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RESUMEN

El almidén hidrolizado con alto equivalente de dextrosa tiene amplio uso en la industria de
alimentos y como fuente de azlcares fermentables. Para mejorar el rendimiento de este proceso
se desarrollan continuamente enzimas mas eficientes. La enzima Dextrozyme GA® (DGA) ha
salido recientemente al mercado pretendiendo substituir a la enzima AMG 300L® (AMG). En este
trabajo se evaluaron los rendimientos y velocidades de conversion en funcidon de concentraciones
de enzima entre 0,188-0,75 AGU/mL y maltodextrinas entre 60-180 g/L. La enzima DGA
permitio desarrollar velocidades de reaccidn 26 veces superiores a las observadas con AMG
300L®. Asi mismo generd conversiones de hasta el 95% en tiempos de tratamientos menores a
60 minutos, en comparacidn con conversiones del 50% en 8 h para AMG. En el rango de valores
de sustrato y enzima evaluados, se encontré que una concentracion de sustrato de 130,2 g/Ly
de enzima de 0,55 AGU/mL fueron los valores 6ptimos. DGA presentd inhibicidon por producto del
tipo anticompetitivo, mayor a bajos niveles de enzima. Un modelo matematico tipo
Michaelis-Menten con inhibicién permitié simular los datos experimentales. Estos resultados
podrian ser usados para el disefio de reactores donde se lleven a cabo procesos de obtencion
enzimatica de jarabes glucosados.
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ABSTRACT

Hydrolyzed starch with a high-dextrose equivalent is extensively used in the food industry and as
a source of fermentable sugars. In order to obtain a better yield in this process more efficient
enzymes had been continuously developed. Dextrozyme GA® (DGA) has been released recently
in the market to replace AMG 300L® (AMG) enzyme. In this paper yields and hydrolysis rates
were evaluated as a function of maltodextrin concentration between 60 and 180 g/L and
enzymes concentration between 0.188 and 0.75 AGU/mL. DGA allows enhancing hydrolysis rates
up to 26 times more than those using AMG. Also DGA generates conversion of maltodextrin up to
95% in less than 60 minutes, in comparison with AMG which produces conversions up to 50% in
8 h. Among the values of substrate and enzyme concentration studied it was found that a
substrate concentration of 130.2 g/L and enzyme concentration of 0.55 AGU/mL were optimal
values. DGA is inhibited by uncompetitively product and is highly affected at a low enzyme
concentration. We developed a mathematical model that successfully reproduces the
experimental data. These results could be used in reactors design for syrup glucose enzymatic
production.
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INTRODUCCION

La glucoamilasa (glucano 1,4-a-glucosidasa) es una enzima flngica, extracelular, producida
comercialmente con Aspergillus niger o Rhizopus sp., que libera unidades de d-glucosa de los
extremos no reductores del almidén y de oligosacaridos como las maltodextrinas. Esta habilidad
de degradacién del almiddn a glucosa tiene una gran aplicacion industrial en el proceso de
produccidn de jarabes de glucosa, materia prima en panaderia, en la industria de bebidas y en
infinidad de procesos biotecnoldgicos de los cuales los mas representativos son la produccion de
fructosa y etanol (1). La industria del almidén es la segunda consumidora de enzimas, con el
33% de la demanda global, cuyo mercado para 2005-2006 ascendié a 3,75 billones de ddlares

(2).

Se han llevado a cabo un gran nimero de estudios empleando glucoamilasa para obtener jarabes
glucosados de almidén con enzimas comerciales y enzimas de cepas aisladas; igualmente se han
probado sistemas de inmovilizacién, sistemas de retencidon por membrana, etc., con el fin de
mejorar la economia del proceso (3-5). En muchas de estas investigaciones se han empleado
enzimas comerciales; sin embargo, la dindmica de incorporacion de nuevas enzimas al mercado
hace que en el curso de pocos afios los resultados alcanzados sean mejorados con nuevas
enzimas. La tradicional enzima amiloglucosidasa AMG 300L®, de Novozymes, es una de las mas
empleadas para la sacarificacion de maltodextrinas (6,7). Con esta enzima se han alcanzado
conversiones de maltodextrinas hasta del 90% en azlcares reductores en 72 h de tratamiento,
empleando concentraciones de AMG 300L® de 0,75 AGU/mL para tratar soluciones de hasta 60 g
de maltodextrinas/L (7, 8). Los modelos matematicos propuestos para describir la sacarificacion
de almidones se representan con cinéticas tipo Michaelis- Menten e incluyen fenémenos de
inhibicion por sustrato y por glucosa como producto final (9, 10). Esto indica que una alta carga
de maltodextrinas, deseable para mejorar la productividad del proceso, no es conveniente porque



