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RESUMEN

El almidon y las dextranas en el proceso de elaboracion del azucar blanca ha
sido un objeto de estudio desde afios atras debido a las dificultades que generan en
el proceso. Las dextranas, son responsables del deterioro de la cafia de azucar,
minimizan el rendimiento interno en los ingenios y por ende ocasionar pérdidas
econdmicas. El almidon, por su parte genera viscosidad en el jugo de cafa y

creando taponamiento en tanques y tuberias en los ingenios.

Dado esto, se dispuso a encontrar experimentalmente las condiciones
idoneas de pH, tiempo y temperatura de adicion de enzimas dextranasa y alfa
amilasa, para lograr hidrolizar la mayor cantidad de estos polisacéaridos de la mano
de los métodos analiticos descritos en ICUMSA. Tras una serie de evaluaciones a
nivel laboratorial, se encontré que las condiciones éptimas de adicion de la alfa
amilasa corresponden a un pH entre 4 y 7, una temperatura minima de 55 °C y
tiempo minimo de 10 minutos. Mientras que para la adicion de la dextranasa es
necesario un tiempo minimo de 30 minutos, un pH acido aproximadamente de 5y

una temperatura alrededor de los 55°C.

En el Ingenio el Porvenir, Tacares, Grecia se dosifico la alfa amilasa en el
jugo mixto y la dextranasa en el tanque de meladura clarificada. Se logré reducir
una cantidad considerable de almidén en un 84,4 % y un 40,5 % de dextranas en la
meladura, observando también una mejora en el proceso productivo como la

reduccion en las obstrucciones y menos tiempo de purga en los tachos.

Todos los lotes de azucar blanca de plantacion que fueron adicionados con
alfa amilasa y dextranasa lograron mantenerse abajo del limite maximo de almidéon
y floc alcohdlico estipulado por LAICA bajo la ficha técnica de produccion de

ingenios B-01 para azlcar blanca de plantacion.

Conforme a los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion
se cre6 un diagrama global de etapas para la adicién de enzimas dextranasa y alfa
amilasa en el proceso de obtencion de azucar blanca que fuese capaz de acoplarse

a cualquier ingenio azucarero.
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PALABRAS CLAVE: Alfa amilasa, dextranasa, meladura, disefio de experimentos,

floc alcohdlico, turbidez, floc de 10 dias, azucar, almidon, dextranas.
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1. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El valor de la cafia de azucar se encuentra ligado a la cosecha, transporte,
almacenamiento y composicion quimica del jugo de cafia. El deterioro de la cafia de
azucar entre la cosecha y su transporte se encuentra asociado a la formaciéon de
productos de deterioro, las mas comunes son las dextranas y los almidones y estos a
su vez repercuten en la calidad de la materia prima (Issa, 2008). El deterioro de la cafia
trae consigo pérdidas de sacarosa, impurezas insolubles y crecimiento
desproporcionado del cristal, trayendo consigo pérdidas de sacarosa y una baja en la

eficiencia de los ingenios (Castillo et al, 2015).

La dextranasa constituye una enzima capaz de romper enlaces glicosidicos a
(1,6) que poseen las dextranas. El corte que realiza en el polimero es en forma
aleatoria, por lo tanto, forma productos de desecho, como por ejemplo D-glucosa,
isomaltotriosa y oligémeros (Khalikova, Susi y Korpela, 2005).

Las enzimas a-amilasas, por su parte, constituyen un aliado en la solucién de los
problemas que causan el almidon en la elaboracion de azucar blanca. Su actividad
principal es el rompimiento de los enlaces a(1,4), que contienen la amilosa y
amilopectina (moléculas que conforman al almidon). Esto permite producir estructuras
de menor tamafio capaces de generar menores viscosidades hasta obtener un jugo
bajo en almidones y que provoque menos problemas de taponamiento en los ingenios

para obtener el producto final. (Pescador, 2017).

El potencial floc se encuentra estrechamente relacionado con la cantidad de
almidon y dextranas presentes en el azucar. El floc es la capacidad del azucar de formar
fléculos, lo cual es una preocupacién de los azucareros como de la industria de bebidas,
dado que se presentan coloides en el producto que no son estéticos y a la vez generan

desconfianza de quien lo consume, aunque no trae consigo problemas en la salud del

1



consumidor. En la industria de bebidas el floc se mide mediante el método acido de 10
dias (Lopez, 2014).

Segun Drew, Pearson y Kimmerling (1980) el floc se forma cuando se genera
una carga positiva en la proteina de la cafia de azucar en pH &cido, seguidamente esta
carga positiva atrae al polisacarido con carga negativa (polisacarido nativo de la cafia
de azucar) o por sus siglas en inglés, ISP. Los cuales se unen para formar fléculos,
otras especies como el almidon, dextranas y compuestos provenientes de la silica se

incluyen en el floc y pueden incrementar la cantidad de este.

Aunado a esto, existe una concentracion critica de la proteina de la cafa y del
ISP, ya que cuando el nimero de cargas negativas y positivas existen en iguales
cantidades, es en ese momento cuando se da la maxima floculacion. Es por esta razén

gue muchos azucares, aunque tengan proteina e ISP, no forman floculos (Lopez, 2014).

Se sabe que experimentalmente, la eliminacion de dextranas y almidones por
métodos fisicos como la 6dsmosis inversa, ultrafiltracion y dialisis brindan resultados
positivos, pero solo a pequefia escala. Sin embargo, a gran escala esto no es factible,
ya que, debido a las condiciones de operacion de los ingenios azucareros, implicaria

grandes costos industriales en su aplicacion (Rohde, 2017).

Los polisacaridos son estructuras conformadas por moléculas en cadena, que
pueden ser ramificados o lineales, todos los polisacaridos por sus propiedades fisicas
tienden a causar problemas en el procesamiento de la cafia de aztcar, como por ejemplo
retrasos en la produccién y crecimiento desproporcionado del cristal (Ramos, Ravelo,
Bordallo y Ledn, 2005). El polisacarido mas comun asociado con los problemas en el
azucar son las dextranas que son compuestos producidos por microorganismos

contaminantes (Issa, 2008).

Las dextranas son producidas en la mayoria de los casos por bacterias lacticas

de los géneros Streptococcus, Leuconostoc y Acetobacter. Cuando se presentan medios
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gue contengan sacarosa, estas bacterias producen la enzima llamada dextransucrasa la
cual convierte el exceso de sacarosa en el medio por medio de una hidrolisis, la cual
tiene como productos las dextranas y paralelamente liberan fructosa al medio (Rodriguez
& Hanssen, 2007).

La especie que mas interviene en la formacion de dextranas es el Leuconostoc
mesenteroides y se encuentran en cuatro etapas; cosecha, transporte, tiempo de espera
al llegar al molino y por ultimo la molienda (Issa, 2008). Desde el punto de vista industrial,
estudios han demostrado que L. mesenteroides es capaz de utilizar altos porcentajes de

azucar en un corto tiempo (Bukhari et al, 2015).

A lo largo de los afos, las dextranas y los almidones en las industrias azucareras
tanto ingenios como refinerias han sido un problema a la vista de muchos investigadores
(Rodriguez, 2005). Para Rohde (2017), el peso promedio de azUcar perdido para un
jugo de cafia contaminado con dextranas a un nivel de 5000 ppm, puede alcanzar los 40
kg por tonelada de azucar producido. Desde este punto de vista, las dextranas
constituyen un problema grave en cuanto a las pérdidas que pueden generar a las

industrias azucareras.

Segun Eggleston et al. (2008) las dextranas son los principales contaminantes
extracelulares que se derivan a través de la exposicion de la cafia de azUcar. Dextranas
mayores a 1000 ppm por cada grado brix se ven relacionados con bajo rendimiento en
las etapas de la evaporacion y la cristalizacion, por ultimo, pueden afectar el valor en la

polarizacion.

Por otro lado, desde los primeros tiempos de la fabricacion del azlcar, se ha venido
estudiando la formacién de depdsitos insolubles de goma, las cuales causan blogueo en
tanques, tuberias y filtros. Gracias a diversos estudios, se ha concluido que dichas
obstrucciones son debidas al almidén presente durante el proceso de obtencion del
azucar; ademas, el almidén estd directamente relacionado con el crecimiento de

bacterias en proceso, ademas de la formacion constante de dextranas (Penados, 2004).
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El problema no solamente puede ocurrir a nivel de ingenio azucarero, también es
posible observar bloqueos ocasionales en filtros #330 y #335 en la planta de azUcar
liqguido. En las figuras 1y 2 se aprecia una pequefa parte del proceso de elaboracion de
azucar liquido, la funcién de estos filtros es capturar todo tipo de impurezas suspendidas
gue puedan interferir en el proceso y que afecten la calidad organoléptica del producto

terminado.

Los bloqueos se producen porque la planta se alimenta con azlcar blanca de
plantacion con una concentracion alta en almidén. Lo cual consiste en un problema ya
gue la obstruccion de los filtros equivale a pérdidas de tiempo en el proceso debido a

gue los filtros deben limpiarse para su posterior uso.

