REVISTA BIO CIENCIAS ISSN 2007-3380
http://revistabiociencias.uan.edu.mx

https://doi.org/10.15741/revbio.10.e1421

Articulo Orjginal /Original Article

Optimizacién del proceso de hidroélisis enzimatica de dextrano en jugo
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de superficie de respuesta.

Optimization of the dextrane enzymatic hydrolysis process in sugar cane
juice (Saccharum officinarum) using surface response methodology.
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Hidrdlisis enzimatica de dextrano. /Enzymatic hydrolysis of dextran.

ABSTRACT

Dextran is a homopolysaccharide of glucose, formed in sugarcane juice during post-harvest
and is responsible for the low yields of evaporation and crystallization in the sugar industry. The
enzymatic saccharification of dextran has been noted for its satisfactory yields; However, this
enzymatic process requires an adequate selection of the enzyme and its concentration, as well
as the control of the environmental conditions of the biocatalysis. The objective of the present
investigation was to optimize the process of enzymatic hydrolysis of dextran from sugarcane
juice using the response surface methodology. A central composite rotational design with three
independent factors of five levels was used: enzyme concentration, reaction time and temperature,
and as a response variable: reducing dextran concentration. The commercial enzyme Dextranfree
Xe was used which was kinetically characterized. The experiment consisted of two stages, first a
simulated cane juice medium was used to determine the optimal conditions and these were then
applied to the real sugar cane juice. The optimal environmental conditions for dextran hydrolysis
in the simulated cane juice turned out to be: enzyme concentration 224 ppm, reaction time 32
minutes and reaction temperature 36 °C, to achieve 70 % dextran reduction. Finally, the optimized
conditions were validated by applying them to the sugarcane juice, obtaining a reduction of
69.2 % in dextran concentration; said process being effective for its application in the industry.

KEY WORDS: Hydrolysis, Dextranfree Xe; optimal conditions; dextran reduction.

Introduccién

La cafia de azucar (Saccharum officinarum) es una de las materias primas de relevancia
mundial para la produccion de azucar (sacarosa) (Lu et al., 2017). Sin embargo, durante el periodo
postcosecha y el procesamiento de los tallos de cafia de azucar, dicha materia prima sufre la
reduccion de su contenido de sacarosa debido a diversos factores tales como las condiciones
climaticas, tiempos de espera entre cosecha y procesamiento, variedad de cafa de azucar,
microorganismos presentes, entre otros (Misra et al., 2020a), dandose pérdidas irreparables
segun cada etapa donde se origina influencias por deterioro quimico (16 %), deterioro enzimatico
(22 %) y deterioro microbioldgico (62 %). Siendo de esta ultima, el Leuconostoc mesenteroide |la
especie microbiologica que se desarrolla con mayor velocidad en la cafia de azucar, rompiendo
la molécula de sacarosa a través de la enzima dextransacarasa, dandose asi origen a la dextrana
uno de los problemas mas perjudiciales, ocasionando ademas dafios mecanicos en los equipos,
tuberias, bombas, entre otros (Petit, 2021).

El dextrano es un homopolisacarido extracelular conformado por unidades de glucosa
unidas predominantemente por enlaces glucosidicos a- (1,6) y también conteniendo enlaces del
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tipo a- (1,2) a- (1,3) y o- (1,4) (Khalikova et al., 2005). La estructura del dextrano, su grado de
ramificacion y propiedades estructurales varia ampliamente segun la cepa microbiana productora
de dextrano especifica y el tipo de enzima dextransucrasa (Nincham et al., 2017). El dextrano es
responsable de muchos de los problemas en la industria azucarera, tales como el incremento de
la viscosidad del jugo de cafa de azucar, deficiencias en la transferencia de calor, reduccion en
la cristalizacion de sacarosa, entre otros (Khalikova et al., 2005; Ninchan et al., 2017); por ello la
importancia de la reduccion del contenido del mismo en el jugo de cafia de azucar.