pueden ocurrir los siguientes fendmenos de inhibicion: altas concentraciones de sustrato de
diferente grado de polimerizacién, como son las maltodextrinas, compiten por el dominio activo
de la enzima dificultando su acoplamiento; ademas, ocasionan restricciones en la transferencia
de masa limitando la velocidad de reaccién y, por ultimo, altas concentraciones de glucosa como
producto causan inhibicién competitiva de la enzima (11).

Recientemente ha salido al mercado un nuevo producto enzimatico de Novozymes para la
sacarificacion de almidones, denominado Dextrozyme GA® (DGA), una glucoamilasa de
Aspergillus niger con mayor capacidad de hidrélisis que AMG 300L®, que se ha usado
ampliamente. El presente trabajo pretende evaluar y comparar la capacidad de hidrélisis de los
dos preparados comerciales y cuantificar el nivel de mejoramiento en la obtencién de azlcares
reductores a partir de maltodextrinas. Asi mismo, optimizar la concentracion de sustrato
empleado, alcanzando el balance entre los fendmenos de inhibicidén de la reaccidn por alta carga
de sustrato y la productividad del proceso.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Se emplearon las enzimas AMG 300L® y dextrozyme GA®, ambas de Novozymes Corp., con 300
AGU/mL y 270 AGU/g respectivamente. Estas enzimas fueron suministradas por Coldanzimas
S.A., representante en Colombia Novozymes Corp. Las maltodextrinas, un digerido enzimatico de
almidén de maiz con un 25% de azUcares reductores, fueron adquiridas en la empresa GMP®
Productos Quimicos S.A.

Sacarificacion enzimatica de maltodextrinas

Con el fin de evaluar el efecto de la concentracién de enzima y de sustrato sobre la formacion de
azUcares reductores y la velocidad de reaccién, y para ampliar el rango de la investigacion de
Flores y Uribe, 2001 (8), se evaluaron tres niveles de concentraciéon de maltodextrinas (60, 120 y
180 g/L) y tres niveles de concentracién de enzima (0,1875; 0,375 y 0,75 AGU/mL). Como la
concentracion de azlcares reductores en las maltodextrinas es del 25%, las concentraciones
reales de sustrato cuando se adicionan 60, 120 y 180 g/L de maltodextrina son: 45, 90 y 135 g/L
respectivamente. La secuencia de experimentos se efectué de manera aleatoria y con cinco
réplicas en el punto central, siguiendo un disefio experimental factorial que incluye dos factores a
tres niveles, creado con el software Design — Expert 5.0.7® versidon de prueba.

Las reacciones de sacarificacién se llevaron a cabo a 60°C en erlenmeyers de 100 mL con 50 mL
de volumen de reaccidn en una solucién buffer de acetato (0,1 M) pH 4,3. Se tomaron muestras
del sistema en diferentes tiempos y se llevaron a un bafio de ebullicién por 5 min para inactivar
la enzima y detener la reaccion. Se efectuaron ensayos control con sustrato en las diferentes
concentraciones a evaluar, sin la adicién de las enzimas, con el fin de determinar alguna posible
hidrdlisis no enzimatica de la maltodextrina. Los resultados del disefio factorial se trataron
estadisticamente mediante un andlisis de varianza.

Determinacion de azicares reductores

La determinacién de azlcares reductores se realizdé por el método de acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) (12). Una vez detenida la reaccién, cada muestra se centrifugé a 5000 rpm durante 5
minutos, y a 1 mL del liquido claro se le adiciond 1 mL de soluciéon de DNS. La mezcla se calent6



durante 5 minutos hasta ebullicion, se enfrié en un bafio de hielo y se midié la absorbancia de Ila
muestra a 540 nm en un espectrofotémetro.