Para la eliminacién de polisacéaridos en los ingenios productores de azucar, la
aplicacion correcta de las enzimas dextranasas y a-amilasa corresponden al método
mas favorable; sin embargo, no existe informacion con suficiente peso que indique
donde, cuando, bajo qué condiciones de temperatura, pH y tiempo especificos, o si se
deben aplicar por separado o en conjunto, ya que se debe realizar experimentalmente
(Protech, 2018), es por esta razon que la presente propuesta busca encontrar una

solucién a la aplicacion de enzimas a nivel industrial.

Segun el jefe de aseguramiento de la calidad de CoopeAgri; no existe una
estandarizacion, ni validaciéon a nivel nacional de las condiciones Optimas para afiadir las
enzimas alfa amilasa y dextranasa en el Ingenio el General ni tampoco en el resto de los
ingenios azucareros de Costa Rica que se encuentran activos en la época de zafra. Si
no, solo se han realizado pruebas piloto a nivel de ingenio. (E. Alpizar, comunicacién
personal, 30 de octubre del 2020).

De este modo, se buscara una solucion a la incertidumbre de cual debe ser la etapa
de adicion idonea en el proceso, ademas de contar con un documento escrito que sirva

como guia en los siguientes lotes de produccion que se desee utilizar enzimas con el fin
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de reducir sustancialmente los porcentajes de almidén y dextranas durante la produccion

de azucar blanco.

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 APLICACION DE ALFA AMILASA Y DEXTRANASA EN EL PROCESO
PRODUCTIVO DE INGENIOS AZUCAREROS.

En Lousiana, en las zafras de 1996 y 1997, se aplic6 Dextranex (nombre
comercial de la enzima dextranasa) en el jugo de cafia, en una concentracion de 6
g/ tonelada de jugo. Con un tiempo, entre los 12 y 15 minutos de reaccion; se
observo que las dextranas se redujeron de 50 % a un 85 %, a la vez se redujo la
viscosidad y el contenido de dextranas en el producto terminado (Clarke, 1997).

En Cuba, orientaron la aplicacion de la alfa-amilasa en el proceso del azUcar
crudo, con una dosificacion de la enzima de 2 a 5 g por tonelada de cafia molida en
el tanque de jugo clarificado, logrando eliminar mas del 65 % la concentracion de
almidon. De la mano de esta informacion, sefialaron que también obtuvieron buenos
resultados utilizando la enzima en la etapa de meladura, afiadiendo 5 gramos de

alfa-amilasa por cada tonelada de cafia (Namer y Davila, 1988).

Morel y Wienese (2002) en Durban, Sudéafrica, realizaron una serie de
pruebas con tres enzimas comerciales (Dextranex L-4000, Novo 50 L y Novo Plus
L) en diferentes partes del proceso industrial de la elaboracion del azucar, simulando
estos procesos a nivel de escala en el laboratorio. Encontraron que la aplicacion de
la enzima dextranasa en el difusor del jugo de cafia no es factible, ademas, la
enzima es menos activa a la temperatura por arriba de los 100 °C y brix entre los 60
y 65° encontrados en los evaporadores, pero si mas estable, especialmente en las

dextranas de cepa Chaetomiun sp.



Eggleston y Monge (2004) realizaron una investigacion de dextranasas
concentradas y diluidas, encontraron que la aplicacion de la dextranasa diluida y
concentrada en los jugos fue rentable econémicamente, mientras que la adiciéon de
dextranasas diluidas en las melazas no lo es. Sin embargo, se encontraron
problemas al utilizar la dextranasa diluida tras someterlas a altas concentraciones
de dextranas. Realizado el estudio se concluyd que se deben utilizar las
dextranasas concentradas en el Ultimo evaporador y asi poder alcanzar una

reduccioén alrededor del 37 %.

Las dextranasas mas aplicadas en los Estados Unidos constituyen a las
extraidas del hongo Chaetomium gracile (Eggleston & Monge, 2004). Aunque este
tipo de dextranasas cumplen con la misma funcion en la industria, se ha demostrado
gue hidrolizan mas rapido que las cepas de Penicilluim y Bacillus (Taylor et al.,
1990).

En Guatemala, en el afio 2004, se habl6 de la utilizacion de la alfa amilasa
en la etapa de evaporacion, ya que se presentan condiciones idoneas para el
correcto mecanismo de accién de la enzima. El rango de temperatura debe estar
entre los 71 a los 90 °C. Técnicamente de 1,27 a 6,20 gramos de enzima por cada

tonelada de cafia molida serian suficientes para el proceso (Penados, 2004).

En México, utilizando un disefio de experimentos (Box-Behnken), se
encontraron las condiciones Optimas operativas: concentracion de la enzima
dextranasa debe estar entre 15 y 25 mg/kg, temperatura entre 45y 60 °C y tiempo
de espera entre 10 y 15 minutos. Ademas, la etapa de la evaporacién es la etapa
gue mas coincide con dichas caracteristicas, por lo tanto, es en dicha etapa donde

se debe utilizar la dextranasa L-650 (nombre comercial) (Figueroa et al., 2006).

Loyola y Diaz (2013) y Figueroa et al. (2006), concluyeron tras una serie de

andlisis laboratoriales que el tiempo de hidrolisis para la enzima dextranasa deber



rondar los 15 minutos para que fuese 6ptimo. Ademas, el rango del pH para la

adicion de la enzima debe estar en un rango de 6 + 0,5.

Bashari et al. (2019), estudiaron la relacion entre la cristalizacién y las
dextranas. Los autores observaron por medio de un microscopio de barrido
electrénico como un cristal de sacarosa posee una estructura y figura normales,
mientras que un cristal en presencia de dextranas presenta forma elongada. Aunado
a esto, se comprobd un aumento en la velocidad de cristalizacion, después de la

hidrélisis de las dextranas.

En Costa Rica; La Liga Agricola de la Cafa de Azucar (LAICA) involucra la
union de 13 ingenios en la actualidad. Estos se encuentran distribuidos en todo el
pais (LAICA, 2020). Entre estos ingenios se encuentra el del General Milton

Fonseca, ubicado en Pérez Zeleddn que nacio en 1974 (CoopeAgri, 2020).

En este ingenio, se realiz6 la aplicacion de enzimas dextranasay alfa-amilasa
entre el 4y 7 de febrero del 2020 bajo instrucciones descritas en las fichas técnicas
de las enzimas brindadas por el proveedor, en las cuales se describe una
temperatura entre 65 a 75°C y pH entre 5 y 9 para la alfa amilasa. Y para la
dextranasa, una temperatura entre 65y 85°C y pH 4 a 8 (F. Bolafios, comunicacion

personal, 5 de julio, 2020).

La adicion de las enzimas se realiz0 en la entrada del tercer evaporador para
aprovechar al maximo el tiempo de contacto de las enzimas con una temperatura
aproximada a los 70°C, el tiempo aproximado de la operacion es de una hora. Se
observd, la reduccion de la prueba de floc alcohdlico (indicador de turbidez
producido por los polimeros). También se report6 una leve mejora en la
recuperaciéon de la sacarosa y pérdida de miel. Este ultimo conlleva a un beneficio
adicional para el ingenio y es producido por una reduccién de la viscosidad de la
masa tercera que permite una mayor facilidad para la cristalizacion de sacarosa.
(Bolafios, 2020).



Segun el comunicado recibido por Fernando Bolafios, gerente de calidad en
LAICA, el azucar producido en ese periodo se analizd para determinar almidon. Se
observé una reduccion de almidon de entre el 25 % y 50 % con respecto al azucar

sin aplicaciéon de enzimas (F. Bolafios, comunicacién personal, 5 de julio, 2020).

Para la produccion de azucar liquido se requiere optimizar la hidrélisis ya que
el azucar liquido, el cual se obtuvo mediante la alimentacion con los lotes de azucar
blanca tratados enziméaticamente se obtuvieron niveles de turbidez entre 18 y 25 UlI,
lo que significa que el producto estd muy cerca o, en algunos casos, incumplié el
limite maximo de 20 Ul segun parametros establecidos en LAICA (ver Cuadro II)
para la produccion de azucar liquido. No fue posible cuantificar el nivel de dextranas
ya que el método no estaba implementado en el laboratorio de LAICA. (F. Bolafios,
comunicacién personal, 5 de julio, 2020).

Se logra observar que, segun las investigaciones anteriormente
mencionadas, los autores coinciden en afadir las dextranasas y alfa-amilasas en la
etapa de evaporacion. Sin embargo, los rangos de concentracién son amplios, con
tiempos de reaccién y sitios de control variables. Lo que provoca cierta
incertidumbre y vacio para encontrar las condiciones aptas de adicion de enzimas
ya sea en la etapa de extraccion, clarificacion, evaporacién o cristalizacion del

proceso de obtencion de azucar.

