A la solucion de almidon se le agrego, GaCl, y buffer
fosfato 0.1 M hasta ajustar el pH e un valor de 6.0;
seguidamente, se agrego la cantidad de la enzima ?-
amilasa requerida para la relacion enzima/sustrato fuera
del 0.1% en peso. Se ajustd latemperaturaa 70 °Cy se
dejé reaccionar durante 120 min conservando estables
las variables anteriormente mencionadas.

Posteriormente, se ajustd de nuevo el pH a 4.8 y mante-
niendo siempre la temperatura constante (65 °C), se
agregd enzima glucoamilasa en una proporcion enzi-
ma/sustrato de 0.25%. Se dejo reaccionar la mezcla
durante 43 horas continuas tomando muestra durante
intervalos determinados para establecer la produccion
de glucosa.

Desarrollo de la hidrélisis enzimatica

Se prepar6 una muestra de almidon al 30 % en peso, se
le agregd acetato de sodio buffer 0.1 M para ajustar el
pHy la cantidad de enzima a-amilasa requerida para
que la relacion enzima/sustrato fuera la adecuada; se
ajusto la temperatura y se dejo reaccionar durante el
tiempo apropiado, conservando estables la variables
anteriormente mencionadas.

Terminado el tiempo de reaccion se inactivo la enzima
con acido clorhidrico 0.1 N llevando el pH hasta 3, ga-
rantizando también la precipitacion de la proteina pre-
sente en la solucién.

Posteriormente, se ajustd de nuevo el pH y la temperatu-
ra de acuerdo con los resultados obtenidos en la carac-
terizacion de la glucoamilasa, se agregd esta enzima en
la dosis Optima y se dejo reaccionar durante el tiempo
necesario para una adecuada interaccion entre enzima/
sustrato. Se inactivo la enzima a 80 °C por 5 minutos.

Refinacion cristalizacion y purificacion
Luego de finalizada la reaccion de hidrdlisis completa
del almidén con i - amilasa y glucoamilasa, el jarabe
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obtenido se filtr6 en tres etapas manteniendo la tempe-
ratura a 50 °C; la primera se efectud a vacio con filtro de
diametro de malla de 20 i, la segunda a vacio con un
filtro de 51 y tierra de diatomaceas y la tercera a vacio
conunfiltrode 5i y carbon activado.

El jarabe se sometié a tratamiento térmico cuyas condi-
ciones fueron: 85 °C durante 10 minutos. Este procedi-
miento se realizo garantizando una agitacion continua
para evitar que el jarabe se quemara en la pared interior
del recipiente de esterilizacion.

Inmediatamente terminado el tratamiento térmico, el ja-
rabe se concentrd en un rotaevaporador hasta lograr el
78% en peso de solidos con vacio (92 mm Hg.) para
alcanzar la ebullicion del agua a 50°C, la cual es inferior
a la temperatura maxima recomendada, 65 °C, para evi-
tar las reacciones de pardeamiento del tipo Maillad.

El jarabe a 50 °C se coloc en un rotaevaporador, en un
bafio maria a 15 °C. De esta forma la temperatura se bajo
de 50 °C hasta 20 °C, ésta se mantuvo durante 52 ho-
ras, en las cuales se mantuvo el jarabe en agitacion, a
20 rpm. Seguidamente se bajo la temperatura del jarabe
hasta 10 °C, por imersion en un bafio maria a 8 °C, con
agitacion a 20 rmp.

Finalizando este tiempo, parte de los sélidos presentes
en la solucién cristalizaron como dextrosa.

La cristalizacion se realiz6 lentamente con el fin de ga-
rantizar la formacion de cristales de gran tamaro, los
cuales son faciles de separar de la solucion residual. En
el proceso industrial, la cantidad restante de solucion se
reprocesa y es fuente adicional de glucosa.

Para separar los cristales de la solucion se utilizo el mé-
todo de filtracion. La purificacion de los cristales se
efectud lavandolos con el 10% de agua destilada y
desionizada respecto al peso de los solidos cristaliza-
dos. Se realizd un secado posterior de los cristales has-
ta una humedad del 8.5% en peso que esta por debajo
de la humedad de equilibrio para este producto que es
del 9.1%, aproximadamente (4).