Modelo matematico

La reaccién de hidrdlisis del almidon se puede representar por la ecuaciéon 1, de donde se obtiene
gue 1 g de almidoén hidrolizado producira 1,111 g de glucosa.

()

(C.H,,O)n + nH,O = nC.H,,O, Ecuaciéon 1.

Como para la sacarificacién se emplearon maltodextrinas con un contenido de azlcares
reductores del 25%, se considera que la reaccion de sacarificacidon, en su maxima eficiencia,
realizara una conversion del 75% con respecto al almidén original. Por cada 1 g de
maltodextrinas usado, sélo 0,75 g corresponderan al sustrato hidrolizable. Si este sustrato fuese
s6lo moléculas de almiddn, su estequiometria seria de 1g de almidén por 1,111 g de glucosa
formada, pero como las moléculas de maltodextrinas son oligosacaridos, se considera una
estequiometria de 1g de sustrato hidrolizado por 1,083 g de glucosa formada.

El modelo general propuesto para describir la hidrdlisis en un sistema por lotes se presenta en
las ecuaciones 2, 3 y 4. La expresion cinética de velocidad de hidrdlisis propuesta es tipo
Michaelis- Menten.

d|s]
dt

==V Ecuacion 2.

M =1,083v Ecuacion 3.

I/m*ax [‘;]
V= e
K, +|s]

Ecuacion 4.

Donde [s] y [p] son la concentracién de maltodextrinas y de azlcares reductores en g/L
respectivamente. V..(g/L-h) y Km (g/L) son parametros del modelo que representan la
velocidad maxima de formacidn de azlcares reductores y la concentracion de sustrato a la cual
se alcanza la mitad de la velocidad maxima, respectivamente. La solucién del modelo se realizd
con el software MatLab 7.0®

RESULTADOS
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Los resultados para la sacarificacion de maltodextrinas con las enzimas AMG 300L® y DGA, a
diferentes concentraciones de sustrato y de enzima, se presentan en la figura 1, .

Figura 1. Velocidad de hidrdlisis y conversién de maltodextrinas con las enzimas AMG 300L® (A)
y Dextrozyme GA® (B). Simbolos: (A) 0,75 AGU/mL; () 0,375 AGU/mL; (O) 0,1875 AGU/mL.
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En los tratamientos con la enzima AMG 300L® se puede observar que elevando la concentracién
de maltodextrinas se incrementa la velocidad de hidrdlisis con las tres concentraciones de
enzima, siendo mas marcado este fendmeno por encima de 90 g/L de sustrato (120 g/L de
maltodextrinas). Con la conversion ocurre el fendmeno contrario: a una mayor concentracion de
sustrato, disminuye la conversidon. La maxima conversidon encontrada fue alrededor del 50%,
para una concentracién de sustrato de 45 g/L (60 g/L de maltodextrinas) y de enzima de 0,75
AGU/mL. Los resultados de conversién de maltodextrinas con DGA sefialan que al aumentar la
concentracion de sustrato se incrementa la velocidad de hidrdlisis; sin embargo, a diferencia de
la enzima AMG 300L®, la velocidad aumenta de manera sostenida a partir de los 60 g/L de
maltodextrinas, con valores de velocidad hasta 26 veces superiores. Esto se debe a que los
tiempos de reaccion con DGA para alcanzar las maximas conversiones fueron menores a 60
minutos, mientras que para AMG 300L® fueron hasta de 8 h. Con DGA se alcanzaron
conversiones hasta del 95%, a una concentracion de sustrato de 90 g/L (120 g/L de
maltodextrinas), mientras que no se observé una diferencia significativa en la conversion al
trabajar con 0,375 y 0,75 AGU/mL de DGA. Los controles revelaron que en las condiciones de los
ensayos no existe hidrdlisis de maltodextrina por factores térmicos, luminicos o quimicos, sino
puramente enzimaticos.