1.2.2 ESTIPULACION DE LIMITE MAXIMO DE ALMIDON EN LAICA.

Internamente en LAICA, en el afio 2021, la gerencia de Calidad, estipulé un
limite méximo de 100 ppm de almidén en azucar blanca para alimentacion de la
planta de azucar liquido, tras una serie de determinaciones de almidén en azlcar
blanca de los ingenios Catsa, Taboga, El Viejo, EI Palmar, Porvenir, Victoria,
Quebrada Azul, Juan Vifias, Cutris y El General por un periodo de cuatro meses
(enero-mayo del 2021). Este estudio se llevé a cabo por la presente tesiaria y no

fue publicado en ningun oficio o documento interno ni externo de la empresa.

8



El promedio de almidén por ingenio se observa en el Cuadro |. Para el afio
2022 se realiz0 esta determinacion en los ingenios antes descritos exceptuando el
ingenio Juan Vifas, en el periodo de enero a abril, detallando los resultados en el
Cuadro 2.

Cuadro 1: Promedio de la cantidad de almiddén en azucar blanca en partes por

millon de los ingenios costarricenses en zafra 2020-2021 de enero a mayo.

Ingenio Promedio de almidén (ppm)
Catsa 167
Cutris 179

El General 189
Juan Vinas 151
Palmar 81

El Porvenir 236
Quebrada Azul 131
Taboga 71
CoopeVictoria 135
El Viejo 97

Fuente: Elaboracion propia.

Cuadro 2: Promedio de la cantidad de almidén en azucar blanca en partes por

millén de los ingenios costarricenses en zafra 2021-2022 de enero a abril.

Ingenio Promedio de almidon (ppm)
Catsa 144
Cutris 178
El General 163
El Palmar 108
El Viejo 92
El Porvenir 217
Quebrada Azul 136
Taboga 109
CoopeVictoria 148

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 2: Gréfico de cajas de los promedios de concentracion de almidén por
ingenio, desde enero a abril, 2022. Resultados demarcados con “*” significan datos

dispersos alrededor del promedio. Fuente: propia.

Se observan la figura 3 y 4, las cuales hacen referencia al cambio de
concentracion de almidén por ingenio en una linea de tiempo (eje x), esta linea del
tiempo es la misma para cada ingenio, que corresponde de enero a mayo del afio
2021 y de enero a abril del 2022 de la figura 3 y 4 respectivamente.
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enero a abril, 2022. Fuente: propia
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL: Estandarizar las condiciones de adicion de las
enzimas dextranasa y alfa-amilasa en el proceso de elaboracion de azucar blanco
de plantacion tras pruebas laboratoriales para alcanzar un producto final con un bajo

porcentaje en dextranas y almidén.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar las condiciones Optimas de potencial de hidrégeno, temperatura y
tiempo de hidrélisis de las enzimas dextranasa y alfa-amilasa a través de

una serie de pruebas a nivel de laboratorio con muestras de meladura.

e Elaborar lotes piloto de azucar blanca de plantacion en el ingenio El
Porvenir una vez encontradas las condiciones eficaces de adicién de las
enzimas. Asimismo, realizar analisis fisicoquimicos de almidon, dextranas,

floc alcohdlico, turbidez y floc de 10 dias en el producto terminado.

e Disminuir el potencial floc del producto terminado, de este modo contar con
una materia prima que cumpla con el parametro establecido internamente

en LAICA para la produccién de azucar liquido.
e Establecer un plan global de adicion de enzimas dextranasa y alfa-amilasa

en el proceso de elaboraciéon de azucar blanca que se adecuen a las

necesidades de los ingenios azucareros en Costa Rica.
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2. MARCO TEORICO

2.1 BACTERIAS PERTENECIENTES AL GENERO LEUCONOSTOC
PRODUCTORAS DE DEXTRANAS

El género Leuconostoc esta conformado por la familia Streptococcaceae, son
bacterias gran positivas, dificiles de aislar, catalasa-negativa, oxidasa negativa
(Ballesteros, De Alegria, Fernandez y Gutiérrez, 2010; Carvajal, 2018). Su habitat
se encuentra en la naturaleza, en raices de vegetales verdes, no se encuentra en
la microbiota del ser humano, pero si pueden estar presentes en la microbiota del

ganado y de ciertos insectos.

Este género tiene protagonismo en procesos de fermentacibn como en la
elaboracion de vino, azucares y lacteos (Carvajal, 2018). Aunado a esto, el género
Leuconostoc se conforma de especies como Leuconostoc mesenteroides, L.
mesenteroides sp, L. carnosum, L. gelidum, L, lactis, L, citreum, L.

psudomesenteroides, L. fallax, entre otros (Jofré et al, 2006).

Las dextranas son polimeros de la glucosa originados bacterialmente por
Leuconostoc mesenteroides luego de la recoleccion de cafa o durante el dafio de
su corteza. Las dextranas se acercan a una concentracion de cero o un nivel muy
bajo antes de la cosecha de la cafa. La bacteria L. mesenteroides es una bacteria
acido-lactica, capaz de producir la enzima dextranasacarasa (Arya, Pathak, Gupta
y Madan, 2018). En ciertas condiciones de temperatura y humedad favorables, la
enzima hidroliza la sacarosa y se convierten en dextranas, ademas se incorporan
metabolitos como etanol, acido acético, &cido lactico y manitol (Cuervo, Ledesma,
Duran y Argote, 2010).

Las dextranas son extraidas de los ingenios de azlcar en ciertos casos en
concentraciones de hasta 10 000 ppm e inclusive mas en casos extremos. Las
dextranas estan conformadas por enlaces a-(1-4), a-(1-3) y algunos a-(1-2), siendo

polisacaridos de alto peso molecular y la mayoria del tiempo son polisacaridos
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lineales, pero también se le pueden encontrar con ramificaciones. Las dextranas en
la industria azucarera generalmente son lineares, pero se ha encontrado que las
ramificaciones pueden ser significantes, mas que todo en dextranas de bajo peso

molecular donde existe de 5 a 8% de ramificaciones (Edye et al. 1998).

El efecto negativo de este tipo de polimeros es el consumo de sacarosa, de
hecho, por cada gramo de dextranas, se consumen 4 gramos de sacarosa. (Arya et
al. 2018). Ademas de todo lo que conlleva el proceso de obtencion de azlcar blanca;
cosecha, tiempos de espera, molienda, entre otros ya mencionados, la formacién
de dextranas también es formado por una mala higiene del ingenio azucarero.
(Morel y Weinese, 2002).

2.2 EL ALMIDON EN LA CANA DE AZUCAR

El almidon es uno de los principales productos de la fotosintesis, que se
almacena en los cloroplastos de las plantas en forma de granulos, esto en forma de
energia almacenada, cuando la fotosintesis no est4 ocurriendo (Bello-Pérez,

Montealvo, y Acevedo, 2006).

En el jugo de cafa de azucar, se puede encontrar una concentracion entre
1,6 a 2,6 g/kg de almidon (Figueira, Car-valho, y Sato, 2011), pero esto se encuentra
estrechamente relacionado con la época del afio, la madurez y variedad de plantas,
las condiciones climaticas tipo de suelo y método de analisis. En afios anteriores,
se ha observado un incremento de concentracion de almidon, esto producido
mayoritariamente por el procesamiento de la cafia sin quemar, condiciones
ambientales y usos de otros tipos de cafia que puedan contener mas almidon
(Eggleston et al, 2008).

El almidén esta compuesto de dos macromoléculas; amilosa y amilopectina.
La amilosa es una molécula lineal conformada por unidades de glucosa unidos a
enlaces a-1,4, la amilopectina se describe como una molécula con estructura

ramificada, conformada por moléculas de glucosa unidas por enlaces a (1-4) y a (1-
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6). Los granulos de almidon son semicristianos con un diametro de 1 a 10 um en
los tejidos de la cafia de azucar, en el maiz los granulos son un poco mas grandes
(5a25um), y en la papa son aun mayores (15 a 100 um) (Imrie y Tilbury, 1972). El
almidon en la cafia de azlcar esta compuesto alrededor de un 19 % de amilosa y
un 81 % de amilopectina (Vignes, 1974; Zhou et al. 2008).

El problema que ocasiona el almidon en la cafia de azucar recae en el
comportamiento de los granulos durante la hidratacion y calentamiento (Viginotti et
al. 2014). A través de la hidratacién y calentamiento ocurre la gelatinizacion que es
la causante de los taponamientos de las tuberias, conductos y tanques en la
produccion azucarera, en la gelatinizacion ocurren cambios irreversibles que

generan hinchamiento y disrupcion de los granulos de almidon (Pineda et al. 2010).