Entre las alternativas estudiadas, se ha reportado la utilizacion de tratamientos quimicos
para reducir la concentraciéon microbiana (Misra et al., 2020a; Misra et al., 2020b), procesos de
membrana (Li et al., 2020; Lu et al., 2017), y procesos de hidrolisis enzimatica con dextranasas,
los cuales se han destacado por sus rendimientos satisfactorios (Eggleston & Monge, 2005;
Sufiate et al., 2018). En relacion con lo anterior, las dextranasas (EC 3.2.1.11; 1,6-a-D-glucan-
6-glucanohidrolasa) son enzimas producidas por microorganismos como hongos filamentosos,
levaduras y bacterias. Los hongos filamentosos son las fuentes comerciales mas importantes
de dextranasas nativa y recombinante (Martinez et al., 2021; Liu et al. 2019; Li et al., 2016).
Las dextranasas hidrolizan el enlace a-D-1,6-glucosidico de la cadena lineal de la estructura del
dextrano en sitios endogenos aleatorios, logrando romper la estructura de alto peso molecular en
moléculas de menor tamafo y mas manejables y eventualmente en oligosacaridos, tales como
isomaltotriosa, isomaltosa y glucosa como productos finales (Ninchan et al., 2017).

Sin embargo, dichos procesos enzimaticos requieren de una adecuada seleccion de la
enzima y su concentracion, asi como el control de las condiciones ambientales de la biocatalisis,
incluyendo el pH, temperatura, tiempos de residencia, agitacion y concentraciéon de sustrato
(Eggleston & Monge, 2005; Sufiate et al., 2018). Asimismo, la aplicacion de dextranasa en el
proceso productivo del azucar aun también requiere determinar el tipo de enzima a utilizar, y en
qué etapa del proceso proceder con la hidrdlisis enzimatica, dado que cada paso del proceso
productivo del azucar requiere diferentes condiciones de temperatura, pH y concentracién de
sacarosa, entre otros, las cuales afectan la actividad enzimatica y la capacidad de hidrolizar
las moléculas de dextrano (Nimchan et al., 2017). Se ha reportado que reducir el contenido de
dextrano en etapas tempranas del proceso es la opcién mas eficiente, por ello se ha estudiado
la hidrélisis del dextrano presente en el jugo de cafna de azucar mediante procesos enzimaticos
(Oropeza et al., 2019).

La presente investigacion tuvo por objetivo optimizar el proceso de hidrélisis enzimatica
de dextrano en jugo de cafa de azucar mediante la metodologia de superficie de respuesta.
Material y Métodos

Materia prima, enzima y dextrano

Se utilizé cana de azucar (Saccharum officinarum) de la variedad México-73 cosechada en
Caylan, distrito de Nepenfa, provincia del Santa, region Ancash, Peru. En todos los experimentos se
utilizé la enzima comercial Dextranfree Xe (en forma liquida no viscosa, color ambar o ligeramente
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amarillo, es 100 % soluble en agua, con actividad enzimatica de 25,000 UD/g. Producida y
comercializada por la empresa Enmex S.A. en la ciudad de México, su presentacion es de 25 kg),
es una dextranasa (1,6-a-D-glucano-6-glucanohidrolasa) proveniente de Chaetonium erraticum,
con la cual se prepararon diluciones enzimaticas segun las condiciones establecidas en los
experimentos. Asimismo, se utilizd dextrano (T-2000 Sigma Aldrich) procedente de Leuconostoc
mesenteroides NRRL B512F, el cual segun informacién del proveedor tiene una masa molecular
promedio de 2,000,000 g/mol.