Los resultados de la hidrolisis de maltodextrinas con la enzima DGA fueron significativamente
mayores en conversion y velocidad que con AMG 300L®. En la figura 2 se presentan los
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resultados obtenidos con DGA por medio de superficies de respuesta para la velocidad de
reaccion y la conversion en funcién de la concentracidn de sustrato y de enzima. Los valores que
maximizan la velocidad de reaccion corresponden a los mayores valores de concentracion de
enzima y sustrato, mientras que los que maximizan la conversion son 120 g/L para
maltodextrinas y 0,61 AGU/mL para la enzima. El andlisis de varianza permitié obtener un
modelo estadistico para cada variable respuesta, permitiendo asi predecir su valor para una
pareja de datos de concentracion de enzima [E] y de sustrato [S] dentro del intervalo
investigado (ecuaciones 5 y 6). Las unidades de las variables corresponden a las que se observan
en la figura 2. Las variables independientes que se ensefian en el modelo son las que
presentaron un estadistico P < 0,05.

Figura 2. Superficie de respuesta de velocidad de hidrélisis y conversion de maltodextrinas en
azlcares reductores empleando la enzima Dextrozyme GA®.
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Donde [E] es la concentracion de la enzima DGA (AGU/mL) y [S] es la concentracion de
maltodextrinas (g/L).

Utilizando la herramienta de prediccidon de 6ptimos del software Design — Expert 5.0.7® se
obtuvieron valores para concentracion de maltodextrinas de 130,2 g/L, y para concentracion de
enzima, de 0,55 AGU/mL (0,2% p/v), como los éptimos, que permiten maximizar la velocidad de
hidroélisis y la conversién de manera simultanea. Los valores de velocidad y de conversion
predichos con los valores 6ptimos fueron 7,58 g/L-min y 98,8%. En la figura 3 se muestran los
resultados experimentales de la evaluacion de las condiciones dptimas. La maxima conversion
que se alcanzé fue de 96,3% vy la velocidad de reaccion maxima fue de 7,00 g/L-min, lo que da
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un porcentaje de error de 2,53% para la conversidon y de 7,65% para velocidad con respecto a
los resultados 6ptimos predichos por el software, lo que demuestra la bondad de la prediccion.

Figura 3. Sacarificacion enzimatica de maltodextrina con Dextrozyme GA® empleando los valores
optimos de concentracion de enzima y sustrato: 0,55 AGU/mL y 130,17 g/L. Los cuadrados
representan los datos experimentales. La linea es la simulacién predicha por el modelo
matematico de Michaelis-Menten.
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Para emplear el modelo propuesto en las ecuaciones 2, 3 y 4 se requiere la obtencién de los
parametros cinéticos V... Y Km. En la figura 4 se presentan los valores de velocidad de hidrodlisis
y concentracion de sustrato en la forma sugerida por Lineweaver-Burk para la linealizacion de la

ecuacion de Michaelis-Menten. Los valores obtenidos para los parametros cinéticos pueden
apreciarse en la tabla 1.

Figura 4. Gréfica de linealizacion de Lineweaver — Burk para los resultados de velocidad de
hidrélisis en funcién de la concentracidn de sustrato empleando la enzima DGA. Concentracién de
enzima empleada: (A) 0,75 AGU/mL; () 0,375 AGU/mL; (O) 0,1875 AGU/mL
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Tabla 1. Parametros de la cinética de Michaelis Menten para cada concentracién de enzima.
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Enzima (AGU/mL)

Em ( Ef"l_‘.l

Vmax. {E.-"I_ -min)

0,1875 130,23 11,35
0,375 290,03 26,25
0,75 463,59 45,45

Las lineas obtenidas por la linealizacién de Lineweaver — Burk son rectas y aproximadamente
paralelas, y sefialan que para esta enzima se presenta un fendmeno de inhibicidon anticompetitiva
(13), con una mayor inhibicidon a bajas concentraciones de enzima, dado que los valores de V..
y K., son menores al disminuir la concentracién de enzima. Se obtuvo un ajuste para los valores
de V... Y K, en funcidn de la concentracién de enzima (e), de acuerdo a las ecuaciones 7 y 8.
Estos ajustes se introducen en la ecuacién 4 para obtener el modelo cinético de la hidrdlisis de
maltodextrinas correspondiente a la ecuacion 9.

K = -1042¢% + 1569e - 127.3 Ecuacion 7.

