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RESUMEN

Introduccion:

En la proxima zafra s6lo 23 centrales moleran para producir azlcar. El resto debe
buscar alternativas para generar ingresos. Algunos produciran meladura, a partir de cafia
atrasada, como materia prima para sus destilerias o para vender a otras. Esto puede
implicar, en funcion de las capacidades de las instalaciones y posibilidades de
transportacion, el almacenar la meladura. Esta, cuando es almacenada por largos
periodos con altas concentraciones de sacarosa, tiende a dividirse en jarabe rico en
azUcares reductores y sacarosa cristalizada, por lo que se requiere su hidrolisis para
evitar su deterioro.

Objetivo:

Obtener las mejores condiciones de operacién para la inversion de la meladura utilizando como
catalizador la enzima invertasa termoestable GS115BfrA4X Pichia pastoris, producida en la
UEB Bioprocesos Cuba 10.

Materiales y Métodos:

Para establecer una relacién entre la concentracion de enzima (U/g de meladura) y la
concentracion de meladura (°Bx) sobre el porcentaje de conversion de sacarosa, se
ejecutd un disefio factorial 22 mas un punto central y una réplica de la matriz de disefio,
utilizando el Statgraphics Centurion XVI.
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Resultados y Discusion:

Se obtuvo, como mejor resultado experimental, una concentracion de meladura a
55°BX, concentracion de enzima a 15 U/g de meladura para lograr un 76 % de
conversion en 5 h de reaccion.

Conclusiones:

Del modelo de regresion multiple, a partir de los mejores resultados experimentales, se
obtuvo que a concentraciones de meladura de 57 °Bx, concentracion de enzima 11 U/g
y 5,3 horas de reaccién se alcanza un 70 % de conversion.

Palabras clave: almacenamiento; hidrolisis enzimatica; meladura.

ABSTRACT

Introduction:

In the next sugarcane harvest only 23 mills will grind to produce sugar. The rest must
look for alternatives to generate income. Some are going to produce molasses, from
leftover cane, as raw material for their own distilleries or to sell to others. This may
imply, depending on the capacities of the facilities and transportation possibilities,
storing the molasses. This, when stored for long periods with high concentrations of
sucrose, tends to divide into syrup rich in reducing sugars and crystallized sucrose, so
its hydrolysis is required to avoid deterioration.

Objective:

To obtain the best operating conditions for the investment of the molasses using the
thermostable invertase enzyme GS115BfrA4X Pichia pastoris as a catalyst, produced at
the UEB Bioprocesses Cuba 10.

Materials and Methods:

To establish a relationship between the enzyme concentration (U/g of molasses) and the
molasses concentration (°Bx) on the percentage of sucrose conversion, a 2° factorial
design plus a central point and a replica of the matrix of design was carried out, using
the Statgraphics Centurion XVI.

Results and Discussion:

The best experimental result obtained was a molasses concentration at 55 °Bx, an
enzyme concentration at 15 U/g of molasses to achieve a 76% conversion in 5 h of
reaction.

Conclusions:

From the multiple regression model, from the best experimental results, it was obtained
that at concentrations of 57 °Bx molasses, 11 U/g enzyme concentration and 5.3 hours
of reaction, 70% conversion is reached.

Keywords: storage; enzymatic hydrolysis; molasses.

1. INTRODUCCION

La crisis del mercado internacional del azdcar ha traido como consecuencia la
necesidad de incrementar el desarrollo de tecnologias y nuevos productos derivados
de la cafia de azucar. Dentro del proceso de diversificacion, la produccion de alcohol
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continda desarrollandose, debido a su importancia actual por razon a la problemaética en
torno a los portadores energéticos y al desarrollo de la industria quimica y dentro de ella
la alcoholera ya que su uso en la produccion de bebidas y licores para la exportacion
favorece la recuperacion econémica. Por lo que se hace necesario buscar alternativas de
produccion de etanol a partir de otras materias primas, ofreciendo una gran
trascendencia para esto el uso de los productos intermedios de la industria azucarera, los
cuales contribuyen al mismo tiempo a mejorar el proceso azucarero y amplian la
posibilidad de disponer de nuevas materias primas (Torres, 2005).