Caracterizacion enzimatica
Rango de linealidad

Para determinar el rango de linealidad de la enzima se midi6 la velocidad de reaccién
de diluciones de la enzima (1:2, 1:4, 1:5 y 1:10) en una solucién tampdn acetato 0.1M a pH 5.5
actuando sobre una solucién de dextrano de 500 ppm. Para ello, en un bafio maria se incubaron
tubos de ensayo conteniendo 2.7 mL de la solucion de dextrano a 45 °C por 3 min, se afiadieron
0.3 mL de dilucion enzimatica y se dejaron reaccionar por 0, 10, 20 y 30 min. Para detener la
reaccion, se introdujeron los tubos en un bafio maria a 100 °C por 3 min. Se retiraron los tubos
del bafio maria y se colocaron en hielo. También se emplearon un blanco enzima y un blanco
sustrato. La generacion de azucares reductores se determind mediante el método del acido
dinitrosalicilico-DNS (Miller, 1959).

Actividad enzimatica

La actividad enzimatica se determiné midiendo la velocidad inicial de reaccion por triplicado,
tomando como referencia la dilucion y el tiempo de reaccion definidos en la evaluacién del rango
de linealidad. Para ello, se incubaron muestras de 2.7 mL de una solucién de dextrano (500 ppm)
con 0.3 mL de una disolucion enzimatica a 45 °C, tomando muestras en tiempos predeterminados,
y con el objetivo de detener la reaccion enzimatica, se introdujeron las muestras en un bafio maria
a 100 °C por 3 minutos. Posteriormente, se retiraron las muestras del bafio maria y se colocaron
en hielo. También se prepard un blanco enzima y un blanco sustrato. Finalmente, se midié la
generacion de azucares reductores mediante el método del acido dinitrosalicilico-DNS (Miller,
1959). En el presente estudio se midieron la actividad volumétrica (UD/mL de solucion enzimatica)
y la actividad especifica (UD/ mg proteina), donde UD (unidad de dextranasa) fue definida como la
cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de azucares reductores por minuto, asimismo,
la concentracién de proteina fue determinada por el método Bradford (Bradford, 1976).

Determinacidén de parametros cinéticos

Para la determinacién de los parametros cinéticos, la constante de Michaelis-Menten
(K\) Y la velocidad maxima (V. ), se evaluaron las velocidades iniciales de reaccion enzimatica
actuando sobre diferentes diluciones de dextrano (200, 300, 400, 500 y 600 ppm) a 45 °C,
tomando como referencia la dilucién enzimatica y el tiempo de reaccién definidos en la evaluacion
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del rango de linealidad. Las constantes K, y V. se determinaron por el método de Lineweaver-
Burk (Lira & Jasso, 2013).

Optimizacién del proceso de hidroélisis enzimatica de dextrano
Simulado de jugo de cafa de azucar

Se prepararon 3 L de una solucién simulada en composicién de jugo de cafa de azucar, a
partir de una solucion tampoén acetato 0.1 M a pH 5.5, en la cual se disolvié dextrano y sacarosa
hasta lograr una concentracién de 500 ppm y 15 °Brix, respectivamente. La solucion simulada se
colocd en un envase de vidrio esterilizado y se almacend en refrigeracion hasta su uso posterior.
El simulado obtenido fue caracterizado, determinandose el °Brix (CNM, 2011), el pH (ICUMSA
2007), la viscosidad mediante un viscosimetro capilar de Ostwald (S| Analytics) y azucares
reductores por el método del acido dinitrosalicilico-DNS (Miller, 1959).

Diseino experimental

Para la optimizacién del proceso de hidrdlisis enzimatica se utilizé la metodologia de
superficie de respuesta mediante un disefio central compuesto rotacional (RCCD) (Balakrishnan
et al., 2022) con tres variables independientes: concentracion de enzima (ppm), tiempo de
reacciéon (min) y temperatura de reaccién (°C); y como variable respuesta la reduccién en el
contenido de dextrano (RDC) (%). Se tuvo un disefio de 17 experimentos en total, con 8 puntos
correspondientes a un disefo factorial 23, 3 puntos centrales y 6 puntos axiales, con a = + 1.68.
Los rangos de las variables independientes fueron determinados segun pruebas preliminares.
Los niveles de las variables independientes y el disefio experimental con las variables codificadas
se muestran en la Tabla 1. Los resultados de la variable dependiente fueron ajustados a un
modelo cuadratico completo, el cual se muestra en la ecuacion (1):