2.3 TIPOS DE CANA DE AZUCAR EN COSTA RICA

La presencia de almidén como se menciond anteriormente se encuentra
relacionado con el tipo de cafia de azUcar. La variedad de cafia de azlcar es muy
variada, una estimacion realizada en el afilo 2002 menciona las principales 60
variedades de cafia de azUcar cultivadas en Costa Rica, cuyos resultados muestran
un promedio de 14,9 afios por clon de cafia, un maximo de 66 afios y un minimo de
3 afos en el cultivo comercial con un coeficiente de variacion del 79,3 % (Figura 5)
(Chévez, Rodriguez, Villalobos, Alvarado, Calderén, Alfaro, y Rodriguez, 2002).
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CLON ANOS CLON ANOS CLON ANDOS
B 43-62 20 H 32-8560 30 MEX 57-473 25
B 47-44 36 H 37-1933 27 NA 56-42 9
B 50-135 a7 H 44-3098 27 MNCo 310 30
B 50-377 30 H 49-5 5 NCo 376 19
B 54-142 27 H 43-104 5 FINDAR 39
B 55-227 11 H 50-7209 12 FOJ2714 30
B 60-125 25 H 54-775 10 FOJ 2878 10
B 60-267 13 H 56-4848 [ 2 GE 19
B 61-208 9 H 57-5174 25 Q75 10
B 74-132 9 H 59-3775 5 296 9
B 76-259 9 H 60-8521 9 Q99 7
BT 65-152 9 H61-1721 6 102 3
Co 419 23 H 62-4671 6 RB 72-1012 7
Co 421 39 H 68-1158 9 RB 73-9735 7
CP 50-28 14 H 70-0144 7 SP70-1143 9
CP 57-603 9 H 71-4441 7 SP70-1284 9
CP 72-1210 9 Ja 60-5 9 SP71-5574 9
CP72-1312 9 L ai-14 6 SP71-6180 4
CP 72-2086 9 LAICA 82-135 4 TROJAN 5
CR 61-01 10 LAICA 85-653 9 WESTA 9

Figura 5: Principales variedades de cafia de azucar cultivadas en Costa Rica y sus

respectivos afios de uso comercial. Fuente: Chavez et al. (2002).

La cafia de azUcar no es la misma para todas las zonas del pais, por ejemplo,
para la serie CP (provenientes de Canal Point, Florida, EEUU) el 26 % se siembra
en el cantdén de Canfas, 24,9 % en Carrillo, un 21,1 % en Liberia y por ultimo un 12,6

% en Puntarenas.

La serie Q, la cual es proveniente de Queensland, Australia, se siembra en
tres cantones; San Carlos (22,9 %), Carrillo (22,8 %) y Turrialba (16,2 %). De igual
forma pasa con la serie SP (proveniente de S&o Pablo, Brasil), en Cafias se cultiva

un 9,1 %, en Puntarenas un 26 % y en Liberia un 24,7 %.

En la region Sur del pais se cultiva en gran cantidad de variedad SP 71-5574
(hibrido), la cual, a lo largo de los afios, demuestra una buena capacidad de las

condiciones de la zona (Chavez et al. 2002).

No existe una variedad ideal de cafia, esto es un fin utépico y tedrico, como
lo menciona Chéavez et al. es dificil encontrar una variedad que reuna las
caracteristicas de poco deterioro, no presencia de plagas, enfermedades ni poca

presencia de polisacaridos problema (Chavez et al. 2002).
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2.4 PROCESO GENERAL DE ELABORACION DEL AZUCAR BLANCA

Recepcion, descarga y alimentacion de la cafia: El departamento de
maquinaria recibe el nombre de Batey, la cafia se transporta por medio de
camiones, vagonetas, carretas, entre otros para luego ser pesada en basculas
(Ramirez, Mufioz, Vasquez y Pérez (2017). En la Figura 6 se observa el lugar de
recepcion de la cafia de azucar en el Ingenio el Porvenir. En este punto, la cafa

cortada se entrega al ingenio para luego ser pesada y contabilizada.

Figura 6: Lugar de recepcion y descarga de la cafia en el Ingenio Porvenir. Fuente

propia.

Molienda: La cafa llega al molino en donde posteriormente se extrae el jugo
para elaborar el azUcar. La cafia es cortada por medio de cuchillas rotatorias para
gue la extraccion del jugo sea mas eficaz, esta se muele en molinos (4 a 7) de cuatro
mazas, movilizados gracias a motores eléctricos con varias velocidades, por medio
de bandas, la cafa preparada es llevada a cada molino donde se extrae el jugo,
para alcanzar una cantidad mayor de sacarosa, el material que es expulsado de

cada molino se le agrega jugo o agua (Ingenio Providencia, 2016).

18



Seguidamente el jugo se pasa a través de dos tamices, uno grueso y otro
mas fino, esto para eliminar la mayor cantidad de bagacillo, el cual es la fibra muy
fina de la cafia (Secretaria de Recursos Naturales y Ambiente, 2009). En la Figura

7 se aprecian los molinos que presenta el Ingenio el Porvenir.

S laman’( W W B
XX S SIS N7

74

Figura 7: Etapa de extraccion del jugo por medio de molinos en el Ingenio El

Porvenir. Fuente propia.

Clarificacion del jugo: Durante esta fase, se purifica el jugo extraido. Este
debe estar exento de impurezas y materias extrafias. Dado esto el jugo sera
calentado, tratado con cal para posteriormente ser decantado, en este proceso los
objetivos principales que se desean alcanzar son obtener un jugo limpio, separar
materias como bagazo y tierra y mantener un pH béasico para impedir pérdidas por
la inversion de la sacarosa. Si se trata de azucar blanca, para alcanzar un color
Optimo, se debe pasar esta por el proceso de sulfitacién antes de clarificar el jugo
(ECN Automation, 2018). El clarificador que se observa en la Figura 8 es

perteneciente al Ingenio el Porvenir, el cual tiene una capacidad de 176 458 litros.
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Luego de que el jugo pasa a través de los calentadores y por el paso de sulfitacion,

este llega hasta este clarificador para eliminar impurezas como el bagazo.

Figura 8: Clarificador del Ingenio el Porvenir. Fuente propia

Evaporacién: El jugo que ya paso por el proceso de clarificacion, contiene
un alto contenido de agua, la cual debe ser retirada con ayuda de la evaporacion.
El jugo que posee aproximadamente un Brix de 15°, por medio de una serie de
evaporadores (llamados también efectos) se logra conseguir una meladura de
aproximadamente 65° Brix (Ingenio Providencia, 2016). En la figura 9 se logra

apreciar dos de los tres evaporadores que posee el Ingenio el Porvenir.
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Figura 9: Etapa de evaporacion en el Ingenio El Porvenir. Fuente propia.

Clarificacion de la meladura: Se le afiade al jarabe restante de la etapa de
evaporacion acido fosforico, luego se airea de la mano con la adicién de un
floculante (polimero) esto para disminuir el color de la meladura resultante (Ramirez
et al. 2017). Las bancas horizontales que se aprecian en la Figura 10, se hacen

pasar por debajo de la meladura cruda (sin clarificar) para airearla.
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Figura 10: Etapa de clarificacion de la meladura en el Ingenio el Porvenir. Fuente

propia.

Cristalizacién: Para obtener el azucar en cristales, a la meladura clarificada
de la etapa anterior, se le hace pasar por una serie de tachos. Un tacho, se asemeja
a una olla de presion, salvo que en lugar de presion se utiliza vacio para que la
temperatura siempre se mantenga optima y asi lograr el cambio de liquido a sélido

del azucar, mediante el proceso de llamado cristalizacion (Gonzéles, 2013).

La cristalizacion comienza desde la concentracion en el tacho hasta que se
obtenga el desarrollo del cristal, se logra observar la creacidon de cristales por medio
de la técnica conocida como semillamiento o siembra de cristales en una soluciéon
de sacarosa supersaturada. Se deben mantener las condiciones 6ptimas del tacho
0 evaporador como densidad, temperatura y humedad para lograr un producto de
calidad. (Gonzales, 2013).
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En la Figura 11 se logra observar uno de los dos tachos (color café) que
posee el ingenio El Porvenir, en donde por medio de vacio se logra obtener cristales

de azucar.

Figura 11: Etapa de cristalizacion en el Ingenio el Porvenir. Fuente propia.

Purga: En los tachos se obtiene una masa cocida, que se deriva de cristales
de azlcar y miel, la separacion del azicar se hace por medio de centrifugas, de

estas centrifugas sale azucar cruda y miel (Ramirez et al. 2017).

En esta etapa se obtienen tres tipos de azucar: azucar comercial o de
primera, azucar de segunda, la cual se utiliza para cocimiento de la primera, y el
azucar de tercera, es utilizada para la cristalizacion de la segunda coccion. El azucar
de tercera que se extrae se llama melaza. Luego de esto, el azUcar de primera es
fundida y aireada, el licor obtenido pasa por filtros de carb6on donde luego es

entregado a los tachos, se centrifuga, se seca y se envasa (Centro Nacional de
Produccion mas Limpia de Honduras, 2009).