En la zafra (2022-2023) s6lo 23 centrales van a moler para producir azucar. El resto de
las plantas paralizadas deben buscar alternativas para generar ingresos, poder sostener el
estado técnico de sus instalaciones y preservar la fuerza de trabajo. Uno de los centrales
en ese caso es la Empresa Agroindustrial Azucarera (EAA) “Héctor Molina Riafio”, de
la provincia Mayabeque. Esta empresa tiene una destileria donde a partir de las mieles,
se produce aguardiente, producto muy atractivo por los precios en que se comercializa
en el pais, debido a que no tendr& mieles como subproducto del proceso de obtencion de
azucar se decidio instalar una columna de destilacion para producir el aguardiente a
partir de la meladura. Esta decision se toma considerando que dispone de unas 70 000
toneladas de cafia atrasada sin cortar en sus campos, con muy malas caracteristicas para
producir azicar de manera industrialmente eficiente y econdmicamente ventajosa. Este
central azucarero tiene una gran capacidad de procesamiento de cafia, mas de 7 000
toneladas por dia. Su destileria no es capaz de procesar de forma continua la meladura
que produciria esa gran molida diaria. Por ello el esquema de produccion que se ha
decidido es moler un dia a la semana y almacenar la meladura que la destileria puede
procesar durante toda la semana, la que se ird utilizando segun lo vaya demandando el
proceso de fermentacion.

El almacenamiento de la meladura por varios dias requiere de soluciones para evitar su
deterioro. Esta meladura concentrada tiene un inconveniente cuando se almacena por
periodos largos de tiempos, ya que al contar con grandes concentraciones de sacarosa
(40-70 %) tiende a dividirse en dos fases, debido a que la sacarosa, a diferencia de la
glucosa y la fructosa, no es 100% soluble en agua. Las mieles que no hayan sido
invertidas, normalmente sufren un proceso de “cristalizacién” de la sacarosa, que resulta
en la aparicion de un precipitado en el fondo del recipiente (Autana y Sichacd, 2013).
Por tanto, para evitar este inconveniente se opta por invertir la sacarosa por medio de la
hidrélisis enzimatica para lograr un producto mas estable y duradero por largos
periodos de tiempo. Es por ello que el presente trabajo tiene como objetivo obtener las
mejores condiciones de operacion para la inversion de la meladura utilizando como
catalizador la enzima invertasa termoestable GS115BfrA4X Pichia pastoris, producida
en la UEB Bioprocesos Cuba 10.

2. MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con una enzima invertasa termoestable, capaz de resistir temperaturas
superiores a los 90 °C. Esta se produce en la UEB Bioprocesos Cuba 10 a partir del clon
del CIGB GS115BfrA4X de Pichia pastoris, modificada genéticamente, a diferentes
valores de actividad enzimatica. En este caso de estudio se trabajé con una actividad
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enzimatica de 264 U/mL. La meladura tiene un contenido de sélidos solubles totales de
70 °Bx, una pureza de 75 %, densidad especifica de 1347,48 kg/m® y un pH de 5,8.

Para realizar el estudio cinético se siguié el avance de la hidrolisis enzimatica de la
sacarosa, presente en la meladura, por polarimetria, en un polarimetro de marca Anton
Paar, realizando mediciones cada una hora hasta lograr un por ciento de conveccion
alrededor del 70 %.

Se utilizd un reactor enchaquetado tipo tanque de agitacion con una capacidad de 7 L,
acoplado a un agitador mecanico y a un criostato que permite ajustar la temperatura de
la reaccién a 75 °C.

Se ejecutd un disefio factorial 2> més un punto central y una réplica genuina de la matriz
de disefio.

Los factores incluidos en la matriz de disefio son:

Concyy,, : Concentracion de meladura (55 — 60 °Bx)

Concg,,: Concentracion de enzima (10 — 15 U/g ge meladura)

Variable de respuesta:

%Conv: Porciento de conversion de sacarosa (%)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestran los resultados de la matriz experimental correspondiente al
disefio factorial empleado.

Tabla 1. Resultados de la matriz experimental

Conc. Conc. Enz | Tiempo de Conc. Conc. T|empf),de %
Mela. (Ulg) reaccion (h) % Conv.| Mela. Enz reaccion Conv.
(°Bx) (°BXx) (Ulg) (h)