Analisis del Producto Final

Para el andlisis y caracterizacion del producto se utilizé
Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC), por ser
ésta una técnica que permite determinacion directa y
rapida de azlcares, incluyendo oligosacaridos, con una

minima preparacion de muestra y brindando una preci-
sion igual a la de otras técnicas cromatograficas
(cromatografias de: gas, papel, capa delgada, particion
liquida, intercambio iénico y permeacion con gel). El
andlisis fue hecho bajo las siguientes especificaciones:

Columns: Shodex AFpak AGO-494

Eluent: Acetonitrile - water (80/20)

Flow rate: 0.2mL/min.(Eluent)
0.4mL/min.(Reagent)

Detector: Shodex CL

Column temp.: 37deg-C

RESULTADOS Y DISCUSION
Composicion del almidén de yuca

Segun el andlisis proximal el almidon de yuca (Cuadro
1.) utilizado como materia prima en la hidrélisis
enzimatica para produccion de glucosa, posee una hu-
medad por encima de la reportada como parametro por
el ICONTEC para almidones. Una humedad del 16.42%,
aunque no afecta directamente el rendimiento del pro-
ceso planteado en este trabajo, es un riesgo en el alma-
cenamiento del aimidén, ya que se genera una actividad
de agua (Aw) propicia para el ataque de
microorganismos, que no solo afecta la calidad de este,
sino también la calidad del producto final por la acumu-
lacion de pirdgenos (5).

Los contenidos de proteina, cenizas y fibra, también, se
encuentran por encima de los parametros establecidos
por el Instituto Colombiano de Normas Técnicas, sena-
lando una falta de refinamiento del producto o fallas en

CUADRO 1. Analisis proximal almidon de yuca.

Variable Porcentaje
Humedad 16.42 %
Proteina 1.63 %
Grasa 0.11 %
Ceniza 1.75 %
Almidoén 77.35%
Fibra 2.74 %
Amilosa 18 %
Amilopectina 82 %
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el proceso de extraccion. El contenido de amilosa en el
almidén fue del 18 % valor superior a los normalmente
sefialados para la yuca por otros autores, quienes dan
un rango entre 15y 17% (6).

Caracterizacion de las enzimas

Segln el articulo "CARACTERIZACION ENZIMATICA
DE ALFA-AMILASA Y GLUCOAMILASA FUNGICA EN
LA HIDROLISIS DE ALMIDON DE YUCA (Manihot
sculenta). Grupo de Investigacion Asubagroin, Univer-
sidad del Cauca 2003." Las condiciones 6ptimas de
operacion de las enzimas en la hidrélisis son:

a-amilasa glucoamilasa
pH 6.0 5.5
Temperatura 70°C 60°C
Concentracion  0.1% 0.25%0
Enzima (genz/gsust)  (genz/gsust.)

3.3 Cinética de las reacciones

CUADRO 2. Cinética de la a-amilasa

Almidaon Tiempo Diferido Tiempo | Velocidad
(9/1) (min) (min) (9/h)
232 0 0
204 15 15 218,40
157 30 15 193,53
133 45 15 148,13
110 60 15 125,67

70 75 15 105,33
65 90 15 65,67
43 105 15 62,13
37 120 15 40,53
22 135 15 35,53
21 150 15 20,60

GRAFICO 1. Concentracion sustrato vs. Velocidad
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Cinética de la reaccion con alfa-amilasa BAN 480
de Bacillus amyloliquefaciens

A continuacion se presentan los datos obtenidos (Cua-
dro 2) y el comportamiento del sustrato durante |a reac-
cion (Grafico 1).

Teniendo en cuenta el sustrato disponible en todo mo-
mento para la hidrdlisis, se efectuo el analisis de la reac-
cion de la hidrdlisis siguiendo la teoria de Michaelis-
Menten.

Para aplicar la teoria cinética de Michaelis-Menten es
necesario presuponer que nada del producto se revierte
al sustrato inicial.

3 k.
E+S & ES——E+P (1)

fe

A_y

Teniendo en cuenta que la velocidad catalitica es igual al
producto de la concentracion del complejo ES y k3; la
velocidad de formacion de ES es igual al producto de E,
S yk1; la velocidad de descomposicion de ES es igual
al producto ES por la suma de k2 y k3.

Bajo condiciones de estado estacionario, se igualan las
expresiones y se obtiene:

[ES] = Km [E] [§] 2)
Donde,
Km= (k2 +k3)/k1 3)

La velocidad maxima se obtiene cuando los centros de
la enzima se encuentran saturados de sustrato.