La Figura 12 reune un esquema general de los pasos que conlleva un ingenio

azucarero para la obtencién de azucar blanca de plantacion.
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1. Recepcién
descargay
pesaje

2. Molienda

3.Clarificacion

4. Evaporacion

5. Clarificacion
del jugo crudo

6.Cristalizacion

8. Aireacion

9.Secado

7.Purga

Figura 12: Etapas del proceso general de elaboracion de azucar blanca de

plantacién en un ingenio azucarero. Fuente: Elaboracion propia

2.5 FORMACION DE FLOCULOS (POTENCIAL FLOC).

Existen penalidades si los niveles de dextranas exceden los limites
establecidos, de la misma forma sucede cuando se provee azucar blanca en la
industria de bebidas y se observa la presencia de nubosidad en una solucion de
sacarosa conocida como potencial floc (Protech, 2018). De acuerdo con Clarke
(1997), el floc acido en bebidas (floc de 10 dias), ABF en inglés se forma en
soluciones de sacarosa a un pH entre 3y 4 o menor, generalmente a los 10 dias de

elaborada la solucion y su posterior almacenamiento.

Este evento también es comun en soluciones de azlUcar muy concentradas,
pero en ocasiones no es visible a la vista. La metodologia a grandes rasgos consiste
en una solucién de azucar acidificada con acido fosférico hasta llegar a un pH de
1.5, se deja reposar a una temperatura ambiente durante 10 dias y luego se
examina visualmente la turbidez o formacién de floculos posiblemente existentes en

la solucion (Lopez, 2014).

Liuzzo y Hsu (1973), evaluaron el floc alcohdlico de la cafia de azlcar y

concluyeron que el floc estaba relacionado con la amilosa, el cual forma complejos
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con otros compuestos para producir particulas que componen el floc, por otra parte,

Roberts y Carpenter (1974) relatan que el floc de azucar de cafa refinada contenia

almiddn, lipidos, ceras, proteinas, dextranas y otros polisacaridos de la cafia.

Debido a lo mencionado anteriormente, se debe realizar una diferenciacién entre

los diferentes tipos de floc y su respectivo origen (Cuadro 3).

Cuadro 3: Tipos de floc segun su origen.

Origen

Caracteristicas

Microbiologico

Nuboso/ glébulos gelatinosos.

Almidon

Nubosidad y/o turbio

Dextranas

Globulos gelatinosos o trazas

Floc alcohdlico

Aparece en la adicion de etanol

Silicatos

Nubosidad/ precipitado flotante

Floc acido en bebidas

Bolsas algodonosas o trazas granulares a
pH acido después de un tiempo en
reposo.

Fuente: Clarke, (1977). Beverage floc and cane sugar.

2.6 LEGISLACION DE AZUCAR EN COSTA RICA

En Costa Rica, existe la Norma Oficial para el azlcar, decreto N° 17584-

MEC. En donde se establecen las caracteristicas y normas de calidad que deben

obedecer los diferentes tipos de azlcar. En esta Norma de 1973, establece que el

limite de dextranas para un azucar crudo debe ser menor a 250 uma o 400 ppm, sin

embargo, la ley no establece ningin parametro en el contenido de almidén ni

tampoco establece el alcance para el azicar blanca de plantacion.
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2.7 PARAMETROS INTERNOS DE PRODUCCION DE AZUCAR LIQUIDO EN
LAICA

El azucar liquido producido en LAICA, se encuentra controlado bajo las
especificaciones de The Coca Company BP-SP-124 27, declaradas en junio del
2014 y decisiones tomadas por la gerencia de Calidad. A continuacion, se detallan

los parametros maximos de cada analisis realizado al producto terminado.

Cuadro 4: Parametros maximos del azucar liquido producido en LAICA, Coyol.

Analisis Especificacién Unidad
Pureza Min. 99.9 %
Cenizas Max. 0.050 %
Materia Insoluble Max. 7 mg/kg
Turbidez Max. 20 Ul (Unidades Icumsa)
Color Max. 35 Ul
Cloruros (base seca) Méax. 180 mg/kg
pH Rango 5.0 — 8.6 n/a
°Brix Rango 66.5-67.5 %
Potencial floc (10 dias) sin formacion de Floc. Eﬁgﬂg:‘ogedﬁ%ugfgg
Floc alcohdélico Maximo 110 Absorbancia
Hongos y levaduras <10 UFC/10g
Recuento total aerobio <200 UFC/10g

Fuente: Elaboracion propia, tomado del machote de elaboracion de certificados de

despacho de azucar liquido producido en LAICA.

1 en donde:

0: Negativo, completa ausencia de particulas. También puede considerarse turbio
pero sin particulas visibles.

1: Preciso, particulas muy pequefias pero visibles a la luz

2: Ligero, particulas que se reunieron para formar pequefas particulas
algodonosas.

3: Medio, particulas de tamafio aproximadamente de 0,8 mm

4: Fuerte, aglomerado de particulas coloidales visibles a la luz, tamafio aproximado
de 3 mm.
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2.8 PARAMETROS INTERNOS DE PRODUCCION DE AZUCAR BLANCA DE

PLANTACION EN LAICA

Se muestra en el Cuadro 5, los parametros maximos de calidad de la azlcar

blanca estipulados en la ficha técnica B-01, version 2, estipulada por LAICA para el

recibo del azucar en periodo de zafra de todos los ingenios azucareros del pais.

Cuadro 5: Parametros maximos en azucar blanca estipulados en LAICA, El Coyol.

Parametro Especificacion maxima Unidades
Polarizacion 99,5 z°
Color 250 Unidades Icumsa (Ul)

Humedad 0,10 %
Cenizas 0,030 %

Materia Insoluble 150 mg/kg

Floc Alcohdlico 0,110 absorbancia
Dextranas 100 mg/kg
Almidon 100 mg/kg

2.9 DEXTRANASAS Y ALFA AMILASAS

Hasta el dia de hoy, el tnico método para eliminar las dextranas constituye
la aplicaciébn de las dextranasas para provocar una hidrolisis enzimatica. Las
dextranasas a-D-1.6-glucano-6-glucanohidrolasa son las encargadas de dicha
tarea, ya que actia rompiendo enlaces a-1,6, que son los mas presentes en el
polisacéarido y originando moléculas de menor tamafio. Las dextranasas pueden
extraerse de diferentes organismos como por ejemplo Penicillium lilacinum,
Penicillium funiculosum y Chaetomium gracile. El empleo de dextranasas mejora el
costo de produccién del azucar alrededor de 3 ddélares por tonelada de cafa.
(Rodriguez, 2005).
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La reduccidon de almidén en el azucar se logra a través de la hidrdlisis
enzimatica, en donde se transforman los almidones en compuestos mas livianos
como los azucares (Reyna, Robles, Reyes, Mendoza y Romero, 2004). La hidrdlisis
del almiddn se da por una reaccién en cadena de pasos multiples, el cual se realiza
en un sistema heterogéneo, en donde la celulosa insoluble se fracciona en la
interface solido-liquido (Salcedo, Galan y Pardo, 2012). Reyna et al. (2004)
mencionan que en la hidrolisis de los almidones las enzimas mas comunes
correspondan a la alfa y beta amilasa y que los azucares que se producen como
glucosa, maltrosa y dextrina pueden ser utilizados para otros microorganismos

vivientes o ser utilizados en la fabricacion por ejemplo de etanol.

2.10 DISENO DE EXPERIMENTOS

Un disefio de experimentos (DOE) es un proceso que plantea los pasos
necesarios y orden que se deben seguir para recolectar datos y analizar la
informacion que estudia un problema de investigacion, consta de una serie de
corridas, las cuales son el numero de experimentos con los cuales se trabajaran

dispuestas en distintas combinaciones de factores (Fernandez, 2020).

El objetivo de un DOE es obtener informacién que permita comprender de
una mejor manera un proceso y asi, poder optimizarlo; para poder tomar decisiones
gue mejoren la calidad. Las variables que seran analizadas, conocidas también
como factores son los puntos en los cuales un proceso o sistema puede tener

resultados distintos si alguno de estos es modificado (Fernandez, 2020).

Un disefio factorial 2 mediante el programa Minitab comprende una
excelente herramienta para determinar las mejores combinaciones de variables
tanto para la alfa amilasa como para la dextranasa. La matriz del disefio
experimental consta de las variables (o factores) de temperatura, tiempo y pH, con
un total de 8 corridas y 1 réplica. Se realiza una estadistica cuantitativa de 23 ya que
se trabaja con tres factores los cuales cada uno posee dos niveles a los que trabajar;
nivel alto y nivel bajo denominados arbitrariamente. (Fernandez, 2020).
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En el Anexo 1 se detalla la matriz de disefio factorial de 22 en donde un factor
se denota con letra mayuscula y los niveles alto y bajo con (-) y (+) respectivamente
para un disefio de experimentos con una sola réplica (también llamados de un solo
bloque). Los signos se trabajan de la siguiente manera: en la primera columna se
alternan los signos, comenzando por el -, en la segunda columna, se alternan los
signos de dos en dos y en la tercera de cuatro en cuatro. Por otro lado, cuando se
trabaja un DOE con tres bloques, se realiza cada corrida por triplicado y los signos

se mantienen de igual manera para cada corrida (Fernandez, 2020).