55,0 15,0 0,0 - 55,0 15,0 2,0 60,3
55,0 15,0 2,0 57,1 55,0 15,0 3,0 72,6
55,0 15,0 3,0 68,6 55,0 15,0 3,1 73,9
55,0 15,0 3,2 71,4 55,0 15,0 4,0 75,3
55,0 15,0 4,0 74,3 55,0 15,0 50 76,7
55,0 15,0 5,0 77,1 60,0 10,0 0,0 -
60,0 10,0 0,0 - 60,0 10,0 2,0 43,7
60,0 10,0 2,0 47,9 60,0 10,0 3,0 52,1
60,0 10,0 3,0 56,2 60,0 10,0 4,0 59,1
60,0 10,0 4,0 63,0 60,0 10,0 50 67,6
60,0 10,0 5,0 68,5 60,0 10,0 6,1 69,0
60,0 10,0 6,1 69,9 55,0 10,0 0,0 -
55,0 10,0 0,0 - 55,0 10,0 2,0 50,0
55,0 10,0 2,0 52,1 55,0 10,0 3,0 58,6
55,0 10,0 3,0 60,6 55,0 10,0 4,0 67,1
55,0 10,0 4,0 67,6 55,0 10,0 5,0 71,4
55,0 10,0 5,0 71,8 55,0 10,0 51 72,9
57,5 12,5 0,0 - 57,5 12,5 0,0 -
57,5 12,5 2,0 54,2 57,5 12,5 2,0 52,1
57,5 12,5 3,0 59,7 57,5 12,5 3,0 57,7
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Conc. Conc. Enz | Tiempo de Conc. Conc. Tlemp_olde %
Mela. (Ulg) reaccion (h) % Conv.| Mela. Enz reaccion Conv.
(°Bx) (°Bx) (Ulg) (h)

57,5 12,5 4,0 65,3 57,5 12,5 4,0 64,8
57,5 12,5 5,0 73,6 57,5 12,5 5,0 70,4
57,5 12,5 53 75,0 57,5 12,5 54 71,8
60,0 15,0 0,0 - 60,0 15,0 0,0 -
60,0 15,0 2,0 56,9 60,0 15,0 2,0 56,2
60,0 15,0 3,0 63,9 60,0 15,0 3,0 64,4
60,0 15,0 4,0 70,8 60,0 15,0 4,0 72,6
60,0 15,0 5,0 73,6 60,0 15,0 4,1 73,9
55,0 15,0 0,0 - 60,0 15,0 5,0 75,3

El grafico de la figura 1 revela el comportamiento cinético del proceso de hidrolisis de
la sacarosa presente en la meladura bajo diferentes condiciones experimentales de
concentracion de meladura (°Bx) y de enzima (U/g de meladura)-
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Figura 1. Comportamiento cinético de la hidrolisis enzimatica de la sacarosa

En el gréafico se observa (figura 1) que a menor concentracion de meladura (55°Bx) y
mayor concentracion de enzima (15 U/Q ge meladura), 12 velocidad de conversiéon de
sacarosa es mas rapida. Este resultado coincide por lo planteado por (Mendoza y
Rodriguez, 2021) donde al determinar las mejores condiciones de operacion para la
hidrolisis de la sacarosa obtiene los mejores valores cuando la concentracion de enzima
es mayor y la concentracion de sacarosa menor.

Navas (2021) al determinar las condiciones éptimas experimentales de un proceso de
hidrolisis catalizada por la enzima invertasa concluyé que los factores con mayor
influencia estadisticamente fueron la concentracion de enzima utilizada y el pH de la
muestra a invertir.
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Amaya y col., (2006), empleando invertasa inmovilizada en un reactor tubular
determinaron que en el rendimiento de la hidrolisis influye positivamente la temperatura
y concentracion de sacarosa.

3.1. Modelo de regresién multiple

A partir de los resultados experimentales obtenidos y con el objetivo de minimizar el
tiempo de reaccion se decidid ajustar un modelo de regresion mdaltiple con la variable
dependiente, porciento de conversion de sacarosa (%). Las tablas 2 y 3, muestran los
resultados del analisis estadistico asociado al ajuste del modelo. Se utilizé el método de
los minimos cuadrados para el ajuste de los parametros y se emple6 un método de
seleccidn de las variables del modelo paso a paso que permitié identificar el modelo de
mejor ajuste.

Tabla 2. Resultados del ajuste del modelo

Parametro Estimacion Efror Estadistico t Valor-P
Estandar
Constante 926,3600 351,9170 2,6323 0,0117
coneentiation 1 po6158 | 9,977 24588 | 0,0179
meladura (°Bx)
——
Enzima“Tiempode | 55y, 0,0254 19,7540 0,0000
reaccion (h)
Concentracion
meladura’3 (°Bx) 0,0021 0,0009 2,3520 0,0232

Tabla 3. Anélisis de Varianza

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

Modelo 3219,62 3 1073,21 136,60 0,00

Residuo 345,68 44 7, 86 - -
Total (Corr.) 3 565,30 47 - - -

Los resultados de la prueba t de Student indican que todos los coeficientes del modelo
son significativos con un 95 % de confianza (tabla 2). La prueba de ANOVA confirma
que la relacién propuesta por el modelo es adecuada para explicar el comportamiento
del porciento de conversién de sacarosa. EI modelo es capaz de explicar alrededor del
90,3 % de la variabilidad de los datos de porciento de conversion de sacarosa (R2 = 90,3
%).