V=Vmax { [S]/ ([S] + [Km]) } (4)
En este momento la expresion {[S]/ ([S] + [Km]) } se
aproxima a 1. Del cuadro 2, se tiene que la velocidad
maxima es aproximadamente:

Vmax = 218.77g/h 3)
Si se tiene en cuenta que cuando Vmax/ 2 se tiene

[S] = Km entonces,

V= Vméx/2 = 109.385 g /h @)

[S] =Km =96.4g/I (5)
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Se determino entonces, que la reaccion es de primer
orden, donde la velocidad es exactamente proporcional
ala concentracion de un reaccionante. De acuerdo con
esto, se establecio que tiempo de reaccion adecuado es
de dos horas para obtener una concentracion de almi-
don remanente del 9.1% del almidon inicial.

Cinética de Ia reaccion con amiloglucosidasa AMG
300 L de Aspergillus niger

Teniendo en cuenta que el sustrato disponible en todo
momento para la hidrélisis, es la diferencia de los sdli-
dos totales en la solucion y la fraccion de glucosa exis-
tente en un tiempo dado de reaccién, se efectu¢ el ana-
lisis de la reaccion de la hidrdlisis siguiendo la teoria de
Michaelis-Menten (Cuadro 3).

Para aplicar la teoria cinética de Michaelis-Menten es
necesario presuponer que nada del producto se revierte
al sustrato inicial.

K, «,
E+S+=+ES—+E+P 6)

e

A

Teniendo en cuenta que la velocidad catalitica es igual al
producto de la concentracion del complejo ES y k,; la

CUADRO 3. Cinética de la glucoamilasa

velocidad de formacion de ES es igual al producto de E,
S yk,; lavelocidad de descomposicion de ES es igual
al producto ES por la suma de k, y k..

Bajo condiciones de estado estacionario, se igualan las
expresiones y se obtiene:

[ES] =K, [E] [S] (7
Donde,
K,= (k +k;) /K, 8)

La velocidad maxima se obtiene cuando los centros de
la enzima se encuentran saturados de sustrato.

V=Vmax {[S]/ ([S] +[K,])} ©)

En este momento la expresion { [S]/ ([S] + [K,]) } se
aproxima a 1. Del cuadro 3, se tiene que la velocidad
maxima es aproximadamente:

Vmax = 17.6g/h (10)
Si se tiene en cuenta que a Vmax /2 la [S] = K_
entonces,

V=\Vméx/2 =~ 8.8g/h
[S]=K =160.4¢/I

Tiempo | Glucosa Maltosa | Maltosa | Diferido | Velocidad
(horas) | (% en peso) | (% en peso) | (a/1) Tiempo (a/h)
(horas)

0 2,1 97,9 22713
1 9,7 90,3 209,50 1 17,63
3 20,3 79,7 184,90 2 12,30
5 28,6 71,4 165,65 2 9,63
7 35,3 64,7 150,10 2 7,77
10 447 55,3 128,30 3 7,27
13 53,9 46,1 106,95 3 7,11
16 54,5 455 105,56 3 0,46
19 62,9 37,1 86,07 3 6,50
22 70,8 29,2 67,74 3 6,11
25 77,3 22,7 52,66 3 5,03
28 82,1 17,9 41,53 3 3,71
31 85,8 14,2 32,94 3 2,86
34 88,6 11,4 26,45 3 2,17
37 90 10 23,20 3 1,08
40 90,6 9,4 21,81 3 0,46
43 91,1 8,9 20,65 3 0,39
46 91,7 53 12,30 3 2,78
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GRAFICO 2. Concentracion sustrato vs. Velocidad reaccion con glucoamilasa
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Segun la cinética realizada la reaccion es de primer
orden y el tiempo de reaccion adecuado es de 40 ho-
ras para obtener una concentracion de glucosa del
90.6% de los solidos presentes en la solucion. A par-
tir de este momento el incremento en la produccion de
glucosa es muy bajo (menor del 2%) a costo de un
gran periodo de tiempo de reaccion adicional y bajo el
riesgo de aparicion de los indeseables productos de
reversion.

Desarrollo de la Hidrolisis Enzimatica

Al observar los resultados obtenidos en las caracteriza-
ciones de cada una de las enzimas, se decidid realizar la
dextrinizacion (reaccion con la ¢-amilasa) y la hidrolisis
(reaccion con glucoamilasa) bajo las siguientes condi-
ciones:

Reaccion con la g-amilasa:

pH: 6.0

Temperatura: 70 °C

Concentracion de enzima: 0.1% (g enz./g sust.)
Tiempo de reaccion: 120 min.