El DOE factorial se realiza mediante el calculo de los efectos principales de
cada factor; primeramente, se promedia los niveles (extremos) con los cuales se
trabaja el factor A para ambos niveles de B, posteriormente se compara entre ambos
para calcular el efecto principal. Esto se realiza con cada uno de los factores,
obteniendo también los resultados entre BC, AC y ABC. Estos calculos se llevan a
cabo por medio de la herramienta de Minitab, la cual utiliza un ANOVA para
determinar la variabilidad del proceso y clasificarla en varios grupos, desarrollando
pruebas con validez estadistica y asi determinar los efectos que influyen en la

respuesta (Tanco, 2008).
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3. METODOLOGIA

Los espacios geograficos donde se trabajé la presente investigacion
corresponden al laboratorio de control de calidad de LAICA, en el Coyol de Alajuela,
Costa Rica y en el Ingenio el Porvenir, Tacares, Grecia. Entre los periodos de enero
a marzo del 2021 y de enero a marzo 2022 se realizaron las pruebas especificas en
el laboratorio. El tratamiento enzimatico en el ingenio se realizé desde el 31 de
marzo al 7 de abril, 2022.

Las determinaciones de dosificacibn de enzimas en las pruebas
laboratoriales se realizaron en meladura, la cual es el producto de la evaporacion
del jugo de cafa, en forma de jarabe, con un brix entre 60 y 65° y un pH alrededor
de seis. Para ambas enzimas, se contd con 25 kilogramos para realizar todos los

analisis.

3.1 CALCULO DE DOSIFICACION DE ALFA AMILASA EN MUESTRAS DE
MELADURA

La muestra de meladura cruda fue otorgada por el ingenio el Porvenir
(Tacares, Grecia, Costa Rica). Tras la informacién dada por el gerente de Calidad
Fernando Bolafios y el jefe de calidad del ingenio, Enrique Bolafos,
aproximadamente por cada tonelada de cafia molida, se obtienen 250 kg de
meladura salida del tercer evaporador. Por cada tonelada de cafia segun la ficha
técnica de la enzima se debe afiadir de 1 a 2 g, por lo tanto, para determinar las
condiciones 6ptimas de pH, tiempo y temperatura se afiadio 0,005 g de enzima por
cada kilogramo de meladura ya que se trabaj6é con la minima cantidad descrita en
la ficha técnica y de este modo asegurar eficacia con poca cantidad de enzima y no

elevar los costos que implican este proceso en el ingenio.
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3.2 DOSIFICACION DE DEXTRANASA EN MUESTRAS DE MELADURA

A nivel productivo, no es econdmicamente factible adicionar la cantidad de
dextranasa que indica la ficha técnica (Protech, 2018), ya que esta ultima sefiala
gque se debe afadir enzima proporcionalmente a la cantidad inicial de dextranas en
jugo y/o meladura para asi poder eliminar por medio de hidrélisis un considerable
porcentaje de las dextranas. Es por esta razon que a nivel laboratorial se traté la

meladura con la misma cantidad de enzima dextranasa como se dosifico la amilasa.

3.3 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES EFICACES DE POTENCIAL DE
HIDROGENO, TEMPERATURA Y TIEMPO DE REACCION DE LA ENZIMA ALFA-
AMILASA Y DEXTRANASA

3.3.1 PRUEBAS RELACIONADAS CON LA TEMPERATURA PARA LA ALFA-
AMILASA

A la meladura se le determiné la cantidad de almidén inicial presentes por
medio del método ICUMSA Draft n°3 del 2007. Se realiz6 un control a temperatura
ambiente (alrededor de los 25 °C) y pruebas de adicion a las siguientes
temperaturas: 50, 55, 60, 65, 70y 75 °C de la siguiente manera: A 1 kg de meladura
se afiadié por medio de una balanza analitica 0,005 g de enzima alfa amilasa, se
homogenizo, se dividié en beakers de 250 mL y se colocaron por 20 minutos en
bafio maria a la temperatura de prueba correspondiente. Luego de esto se llevo a
ebullicién la muestra para desnaturalizar la proteina y se procedié a cuantificar el
almidon residual en cada determinacion por medio del método ICUMSA draft
Method No. 3 (2007).

3.3.2 PRUEBAS RELACIONADAS CON EL PH PARA LA ALFA-AMILASA

Se cuantificé la cantidad de almidon inicial presente en muestra de meladura.
Seguidamente, en 4 beakers de 1 L, se pes6 500 g de meladura y se regulé el pH

de para obtener muestras de pH de 3, 5, 7 y 10 con &cido clorhidrico (15 mL en 20
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de agua) y NaOH (5 g en 20 mL de agua destilada). Luego de esto, se afadié a
cada muestra 0,005 g de alfa amilasa, se colocaron en bafio maria a 65°C y se

procedié a cuantificar el almidén residual.

3.3.3 PRUEBAS RELACIONADAS CON EL TIEMPO DE HIDROLISIS PARA LA
ALFA-AMILASA

Se cuantificé la cantidad de almiddn inicial presentes en la meladura. En 1,5
kilogramos de meladura se le afiadio 0,015 g de enzima alfa amilasa. Se separaron
cantidades en igual proporcion de 250 mL en beakers de vidrio y seguidamente se
colocaron en un bafio maria a 65°C. Las muestras se fueron extrayendo en el
siguiente orden: a los 10, 20, 30, 60 y 90 minutos respectivamente. Luego de esto

se enfriaron las muestras y se procedio a cuantificar el almidon residual.

3.3.4 DISENO DE EXPERIMENTOS

Mediante una serie de corridas aleatorias, ordenados por bloques, se dispuso
a realizar dos disefios de experimentos factoriales para cada enzima por medio del
programa Minitab. Tomando como factores la temperatura, el pH y el tiempo de
hidrolisis.

Para el disefio de experimentos de la alfa amilasa se trabajé con los extremos
de las variables: pH: de 4 a 9, tiempo de 10 a 40 minutos y temperatura de 55 a 70
°C. Para la dextranasa se trabaj6é con rangos de pH de 5 a 8, tiempo de 30 a 120

minutos y a una temperatura de 55 a 75°C.

Se tomé en cuenta para la propuesta experimental, los Anexos 1 para la alfa
amilasa y el Anexo para la dextranasa. Para el DOE de la alfa amilasa se utiliz6 el
disefio 22 factorial sin réplica, mientras que para la dextranasa se utilizé el disefio

23 factorial con tres réplicas (bloques).
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3.4 METODOS ANALITICOS

3.4.1 DETERMINACION DE DEXTRANAS EN AZUCARES, MELADURA Y
JUGOS MEDIANTE UN METODO MODIFICADO DE TURBIDEZ EN ALCOHOL.

El método utilizado para la cuantificacion de dextranas consiste en el método
ICUMSA, en donde se determinaron las dextranas en meladura y azucar blanca por
método turbimétrico en donde su principio fisicoquimico se basa en la poca
solubilidad de las dextranas en la solucion hidro-etandlica y medicion en
espectrofotometro a 720 nm de la turbidez que se ha producido en la muestra
(Método GS 1/2/9-15, 2011). La curva de calibracion se elabor6é a partir de un
estandar de dextranas extraido de Leuconostoc mesenteroides de peso molecular
de 150 000 Dalton (Da).

Por otro lado, la cuantificacion de dextranas en jugo mixto se llevé a cabo bajo el
ensayo GS8-19 (2007) con el mismo principio fisicoquimico, sin embargo, la Gnica
diferencia del método GS 1/2/9-15, 2011 es que la curva de calibracion de trabajo

se elabora a partir de jugo mixto filtrado.

3.4.2. DETERMINACION DE ALMIDON EN MUESTRAS DE AZUCAR BLANCA,
MELADURA Y JUGO MIXTO.

La determinacion de almidon en meladura, azucar blanca y jugo se realizé por el
método Draft n°3 (2007) de ICUMSA ya que dicho método abarca todas las matrices
mencionadas anteriormente. Se llevan a cabo por una curva de calibracion en partes
por millén de almidon grado reactivo de papa, del fabricante Sigma Aldrich. El
principio fisicoquimico del método se basa en la reaccion del almidén en un medio
acido con una solucién de yodo-yodato, dando como resultado un complejo color
azulado, el cual es medido a una longitud de onda de 570 nm usando

espectrofotometria de ultravioleta visible.
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e Expresion deresultados: La concentracion de almidon de la solucion bajo
analisis se estimo con base en la regresion lineal de la curva de calibracion

y multiplicando por el factor de dilucion segun el tipo de muestra.

3.4.3. METODO DE POTENCIAL FLOC Y FLOC DE 10 DIAS.

El método del potencial floc alcohdlico se basé en el método IT-MN-2.2.6
Potencial Floc, Compafia FEMSA. Los resultados del potencial floc se obtienen
directamente del resultado de la absorbancia, mientras que el método del floc de 10
dias se baso en el Procedimiento N°23 ICUMSA, 2002, también llamado test Coca-
Cola de 10 dias, aceptado por ICUMSA, en este ultimo, se realiza una solucion de
la azlcar blanca a un °Brix de alrededor del 54°, se acidifica con &acido fosférico y

se realizan observaciones a los 3,7 y 10 dias.