Los valores de los coeficientes del modelo (ecuacion 1) indican que la concentracion de
meladura (°Bx) es la variable que mayor efecto tiene sobre el porciento de conversion
de sacarosa donde a mayor concentracion de meladura menor porciento de conversion
de sacarosa. La concentracion de enzima (U/g ge meladura) tiene un efecto positivo sobre el
porciento de conversion de sacarosa.

%Conv = 926,36 — 22,616 - Concye + 0,501 - Concgy, - TR + 0,0022 - Concypry° (@)

Donde:
%Conv =Porciento de conversion de la sacarosa presente en la meladura.
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Concye, = Concentracion de meladura (°BXx).
Concg,,= Concentracion de enzima (U/g ge meladura)-
TR= Tiempo de reaccion (h).

Segun los disefios de experimento de Plackett-Blirman y Box- Hunter, realizados por
Cortés (2021), las variables que influyen de manera positiva con un nivel de
probabilidad del 90 y 95 % en el rendimiento de los reductores totales (mayor nivel de
hidrolisis de la sacarosa) son la concentracion de sacarosa, concentraciéon de enzima y
la temperatura. Ademas también indica que el efecto que ejerce la concentracién de
enzima sobre el tiempo de inversion es superior al de la concentracion del sustrato.

La figura 2 muestra la distribucion de los valores predichos por el modelo (ecuacién 1)
contra los observados experimentalmente. Se aprecia una buena correspondencia entre
ambos pares de valores.
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Figura 2. Distribucién de los valores predichos por el modelo (ecuacion 1)

3.2 Modelo de optimizacion

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se construyé un modelo de optimizacién
cuyo objetivo es hallar los valores de concentracién de meladura (°Bx), concentracion
enzima (U/g ¢e meladura) Y tiempo de reaccion que garanticen un porcentaje de conversién
de sacarosa de al menos un 70 %, que es suficiente para que no se produzca un proceso
de cristalizacion durante el almacenamiento de la meladura (Pefia, 2017).

El modelo construido considera restricciones de cotas para las variables dentro del
intervalo que se cambiaron experimentalmente (ecuacion 2).

Funcidn objetivo:

Max: %Conv = 926,36 — 22,616 - Concye, + 0,501 - Concgy, - TR + 0,0022 - Concyeq 3

(2)
Restricciones:
50 °Bx < Concpe, < 60 °Bx 3)
10 U/g de meIaduraS COTlCEnZ < 15 U/g de meladura (4)

%Conv <70 (5)
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TR > 0 h,%Conv > 0 (6)

Este modelo (ecuacion 2) fue resuelto utilizando la herramienta del Solver de Excel y
los resultados se muestran en la tabla 4. A una concentracion de meladura de 57 °BX,
con 11 U/g ge meladura d€ enzima y 5,3 horas de tiempo de reaccion se obtiene alrededor de
un 70 % de conversion.

Tabla 4. Resultados de la optimizacion

Variables Valores
Concentracion de meladura (°Bx) 56,8
Concentracion de enzima (U/g de meladura) 10,9

Tiempo de reaccion (h) 5,3
Valor éptimo de conversion (%) 70,0

3.3 Validacion de los resultados de la optimizacién

Los resultados del modelo de optimizacion fueron validados experimentalmente a nivel
de laboratorio. Se realizaron tres réplicas de hidrdlisis enzimatica de la meladura en las
condiciones sefialadas en la tabla 5. La maxima diferencia absoluta observada de
porciento de conversién con respecto al valor predicho por el modelo de optimizacion
fue de 1,5 unidades de porciento.

Tabla 5. Resultados de la validacion del modelo de optimizacion

. Conc. Copc. Tiempo % Error absoluto
Réplica Enzima L . g
Meladura (%) (Ulg) reaccion (h) | Conv. estimacién
1 57,0 11 5,3 69,30 0,7
2 57,0 11 53 71,45 15
3 57,0 11 5,3 70,10 0,1

4. CONCLUSIONES

1. Los valores 6ptimos alcanzados para la hidrolisis enzimatica de la meladura
fueron: 57 °BXx y 11 U/Q ge meladura Para un tiempo de reaccion de 5,3 horas
obteniéndose alrededor de un 70 % de conversion.

2. Se comprob6 que al variar los componentes de la meladura se logran porcientos
de conversion superiores al 70 % y cuando se aumentan los niveles de glucosa y
fructosa en la meladura de entrada, disminuyen los porcientos de conversion ya
que la enzima presenta inhibicion por sustrato.
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