Reaccion con Glucoamilasa:

pH: 5.8

Temperatura: 65 °C

Concentracion de enzima: 0.25% (g enz./g sust.)
Tiempo de reaccion: 36 h.

La dextrinizacion y la hidrdlisis del almidon se realiza-
ron en un solo proceso.

Ala solucion de almidon al 30% en peso se le agrego,
CaCl, y buffer fosfato 0.1 M hasta ajustar el pH en un
valor de 6.0; seguidamente, se agrego la cantidad de la
enzima 4-amilasa requerida para la relacién enzima/
sustrato fuera del 0.1% en peso. Se ajusto la tempera-

turaa 70 °C y se dejo reaccionar durante 120 min con-
servando estables las variables anteriormente mencio-
nadas. Terminado el tiempo de reaccion se inactivo la
enzima con acido clorhidrico 0.1 N llevando el pH hasta
3, garantizando también la precipitacion de la proteina
presente en la solucion.

Posteriormente, se ajusto de nuevo el pH a 4.8 y para
mantenerlo se adicion¢ acetato de sodio buffer 0.1M y
manteniendo siempre la temperatura constante, 65 °C,
se agrego enzima glucoamilosa en una proporcion en-
zima/sustrato de 0.25%.

Refinacion cristalizacion y purificacion del jarabe

Luego de finalizada la reaccion de hidrdlisis completa
del almiddn con 4- amilasa y glucoamilasa, el jarabe
obtenido se filtrd en tres etapas manteniendo la tempe-
ratura a 50 °C; la primera se efectud a vacio confiltro de
diametro de malla de 20 u, la segunda a vacio con un
filtro de 5u y tierra de diatomaceas y la tercera a vacio
con un filtro de 5u y carbon activado. La cantidad de
tierra de diatoméaceas y carbon activado, utilizado co-
rrespondid al 10% de la solucidn a filtrar, para cada una
de ellas.

El jarabe se sometio a un proceso tratamiento térmico
bajo las condiciones descritas anteriormente. Inmedia-
tamente terminado el tratamiento térmico, el jarabe se
concentré hasta lograr el 78% en peso de sdlidos, se-
gun la metodologia planteada.

El jarabe concentrado se sometio a enfriamiento para
obtener la glucosa cristalizada. Finalizando el tiempo de
cristalizacion, parte de los sdlidos presentes en la solu-
cion cristalizaron como dextrosa (52.4 % en peso).

Por lo tanto, la cantidad cristalizada de glucosa es:
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Dext. crist. = 500 g soluc. X
(23.2 g almidon/100 g soluc.) x 0.524
= 60.78 g glucosa

La cristalizacion se realizo lentamente con el fin de ga-
rantizar la formacion de cristales de gran tamaro, los
cuales son faciles de separar de la solucion residual.

Para separar los cristales de la solucion se utilizo el mé-
todo de filtracion. La purificacion de los cristales se
efectud lavandolos con el 10% de agua destilada y
desionizada respecto al peso de los solidos cristaliza-
dos, se realizé un secado posterior de los cristales hasta
una humedad del 8.5% en peso que esta por debajo de
la humedad de equilibrio para este producto que es del
9.1%, aproximadamente.

La eficiencia del proceso es:

Cant. Max. glucosa = 500 g soluc. X (23.2 g gluc./100
g soluc.)
= 116¢

Cant. Crist. Dextrosa = 60.78 g glucosa

Eficiencia del Proceso = (glucosa crist) x 100/ (gluco-
samax. crist.)
= 52.4%

ANALISIS DEL PRODUCTO FINAL

Para el andlisis y caracterizacion del producto se utilizo
la Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC), por
ser ésta una técnica que permite una determinacion di-
rectay rapida de azucares, con una minima preparacion
de muestra y brindando una precision igual a la de otras
técnicas. El andlisis fue hecho en un laboratorio exter-
no, bajo las siguientes especificaciones:

Columna : Shodex AFpak AGO-494
Efluente - Acetonitrilo - agua (80/20)
Flujo > 0.2mL/min.