V= -51,03¢* + 108.4e - 7.177 Ecuacion 8.

max.

_(-51,03%¢? +108,4%¢-7,177)[s

|
v 5
(—1042%e” +1569*e-127,3) +[s]

Ecuacion 9.

Como la maltodextrina contenia un 25% de azlcares reductores, los valores iniciales para el
producto P corresponden al 25% de la masa de maltodextrinas empleada en cada ensayo. Para
las concentraciones de maltodextrina de 60, 120 y 180 g/L, los valores de azlcares reductores
iniciales corresponden a 15, 30 y 45 g/L respectivamente. Los resultados de la simulacion para
una concentracién de enzima DGA de 0,1875 AGU/mL se pueden observar en la figura 5. En la
figura 3 se observa el ajuste del modelo al perfil obtenido en las condiciones éptimas

Figura 5. Produccidn de azlcares reductores a partir de maltodextrinas empleando la enzima
DGA a una concentracién de 0,1875 AGU/mL. Simbolos para las concentraciones de
maltodextrinas: () 60 g/L; (O) 120 g/L; (A) 180 g/L. Los simbolos representan los datos
experimentales, las lineas son la simulacién predicha por el modelo.
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DISCUSION

La enzima DGA tiene una actividad mucho mayor para hidrolizar maltodextrinas que la AMG
300L®, lo que demuestra que la primera es un producto mejorado de Novozymes para el
proceso de produccion de jarabes glucosados. Con la enzima AMG 300L® las velocidades
iniciales de hidrdlisis, aunque cerca de 30 veces menores que con DGA, son superiores a 0,07
g/L-min., reportado en la literatura (3). Estos autores obtuvieron conversiones superiores al 90%
empleando un reactor de membrana, mientras que en el presente trabajo las mayores
conversiones fueron cercanas al 50% en sistemas por lotes durante 8 h de tratamiento. En un
sistema de membrana, los azlcares producidos que generan inhibicién a la enzima son retirados
del sistema, lo que explica las mayores conversiones alcanzadas. En otros trabajos, empleando
alfa-amilasa y la enzima glucoamilasa AMG 300L® sobre almidon, se han obtenido conversiones
hasta del 35% en azlcares reductores después de 24 h de tratamiento (14). Esos valores son
similares a los obtenidos en este trabajo, que sefialan la baja eficiencia de la enzima AMG 300L®
para tiempos cortos de exposicidon. De otro lado, con DGA se han encontrado conversiones de
hasta 96% en la sacarificacion de almidén en 48 h de incubacién (15). Con DGA se observa un
valor 6ptimo para la sacarificacion de 120 g/L de maltodextrinas, y una concentracién de enzima
de 0,61 AGU/mL. No se aprecia un incremento significativo en la conversion al elevar la
concentracién de enzima de 0,375 a 0,75 AGU/mL, probablemente porque las bajas
concentraciones de sustrato residual, obtenidas por altas conversiones, generan muy bajas
velocidades de reacciéon. De otro lado, el descenso en la conversién, de 95 a 85%, a altas
concentraciones de maltodextrinas (180 g/L), es evidencia de la inhibicién de la glucoamilasa por
los azlcares reductores, fendmeno que también ha sido observado por diversos investigadores
(16). Este fendmeno de inhibiciéon también se observé al aplicar la linealizacion de Lineweaver-
Burk para encontrar los pardametros cinéticos de la enzima, como se observa en la figura 4. La
relacién entre los azlcares producidos y la concentracion de enzima para cada tratamiento es
una medida de la cantidad de inhibidor presente; por ejemplo: para una concentracion de
maltodextrina de 120 g/L, las cantidades de azucares reductores presentes al final del tiempo de
hidrélisis por unidad de enzima DGA fueron de 544, 308 y 154 (mg/AGU), para concentraciones
de enzima de 0,188; 0,375 y 0,75 AGU/mL respectivamente. De acuerdo con estos valores, las
concentraciones de producto por unidad de enzima son mayores a bajas concentraciones de
enzima, por lo que el mayor efecto de inhibicion se encuentra a bajas concentraciones de
enzimas, y disminuye al incrementar la concentracion de enzima. Este efecto es equivalente a la
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inhibicion anticompetitiva, la cual muestra que a mayor nivel de inhibicién, se reducen la
velocidad maxima de formacion de producto y la constante K, tal como se observa en los
resultados que aparecen en la tabla 1.