Y=B,+ Z B Z fﬁjﬁ’f +fo5f‘! (1)

Donde Y es la respuesta predicha por el modelo, 8, B,, Bj, y Bij representan los coeficientes
del modelo para el intercepto y los términos lineales, cuadraticos y de interaccién entre las
variables, y donde Xy XJ. representan a las variables independientes. Los términos significativos
en el modelo fueron evaluados por un andlisis de varianza (ANOVA) a un nivel de significancia
del 5 %. El ajuste del modelo fue determinado por los valores del coeficiente de determinacion
multiple (R?) y el coeficiente de determinacion multiple ajustado (Rzadj). Asimismo, se determino el
valor de la desviacion media absoluta siguiendo la metodologia de Bas & Boyaci (2007).

Todos los calculos y gréaficos fueron realizados con el software estadistico Statgraphics
Centurion XIX y el software Microsoft Excel 2016.
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Tabla 1. Valores codificados y no codificados para los niveles de las
variables independientes del disefo experimental

Niveles codificados

Variables independientes

-a* -1 0 1 a
Concentracién de enzima (ppm) (X,) 120 165 230 295 340
Tiempo de reaccion (min) (X,) 15 21 30 39 45
Temperatura de reaccion (°C) (X,) 30 36 45 54 60

Hidrdélisis enzimatica de dextrano en simulado de jugo de caia de azucar

Para los 17 experimentos del RCCD se utilizd un sistema de mini reactores de 250 mL
de volumen total y 100 mL de volumen de trabajo, conteniendo el simulado, los cuales fueron
mantenidos en agitacion constante y control de la temperatura. Asimismo, el proceso se realizo
a un pH constante de 5.5. El procedimiento consistio en que, una vez puesto el volumen de
simulado y alcanzado el valor de temperatura de cada corrida, se adicion6 la cantidad de enzima
correspondiente y se dejo reaccionar por el tiempo estipulado para cada experimento. Al cumplir
el tiempo de reaccién, se inactivé la enzima colocando los mini reactores en un bafio a ebullicién
durante 5 min, posteriormente los mini reactores se colocaron en agua helada por 3 min. Los mini
reactores y su contenido fueron mantenidos en refrigeracién hasta los analisis posteriores.

Determinacion de la reduccion del contenido de dextrano

El contenido de dextrano antes y después de la hidrédlisis enzimatica fue determinado
mediante espectrofotometria (ICUMSA, 2011), en la que se tomaron 8 mL de la muestra, se
afiadieron 1.6 mL de &acido tricloroacético (10 %) y se filtraron. Del filtrado se tomaron dos
muestras de 2 mL, a una se le afiadieron 2 mL de agua destilada (usado como blanco) y a la otra
2 mL de etanol, se dejaron reposar 20 min y luego se leyd la absorbancia (ABS) a 720 nm, una
vez realizada la medida se calculé el dextrano empleando la formula de la curva de calibrado
mostrada en la ecuacién 2:

ABS + 8.8039

Pextrana (ppm) = 75010

} *1 ¥ E M Factor de difucidn)
(2)

La reduccion en el contenido de dextrano (RDC) (%) fue calculada mediante la formula
mostrada en la ecuacion 3 (Ninchan, et al., 2017):

RDE (35) extrano infcfal (;Upn?')jD'EXE"E'ﬂO fnal (ppm) 10004
Dextrane faicial (ppm) (3)
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Validacion de los parametros de optimizacién en jugo de caina de azucar

Para la validacién de los parametros de optimizacion se determinaron los niveles de las
variables independientes Optimos que afectaron significativamente las respuestas del disefio
factorial y el analisis de superficie de respuesta. Para ello se extrajo jugo de cafia después de
60 horas de la cosecha a través de un trapiche del Laboratorio de Operaciones Unitarias de la
Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional del Santa. El jugo
de cafa de azucar obtenido fue filtrado y caracterizado determinandose el contenido de sdlidos
solubles (ICUMSA, 2011), el pH (ICUMSA, 2007) la viscosidad mediante un viscosimetro capilar
de Ostwald (S| Analytics) y azucares reductores por el método del acido dinitrosalicilico-DNS
(Miller, 1959). Posteriormente, se cargaron en un mini reactor, 100 mL del jugo de cafa de azucar
para la hidrolisis enzimatica segun las condiciones optimizadas. Esta experimentacion se realizé
por duplicado.