Detector : Shodex CL

Temperatura : 37deg-C

La glucosa que se utilizo como patrén de comparacion
tenia especificaciones:

Dextrosa equivalente 100.0%
Humedad 0.05%
Acidez (ml. NaOH 0.02N/5 g) <0.30
Cenizas 0.06%
Metales pesados <5 ppm.
Arsénico 0 ppm.
Cloruros <180 ppm.
Sulfatos <250 ppm.
Dextrina Pasa Prueba
Almidén soluble Pasa Prueba
Color Pasa Prueba
Cuenta Estandar <10 ufc/g
Hongos <10 ufc/g
Levaduras <10 ufc/g
Coliformes <3 nmp/g
E. colli Negativo
Salmonella Negativo

Se realizd un andlisis de glucosa por HPLC del jarabe de
glucosa concentrado sin cristalizar. En el cual se mues-
tra que el jarabe tiene una concentracion del 76.36% de
Glucosa. (Grafico 3)

Segun el reporte del cromatograma del analisis por HPLC
hecho a la muestra final (grafico 4) tiene una concentra-
cion de glucosa del 88.76 %.

El jarabe glucosa producto del proceso de hidrélisis de
almidon de yuca, se concentré hasta el 78% en peso de
sdlidos, el cual contiene el 76.36% de glucosa.

Después de la cristalizacion, el lavado y el secado, se
obtuvo un producto de color blanco, con el 88.76%
de DE. Si observamos los resultados la hidrdlisis del
almidon a glucosa con los parametros establecidos es
eficiente, |a falla del proceso se encuentra en la etapa
de cristalizacion y purificacion de la glucosa, siendo
necesario estandarizar las condiciones en que se rea-
liza esta etapa.

CONCLUSIONES

Las condiciones de operacion de las enzimas en los pro-
cesos estan limitadas por las propiedades especificas de
cada una de ellas, como también por las propiedades
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GRAFICO 3. Cromatograma del andlisis de glucosa en jarabe de glucosa concentrado

Injection Volume 20,00 ul

Processing Method Azucaras Fermentablas
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GRAFICO 4. Cromatograma analisis de Glucosa producto final

Sample
FHucose

Colurnns 1Shodex #Fpak &SC-494

Eluent 1 Acetonitrile — Water (230/20)

Flows rate .2l rrinG(Eluent)
0.4l min.Feagent]

Detectar  :Shader CL
Colmntemp. :37deg-C

Glucose

Azucares fermentables
Glucosa: 88.76%

fisicas y quimicas del sustrato sobre el cual van a actuar.
Las condiciones Optimas de trabajo de la enzima BAN
480L 1,4-alfa-D-glucan-hydrolase (alfa-amilasa) en
la hidrolisis de almidon de yuca son: pH 6.0y 70 °C
de temperatura, mientras que para la enzima AMG
300L 1,4-alfa-D-glucan glucohidrolase (glucoa-
milasa) son: pH 4.8 y 65 °C.

Las reacciones contempladas en el proceso son de
primer orden, donde la velocidad de la reaccion es

10 mim

exactamente proporcional a la concentracion del
reaccionante, en este caso el almidon y los
disacaridos.

Eltiempo de reaccion adecuado para la dextrinacion, es
de dos horas para obtener una concentracion de almi-
don remanente del 9.1% del almiddn inicial. Pasado
este tiempo la dextrinacion del almidon es muy lento.

Para la sacarificacion el tiempo de reaccion adecuado
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es de 40 horas para obtener una concentracion de glu-
cosa del 90.6% de los solidos presentes en la solu-
cion. A partir de este momento el incremento en la
produccion de glucosa es muy bajo a costo de un gran
periodo de tiempo de reaccidn adicional y bajo el ries-
go de aparicion de los indeseables productos de re-
version.

Cuando se usa la glucoamilasa para hidrolizar altas
concentraciones de dextrinas no se alcanza la conver-
sion completa a glucosa, ya que la produccion de glu-
cosa decrece con el tiempo debido a las reacciones de
reversion. No es posible, tampoco una conversion
completa porque existe una fraccion de maltosa que
permanece en el jarabe.

El rendimiento del proceso de obtencion de glucosa a
partir de almidon de yuca fue del 40.72%, rendimiento
bajo debido a la deficiente etapa de cristalizacion.

El almidon de yuca tiene un buen potencial para utili-
zarse en procesos de produccion de glucosa y podria
sustituir al almidon de maiz, pero en necesario conti-
nuar con la investigacion en busca de mejorar las tec-
nologias empleadas en la produccion de los deriva-
dos del almiddn de yuca.
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