3.4.4. METODO DE TURBIDEZ EN AZUCAR BLANCA DE PLANTACION

La turbidez del producto final se determind por medio del método ICUMSA
GS2/ 3-18 (2007). En donde la turbidez se cuantificé mediante la resta del resultado
del color sin filtrar menos el resultado del color filtrado a una longitud de onda de
420 nm.

3.5. ELABORACION DE LOTES PILOTO EN EL INGENIO EL PORVENIR,
TACARES, GRECIA.

Se adicionaron alrededor de 19 kg de cada enzima en total en lotes de

produccion del ingenio El Porvenir sefialados en el Cuadro 6.

Los lotes de cualquier tipo de azucar en Costa Rica en los ingenios se
encuentran conformados de la siguiente manera: afio (22), fecha juliana (91), cédigo
del ingenio (en este caso El Porvenir corresponde al 04), tipo de azucar (0002 para
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azucar blanca en presentacién de big bag lo cual equivale a una tonelada) y por

ultimo el consecutivo (00195).

Cuadro 6: Lotes tratados enzimaticamente y fecha de su respectiva produccion.

Lote Dia Juliano | Fecha de produccién
2291040000200195 91 1/04/2022
2291040000200196
2292040000200197 92 2/04/2022
2294040000200198 94 4/04/2022
2294040000200199
2295040000200200
2295040000200201 95 5/04/2022
2295040000200202
2295040000200203
2296040000200204 96 6/04/2022
2296040000200205
2296040000200206
2297040000200207
2297040000200208 97 7/04/2022
2297040000200209

Se trabaj6 ambas enzimas a una concentracion de cinco partes por millon.
La enzima alfa amilasa se dosifico en un flujo de 1,45 L/ hy la dextranasa a un flujo
de 1,8 L/ h, los datos para realizar los calculos de preparacion de las enzimas por

dia se contemplan en el Cuadro 7.
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Cuadro 7: Datos para el calculo de peso de cada enzima para dosificar 5 ppm.

Puntos paratomar en cuenta Dato
Cafia molida al dia 650 toneladas
Porcentaje de trabajo de la bomba 30 %
dosificadora de dextranasa
Equivalente del 30 % de la dosificacion 1,8 L/h
de la bomba
Porcentaje de trabajo de la bomba 20 %
dosificadora de alfa amilasa
Equivalente del 20 % de la dosificacion 1,45 (L/h)
de la bomba

Ver calculo de las cantidades de enzima dextranasa, alfa amilasa y agua por
utilizar por dia en Anexos 3y 4. Antes de proceder con la aplicacion se asegur6 de
gue el flujo en ambas bombas fuese el correcto con ayuda de una probeta de 100

mL y crondmetro de 1 minuto.

En la azlcar blanca de plantacion (producto final) se procedié a cuantificar
los polisacaridos, problema por medio de los métodos antes descritos, ademas de

determinar el potencial floc acido de 10 dias, potencial floc alcohdlico y turbidez.
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4. RESULTADOS

4.1 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES EFICACES DE POTENCIAL DE
HIDROGENO, TEMPERATURA Y TIEMPO DE REACCION DE LA ENZIMA ALFA-
AMILASA Y DEXTRANASA

4.1.1 DETERMINACION DEL TIEMPO EFICAZ DE HIDROLISIS EN LA ALFA
AMILASA

La concentracion inicial de almidén en la meladura para determinar el tiempo
Optimo de reaccion resulto ser de 533 ppm. Se aprecia en la Figura 13 y Cuadro 8,
coémo a los 10 minutos de reaccion, se mantiene la concentracién entre 302,6 a 318

y una concentracion minima a los 20 minutos.

Cuadro 8: Resultado del almidon residual segun el tiempo de reaccién a 65 °C.
Segun el método Draft N°3 de ICUMSA.

Tiempo (min) Concen_tracién
promedio (ppm)

0 533

10 313

20 303

30 313

60 318

90 379

37



530

p
I
»
S o

Concentracion (ppm)
w
(o]
o

330

280

40

60 80 100

Tiempo de hidrdlisis (min)

Figura 13: Relacion entre la concentracion de almidon y el tiempo de reacciéon de

la alfa amilasa a 65°C en muestras de meladura cruda. Elaboracién propia.

4.1.2 DETERMINACION DE LA TEMPERATURA EFICAZ DE HIDROLISIS EN LA

ALFA AMILASA

Al realizarse las pruebas sobre la temperatura, se observa como a una

temperatura ambiente la hidrélisis si se lleva a cabo, sin embargo, la hidrdlisis

incrementa a medida que la temperatura es aumentada. Segun el Cuadro 9

Cuadro 9: Resultados de la determinacion residual de almidén en partes por millén

tras pruebas de temperatura para la alfa amilasa. Concentracion inicial de almidén

en meladura de 533 ppm

Temperatura
(°C)

Concentracion
promedio de
almidén (ppm)

25

441

50

337

55

312

60

349

65

355

70

335

75

397
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4.1.3 DETERMINACION DEL PH EFICAZ DE HIDROLISIS EN LA ALFA AMILASA

Las muestras de meladura que se trataron con un rango de pH desde 3 hasta
9,74, presentaron grados Brix fluctuados gracias a la adicion de NaOH o HCI
utilizados para regular el pH de la muestra, se observa en el Cuadro 10 cémo a un
pH alrededor de su pH normal sin adicion de base o acido de 6,26 y alrededor de

pH 7 la concentracion de almidon entre °Brix resultd menor (ver Figura 14).

Cuadro 10: Datos de las pruebas realizadas en la determinacion del pH ideal en

muestras de meladura cruda para la enzima alfa amilasa.

pH muestras | Cn de almidén °Brix final Cn de almidon
de meladura | promedio (ppm) (ppm/°Brix)
3,00 543 59,2 9,2
5,00 356 60,7 59
6,26 323 61,4 53
7,00 297 60,9 4,9
7,50 315 62,0 51
8,00 352 62,0 57
8,50 391 61,7 6,3
9,74 453 59,4 7,6
5007
E w0/ /
EE 400 @{
S /

3504

3004

v T T T
3,00 5,00 626 7,00 750 £,00 850 2,70
pH
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Figura 14: Almidoén residual en muestras de meladura tras adicion de alfa amilasa
a diferente pH, a una temperatura de 65°C y un tiempo de reaccion de 20 minutos.

Elaboracion propia

4.1.4 DISENO DE EXPERIMENTOS DE LA ALFA AMILASA

Como se observa en el Cuadro 11, los resultados mas bajos de almidén en
meladura con las diferentes combinaciones son los sefialados en negrita. Se realiza
el disefio de experimentos (DOE) de un solo bloque, o sea, que solamente se realiza
una réplica por cada combinacion de variables, se trabajé con la temperatura,
tiempoy pH en los extremos, exceptuando el orden de corrida 5, el cual corresponde
al promedio de cada factor.

Cuadro 11: Disefio de experimentos factorial de un blogue pertenecientes a la
enzima alfa amilasa. Datos resaltados en negrita equivalen a las combinaciones en

donde se obtuvieron resultados mas bajos en almidon en ppm.

Condiciones Tiempo (min) | Temperatura (°C) | pH | Almidén
experimentales residual
(Ppm)

1 40 55,0 9,0 149

2 40 55,0 4,0 139

3 40 70,0 4,0 95

4 10 55,0 9,0 153

5 25 62,5 6,5 119

6 10 55,0 4,0 149

7 40 70,0 9,0 149

8 10 70,0 9,0 129

9 10 70,0 4,0 138
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4.1.5 DETERMINACION DEL TIEMPO, TEMPERATURA Y PH EFICAZ DE
HIDROLISIS EN LA DEXTRANASA POR MEDIO DE UN DISENO DE
EXPERIMENTOS.

Una vez realizada la curva de calibracion de dextranas en partes por millon,
se obtuvo la ecuaciéon que permite despejar la concentracién de dextranas en la
meladura. Se observa en la ecuacion 1, una regresion alusiva a una curva de
calibracion exponencial (consultar Anexo 6) ya que es la regresion que mejor se le
ajusto.

Ecuacion 1: Ecuacion obtenida de la regresion para el calculo de la concentracion
de dextranas.

y = 0,005092 + 0,000245x + 0,000001x?
Donde:

y: es absorbancia de la muestra

X: corresponde a la concentracion que se debe despejar.

Dado que corresponde a una ecuaciéon cuadratica, se obtiene la variable

relacionada con la concentracion (x) mediante la Ecuacion 2

Ecuacion 2: Ecuacion para el despeje de la concentracion de dextranas en ppm

—b + Vb2 — 4ac
x =
2a

En donde, segun la ecuacion 1:
a: 0,000001
b: 0,000245
c: 0,005092
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Un DOE disefiado con los factores de tiempo, pH y temperatura para la
dextranasa, mostré un buen resultado con las ordenes de corrida 2, 9 y 16
sefialados en negrita. Se observa en el Cuadro 12, como esas combinaciones tienen
como puntos en comun un pH &cido y una temperatura en el extremo inferior de 55
°C.