Resultados y Discusién
Caracterizacion enzimatica
Rango de linealidad

En la Figura 1 se muestra la curva de formacion de azucares reductores (producto) en
funcion del tiempo para las 4 diluciones ensayadas de DEXTRAFREE XE. Se conoce que, la
hidrélisis enzimatica de dextrano también se ve influenciada por el numero de ramificaciones
presentes en el mismo; por ello, en una primera fase del proceso enzimatico se tiene una liberacion
irregular de azucares reductores, por ello, los resultados de la evaluacion del rango de linealidad
se muestran a partir del minuto 25.

Es necesario destacar que en una reaccion enzimatica se pueden diferenciar tres fases;
la fase de retardo, fase lineal y fase de agotamiento de sustrato. La fase de retardo tiene lugar
inmediatamente después de mezclar los reactivos con la muestra, es una fase de encuentro
y acoplamiento de sustrato y enzima, en el caso de la dextranasa ademas de su adaptacion
sufre variaciones con respecto al rompimiento de los enlaces del sustrato, esto se debe a la
estructura de la dextrana, como es de origen Leuconostoc mesenteroides NRRL-B512F, tiene
mayor porcentajes de enlaces 1-6, 95 % y de 1-3, 5 % (Bourne et al., 1962) siendo los enlaces
1-6 mas débiles, faciles de romper, pero los enlaces 1-3, tardan mayor tiempo en romperse, es
por ello la desestabilizacion en produccion de azucares reductores en el inicio, hasta encontrar el
rompimiento progresivo que indica la fase lineal, en la cual la formacién de productos permanece
constante; por ultimo, a medida que transcurre la reaccion, el sustrato se va agotando (fase de
agotamiento) y la velocidad de reaccion disminuye (Tena & Jorrin, 2000).

En la Figura 1 se observa que la dilucion 1:5 muestra mayor linealidad en mayor tiempo,
determinandose asi que es la mas favorable al mantener el rango de linealidad por 25 min, siendo
elegida esta dilucion para la realizacion de la investigacion. Con ello se pudo constatar lo indicado
por el proveedor, quien sefiala dicha dilucion como recomendada. Oropeza et al. (2019), en su
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trabajo de investigacién de hidrolisis de dextrano empled también la dilucién 1:5 de la misma
enzima Dextranfree (ENMEX), obteniendo resultados favorables segun su objetivo.

Por otra parte, para la determinacion de la actividad enzimatica es necesario que se
realice en la fase lineal, donde el unico factor limitante es la concentracion de la propia enzima y
las condiciones de reaccidn sean las éptimas.

Figura 1. Formacién de azlcares reductores por la enzima Dextranfree Xe a
diferentes diluciones enziméaticas.

Actividad enzimatica

La enzima DEXTRAFREE XE present6 una actividad de 0.42 £ 0.04 (UD/mL)y 4.7 £ 0.47
(UD/mg). Eggleston & Monge (2005) reportaron que la dextranasa producida por Chaetomium
erraticum presento actividades enzimaticas de 4783.2 (UD/mL) y 6.4 (UD/mg), sin embargo,
dichos valores fueron calculados en base a la liberacion de azucares reductores equivalentes
1 mg de maltosa por hora a 40 °C, por lo que, difieren de los resultados obtenidos en el
presente estudio.

Valores de los parametros cinéticos

Los valores de los parametros cinéticos obtenidos para la dextranasa fueron: la constante
de Michaelis-Menten (K,,) de 0.215 (g/L) y velocidad méaxima (V,_, ) de 0.007 (g/L'min) para una
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dilucidon enzimatica 1:5 y un tiempo de reaccion de 15 min.