Los altos valores de K., que se encontraron en este trabajo permiten indicar que los ensayos se
hicieron a muy bajas concentraciones de sustrato, muy por debajo de los valores de K,,. Esto
quiere decir que si se incrementa la concentracion de maltodextrinas por encima de 180 g/L, a
valores altos de enzima, se podrian obtener mayores velocidades de hidrdlisis y, por
consiguiente, menores tiempos de tratamiento. Esta tendencia puede apreciarse también por la
superficie de respuesta para la velocidad de hidrdlisis, en la figura 2. Con estas condiciones, sin
embargo, se reduciria considerablemente la conversién, como es evidente en la figura 2, para la
superficie de respuesta en funcion de la conversiéon, de donde se concluye la importancia de
optimizar estas dos variables respuesta simultaneamente. Por Ultimo es interesante sefalar que
los resultados experimentales sobre las condiciones éptimas predichas permitieron validar el
modelo estadistico, y sobre estos resultados y los obtenidos en la experimentacion a las
diferentes concentraciones de enzima DGA vy sustrato, el modelo matematico mostrd un alto nivel
de ajuste (r’=0,97). Otros autores también han mostrado modelos de inhibiciéon por producto
para la sacarificacién de maltodextrinas con glucoamilasa. La inhibicién encontrada es del tipo
competitivo (11,13), mientras que en este trabajo se observé una de tipo anticompetitivo. En la
inhibicién anticompetitiva, el inhibidor se enlaza al centro activo de la enzima después de que el
sustrato lo ha hecho. Esta descripcidn coincide con el fendmeno donde la enzima y el sustrato
(oligosacarido) se unen y forman una molécula de producto que, a su vez, se puede unir a la
enzima generando un complejo ESI (enzima-sustrato-inhibidor) inactivo, reduciendo la hidrélisis
del restante oligosacarido. El producto de la hidrélisis de maltodextrinas inhibe
anticompetitivamente a la enzima DGA, y este fendmeno es mayor a bajas concentraciones de
enzima. En la figura 5 se presentan los resultados de la simulacion, junto con los datos
experimentales obtenidos para la menor concentracién de enzima, alcanzando ajustes con
coeficientes de correlacién (r?) de 0,97.

CONCLUSIONES

De este trabajo se puede concluir que la enzima DGA es mucho mas eficiente que la enzima AMG
300L® para la sacarificacion de maltodextrinas, dado que con la primera se alcanzan altas
velocidades de conversion con rendimientos superiores al 95%. Dentro de las condiciones
estudiadas se hallé que una concentracién de sustrato de 130,2 g/L y de enzima de 0,55
AGU/mL, son los valores éptimos para obtener una alta velocidad de reaccién y produccién de
azucares reductores. Este trabajo, ademas de demostrar las bondades de la enzima DGA,
permitio optimizar el proceso de hidrdlisis, identificando los niveles de los factores mas
relevantes del proceso, como son la carga de sustrato y de enzima, entre los cuales existe una
relacidon que involucra obtener una alta velocidad de reaccidon y una maxima conversion,
minimizando asi el efecto de inhibicién identificado en el proceso. El conocimiento de las
propiedades superiores de la enzima DGA sobre la AMG 300L®, la identificacién de las
condiciones 6ptimas para esta enzima y el planteamiento de un modelo cinético que describe la
formacion de producto en el proceso de hidrdlisis, son resultados de gran valor para un adecuado
disefio del proceso y de los biorreactores en una planta de produccién de jarabes glucosados. Sin
embargo, habiendo identificado un fendmeno de inhibicidon por producto en el proceso, es
conveniente el disefio de reactores con eliminacion de producto simultadneamente, como en
procesos de sacarificacidon y fermentacién simultdnea para obtencion de diferentes productos


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-40042010000200008#tb01
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-40042010000200008#fig02
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-40042010000200008#fig02

guimicos, como etanol por ejemplo, o en sistemas de membrana, donde puedan permear los
monosacaridos formados cuando se pretenda obtener solamente los jarabes.
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