Optimizacién del proceso de hidroélisis enzimatica

EnlaTabla 2 se muestranlos resultados obtenidos parala RDC (%) paralos 17 experimentos
del RDCC del presente estudio en funcién de las variables codificadas y no codificadas. Como
puede observarse, los valores de RDC (%) oscilaron entre 40 % y 80 %, los cuales corresponden
a los experimentos con las niveles bajos y altos para cada variable dependiente, respectivamente,
resaltandose que los puntos centrales presentaron un coeficiente de variacion del 0.8 %, indicando
la buena reproducibilidad del proceso.

En el andlisis de varianza (ANOVA) (Tabla 3) del disefio experimental del presente estudio
los datos fueron ajustados a un modelo cuadratico. Se observé que los efectos lineales de las
3 variables independientes (X,, X,y X,) y el efecto cuadratico de la temperatura de reaccion (X,)
fueron significativos (p < 0.05).

Asimismo, en la Figura 2 se muestra el diagrama de Pareto para efectos estandarizados,
en el cual se verifican los efectos significativos y ademas se establece que el efecto lineal de las
variables tiempo de reaccion (min) y concentracion de enzima (ppm) fueron mas significativos
que el de la variable temperatura de reaccion (°C).

Tabla 2. Reducciéon del contenido de dextrano (RDC) (%) de los
experimentos como una funcién de los niveles codificados de las
variables independientes

Experimento X, X, X, RDC (%)
1 -1 -1 -1 40
2 -1 -1 1 46
3 -1 1 -1 52
4 -1 1 1 60
5 1 -1 -1 48
6 1 -1 1 59
7 1 1 -1 68
8 1 1 1 80
9 -1.68 0 0 42

10 1.68 0 0 75
11 0 -1.68 0 46
12 0 1.68 0 77
13 0 0 -1.68 46
14 0 0 1.68 51
15 0 0 0 59
16 0 0 0 59
17 0 0 0 59
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El valor del coeficiente de determinacion (R?2= 97.51) y el coeficiente de determinacion
ajustado (R2adj = 94.30) indicaron que el modelo matematico se ajusta adecuadamente a los
datos experimentales. Asimismo, el valor de la desviacidon media absoluta, fue de 2.81 %, el cual
unido al valor del R? definen el comportamiento verdadero del sistema y puede usarse para la
interpolacion en el dominio experimental. Los valores mas altos de RDC (%) se alcanzaron con
una concentracién de enzima de 295 ppm, un tiempo de reaccién de 39 min y una temperatura
de reaccién de 54 °C, los cuales corresponden a los niveles altos de las variables independientes.

Asimismo, los valores de los efectos no significativos fueron removidos del modelo
matematico obtenido, con lo que se obtuvo la ecuacion (4):

RDC (%) = —46.0194 — 0.0519 % X, — 07346 * X, + 37576 = Xy — 00441 = X}

(4)

Correspondientemente, no se encontraron referencias bibliograficas referidas
especificamente a la accion en condiciones éptimas de la enzima Dextranfree Xe (Enmex) sobre
el sustrato dextrano como para discutir estos resultados.

Tabla 3. Analisis de varianza para la reduccion del contenido de
dextrano (%)

Suma de Grados de Cuadrado

Fuente cuadrados libertad medio F-Ratio p-valor
X1: Concentracion de 926.719 1 926.719 107.61 0.0000
enzima (ppm)
X2: Tiempo de 1039.28 1 1039.28 120.68 0.0000
reaccién (min)
X3: Temperatura de 150.985 1 150.985 17.53 0.0041
reaccion (°C)
X, X, 0.0153223 1 0.0153223 0.00 0.9675
XX, 28.125 1 28.125 3.27 0.1137
X, X, 10.125 1 10.125 1.18 0.3142
X, X, 11.8163 1 11.8163 1.37 0.2798
X2 X3 1.125 1 1.125 0.13 0.7284
X, X, 143.872 1 143.872 16.71 0.0046
Error total 60.2828 7 8.61183
Total (corr.) 2417.76 16
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Figura 2. Diagrama de Pareto para la reduccién del contenido de dextrano (%).

Sin embargo, desde la Figura 3 se muestran las superficies de contorno que permiten
determinar las condiciones que maximizan el valor de RDC (%), las cuales se obtiene en a) a una
concentracion de enzima entre 340 y 350 ppm y un tiempo de reaccién entre 44 y 46 min; en b)
a una concentracion de enzima entre 340 y 350 ppm y una temperatura de reaccién entre 43 y
45 °C; y en c) una temperatura de reaccion entre 45 y 47 °C y un tiempo de reaccion entre 44 y
46 min. Asimismo, en la Figura 4 se muestran las superficies de respuesta obtenidas para el RCCD
del presente estudio, en las cuales se muestra a) un incremento en la concentracién de enzima
y el tiempo de reaccioén favorecen la RDC (%) en los limites estudiados; en b) un incremento en
la temperatura favorece la RDC (%) hasta cierto punto a partir del cual éste decrece, también se
corrobora que un incremento en el tiempo de reaccion favorece la reaccion de hidrdlisis; en c) se
corrobora el efecto de la temperatura de reaccion y de la concentracion de enzima.

Asimismo, mediante el software estadistico se determiné las condiciones que optimizan la
reduccién del contenido de dextrano (95.51 %) son una concentracion de enzima de 340 ppm, un
tiempo de reaccién de 45 min y una temperatura de reaccion de 45 °C.

Por otra parte, se ha reportado que, una mayor carga enzimatica y también mayores
tiempos de residencia favorecen el proceso catalitico de las dextranasas (Eggleston & Monge,
2005; Ninchan et al, 2017), dado que existe una mayor cantidad de sitios activos de contacto
con el sustrato operando por un mayor tiempo. Asimismo, debe considerarse que una menor
concentracion de enzima conlleva una mayor cantidad de agua disponible para desactivar y
desnaturalizar la estructura de la proteina enzimatica y aumentar su movilidad conformacional, lo
cual puede generar pérdida de la actividad enzimatica (Eggleston et al., 2011).

Respecto al efecto de la temperatura, Eggleston & Monge (2005) reportaron que un
rango de temperatura entre 43.3 y 54.4 °C favorece la actividad enzimatica de las dextranasas
actuando sobre dextrano (500 ppm), y Ninchan et al. (2017) reportaron que la actividad de una
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dextranasa de Chaetomium sp. actuando sobre dextrano (1500 ppm) fue favorecida a un rango de
temperatura entre 35 y 55 °C, y temperaturas mayores a estos rangos tienen un efecto negativo
sobre la hidrdlisis, lo cual es coherente con lo reportado en la presente investigacion. Asimismo,
se ha reportado que temperaturas por encima de los 65 °C promueven la desnaturalizacion de la
enzima y la pérdida parcial de su actividad (Eggleston et al., 2011).

Asi se tiene que, las condiciones que optimizan la RDC (95.51 %) son, concentracion
de enzima de 340 ppm, tiempo de reaccién de 45 min y temperatura de reaccién de 45 °C.
Si bien en general, el analisis de superficie de respuesta arroja un alto valor de reduccion de
dextrano, estas condiciones de mayor tiempo y alta temperatura no son favorables al proceso
de elaboracion del azucar.

Validacion de los parametros de optimizaciéon

Para efectos del presente estudio, se validaron los resultados del proceso de optimizacién
por la metodologia de superficie de respuesta, considerando una RDC objetivo del 70 % en jugo
de cafia de azucar, para lo cual los resultados obtenidos por el software estadistico para esta
condicién son, una concentracién de enzima de 224 ppm, un tiempo de reaccién de 32 min y una
temperatura de reaccién de 36 °C.

Figura 3. Superficies de contornos para la reduccién del contenido de
dextrano (%).
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Figura 4. Superficies de respuesta para la reduccion del contenido de dextrano (%).

Revista Bio Ciencias 10, e1421. 13



Hidrdlisis enzimatica de dextrano. /Enzymatic hydrolysis of dextran.

En la Tabla 4 se muestra la composicion del jugo de cafa de azucar utilizado antes (base) y
después de la hidrdlisis enzimatica (hidrolizado). Asimismo, se determiné el valor de la desviacion
media absoluta para el valor de la RDC obtenido siguiendo la metodologia de Bas & Boyaci
(2007), siendo de 11,61 %, lo cual indica el buen ajuste del modelo a los datos experimentales. En
cuanto a la RDC se obtuvo un valor de 69.2 %, el cual coincide con el reportado por Oropeza et
al. (2019), quiénes estudiaron el proceso de hidrdlisis enzimatica de dextrano en puré fermentado
(con un contenido inicial de dextrano de 353 ppm) utilizando la enzima Dextranfree con una
relaciéon enzima:sustrato de 1:10 a 40 °C, pH 5,17, por 180 min, por lo que también se afirma
que el jugo de cafia es un mejor sustrato en comparacion al puré fermentado, ya que se obtienen
resultados similares a menor tiempo de hidrolisis. Asimismo, se ha reportado que la actividad
de las dextranasas es estable hasta 25-30°Brix y valores superiores a este rango influyen
negativamente sobre su actividad (Oropeza et al., 2019), por ello, la condicion de 20,42°Brix del
jugo de cafia de azucar utilizado en el presente estudio no debid inhibir a la dextranasa durante la
hidrélisis de dextrano. En adicion, se conoce que la hidrdlisis enzimatica de dextrano incrementa
los niveles de azucares reductores y produce una disminucion en la viscosidad de la solucion
(Bashari et al., 2013; Oropeza et al., 2019). Lo anterior fue corroborado en el presente estudio,
dado que tal como se muestra en la Tabla 3, los niveles de azucares reductores y el valor de la
viscosidad en el jugo de cafia se incrementaron en 30 % y redujeron en 10 %, respectivamente,
luego de la hidrdlisis.

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

Parametro Jugo de’ cana de _ Jugo
azucar hidrolizado
Dextrano (ppm) 227 £12 70+4
°Brix 20.4+0.5 20.5+0.1
Azucares reductores (g/L) 0.23 £ 0.01 0.30 £ 0.01
Viscosidad (cP) 0.01x0 0.009+0
pH 54+05 54+0.5

El incremento en los niveles de azucares reductores se debe a la generacion de isomalto-
oligosacaridos de dos a cinco unidades glucosidicos productos de la hidrolisis (Eggleston et al.,
2011; Khalikova et al., 2005); mientras que, la disminucion de los niveles de viscosidad es una
consecuencia del fraccionamiento molecular de dextrano presente en el jugo de cafia de azucar
(Eggleston et al., 2011; Ninchan et al., 2017).

Conclusiones

Las actividades volumétrica y especifica de la enzima Dextranfree Xe fueron de
0.42£0.04 (UD/mL)y 4.7 £0.47 (UD/mg), KM igual a 0.215 g/L y Vmax 0.007 g/L*min. Asimismo,
se determin6é que los factores concentracion de enzima, tiempo y temperatura de reaccion
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fueron relevantes para el proceso de hidrélisis enzimatica de dextrano, determinandose que las
condiciones que optimizaron la reduccién del contenido de dextrano en un 95.51 % fueron de
340 ppm, 45 min y de 45 °C respectivamente. Finalmente, se determind que las condiciones que
lograron una reduccion del contenido de dextrano con un valor objetivo inferencial estadistico
del 70 % en jugo de cafia de azucar fueron: concentracion de enzima 224 ppm, tiempo 32 min
y temperatura de reaccion 36 °C. Con estos parametros la validacién de la hidrdlisis en jugo de
cafia de azucar resulté en un 69.2 % de reduccion de dextrano.
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