Cuadro 12: Disefio de experimentos factorial de tres bloques de la enzima
dextranasa. Datos resaltados en negrita equivalen a las combinaciones de variables

que brindaron menores resultados de dextranas en partes por millén.

Condiciones Bloques | Temperatura | pH | Tiempo | Dextranas
experimentales °O (min) | residuales
(Ppm)
1 1 75 8 120 1359
2 1 55 5 30 1012
3 1 75 8 30 1345
4 1 55 8 30 1321
5 1 55 5 120 940
6 1 55 8 120 1211
7 1 75 5 30 1196
8 1 75 5 120 1182
9 3 55 5 120 938
10 3 75 8 120 1361
11 3 55 8 30 1321
12 3 75 5 120 1193
13 3 55 8 120 1212
14 3 75 5 30 1168
15 3 75 8 30 1346
16 3 55 5 30 1015
17 2 55 5 30 1015
18 2 75 8 120 1359
19 2 55 8 120 1211
20 2 75 5 30 1196
21 2 75 5 120 1191
22 2 55 8 30 1318
23 2 55 5 120 938
24 2 75 8 30 1345
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En la Figura 15, la cual fue obtenida seguidamente de la elaboracion del
DOE, se aprecia una grafica de barras donde se ilustran las variables de

temperatura (A), pH (B) y tiempo (C).

&0

50
Efecto estandarizado

20

214
T
0

AB

AC -
ABC

BC

Termino

Figura 15: Influencia de los factores A, B y C en la adicién de la dextranasa.

Meladura como analito. Fuente: propia.

4.2 ETAPAS DE ADICION DE LAS ENZIMAS ALFA AMILASA Y DEXTRANASA
EN EL INGENIO EL PORVENIR, GRECIA.

Una vez encontradas las condiciones de pH, tiempo y temperatura para
ambas enzimas, los puntos donde fueron adicionadas ambas enzimas se
encuentran sefialados en la Figura 16. El punto A el cual hace referencia al jugo
mixto después de ser extraido de los molinos fue el punto de adicion de la enzima
alfa amilasa, mientras que en el punto B, el cual se ubica en el tanque de meladura

clarificada, se afiadio la dextranasa.

Las concentraciones iniciales de almidon y dextranas en jugo mixto y

meladura anterior al tratamiento enzimatico en el ingenio fueron determinados. Una
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vez que se procedié con la aplicacion de ambas enzimas el dia 30/03/2022 a las
1:00 pm, se estipulé un muestreo de meladura cada tres horas (7 am-10 am-1 pm-
4 pm) por 3 dias.

El muestreo de la meladura se realizé 30 minutos luego de que la dextranasa
fue afadida, en el sitio en cascada (ver Anexo 18), esta meladura contiene tanto
alfa amilasa como dextranasa. Este muestro cada tres horas se realiz6 para
monitorear las concentraciones de almidén y dextranas, mientras que el jugo mixto
fue extraido diariamente para determinar la variacion de polisacéaridos problema en
la materia prima.

3. Generacion do Va
Electricidag k)

et LB

Figura 16: Puntos en el proceso productivo en donde fueron adicionadas la alfa
amilasa y dextranasa. Fuente: Ortega, K, Manyoma. J. P (2013). Implementacion
de un Sistema de Auditoria Ambiental en el Proceso de Produccién del Azucar en

el Ingenio Carmelita.
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4.3 RESULTADOS DE ALMIDON Y DEXTRANAS EN MELADURA Y JUGO
MIXTO DURANTE LA ELABORACION DE LOTES PILOTO DE AZUCAR
BLANCA EN EL INGENIO EL PORVENIR.

En el Cuadro 13 se detallan los datos iniciales de almidon y/o dextranas de
cada muestreo de meladura. Se aprecia variabilidad en los resultados con respecto

a los dias de muestreo.

Cuadro 13: Datos de almidén y dextranas en meladura en partes por millén de

diferentes fechas de recoleccion en el Ingenio El Porvenir, Tacares, Grecia.

Los resultados de los muestreos diarios de jugo mixto se detallan en el

Cuadro 14. Los resultados de las dextranas son proporcionados por la ecuacion

Fecha de recoleccion Almidén (ppm) Dextranas (ppm)
19/01/2021 480 No determinado
26/01/2021 533 No determinado
02/02/2021 448 No determinado
18/03/2021 428 547
11/01/2022 No determinado 1361
30/03/2022 658 295
Promedio 525 735

extraida de la curva de calibracion de dextranas en jugo (consultar Anexo 7)
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Cuadro 14: Resultados de los muestreos diarios de la materia prima (jugo mixto)

para la elaboracion de azucar blanca de plantacion.

Promedio de | Promedio de
Fecha Hora almidén dextranas
(ppm) (ppm)
30/3/2022 12:00 p. m. 164 95
31/3/2022 7:00 a. m. 40 0
1/4/2022 10:00 a. m. 143 0
4/4/2022 7:00 a. m. 73 0

Se muestran resultados promedio de almidon y dextranas en meladura en
los muestreos diarios cada tres horas en el sitio en “cascada” en el cuadro 15. Se

observa mucha variabilidad de los polisacaridos en cuestion en cada muestreo.

Cuadro 15: Promedio de almidén y dextranas en partes por millén de los muestreos

de meladura con tratamiento, realizadas cada tres horas en el ingenio El Porvenir.

Fecha Hora Almidén (ppm) | Dextranas (ppm)
7:00 a. m. 66 505
31/03/2022 10:00 a. m. 48 493
1:00 p. m. 71 252
4:00 p. m. 102 599
10:00 a. m. 24 224
01/04/2022
1:00 p. m. 45 654
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4:00 p. m. 57 391

7:00 a. m. 244 603

10:00 a. m. 86 352
04/04/2022

1:00 p. m. 50 426

4:00 p. m. 120 310

4.4 RESULTADOS EN EL AZUCAR BLANCA DE PLANTACION (PRODUCTO
TERMINADO) TRAS LA ADICION ENZIMATICA DE ALFA AMILASA Y
DEXTRANASA.

4.4.1 RESULTADOS DE ALMIDON Y DEXTRANAS EN PRODUCTO
TERMINADO

El promedio de almidén en ppm en el producto terminado se muestra en el
Cuadro 16, los lotes sefialados en negrita corresponden a los lotes sin tratamiento
enzimatico, elaborados después del 7 de abril, 2022. El promedio de los resultados
es basado en tres réplicas por lote, obtenidas de las respectivas absorbancias.

Ademas, el promedio global de almiddn en los lotes tratados con alfa amilasa

corresponde a 67 ppm.

Cuadro 16: Resultados de almidén en ppm en los lotes de produccién del ingenio

el Porvenir con tratamiento enzimatico y ultimos 4 lotes sin tratamiento.

Promedio Desviacion
Lote Almidon(ppm) | estandar (ppm)
212291040000200195 94 1,2
0,0
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212291040000200196 85
212292040000200197 88 1,2
212294040000200198 69 1,5
212294040000200199 65 1,0
212294040000200200 87 0.0
212295040000200201 56 0,6
212295040000200203 66 17
212296040000200204 48 4,5
212296040000200205 68 1,0
212296040000200206 70 2,1
212297040000200207 44 1,0
212297040000200208 a4 1,2
212297040000200209 48 12
212298040000200210 278 0.6
212298040000200211 302 2,3
212299040000200212 326 4.0

Utilizando el método GS 1/2/9-15 (2011), se logra obtener un promedio de
dextranas en ppm por lote de azlcar blanca segun las absorbancias obtenidas. Los
resultados se aprecian en el Cuadro 17. El promedio global de dextranas de todos

los lotes de azlcar blanca tratados corresponde a 95 ppm

Cuadro 17: Promedio de dextranas en partes por millon en el azucar blanca de
plantacion con tratamiento enzimatico y ultimos 3 lotes sin tratamiento (sefialados

en negrita).
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Promedio o
dextranas Desviacion
Lote (ppm) estandar (ppm)
212291040000200195 50 0,0
212291040000200196 23 2,0
212292040000200197 43 1,7
212294040000200198 15 0,0
212294040000200199 0 0,0
212294040000200200 108 3,3
212295040000200201 4 0,0
212295040000200203 89 0,0
212296040000200204 130 0,0
212296040000200205 163 2,0
212296040000200206 122 1,2
212297040000200207 219 1,5
212297040000200208 169 1,0
212297040000200209 194 0,9
212298040000200210 275 5,5
212298040000200211 737 0,9
212299040000200212 578 0,8

La Figura 17 muestra un grafico en donde se observa el comportamiento en
partes por millébn del almidén en color azul y de dextranas en color rojo de los lotes
de azlcar blanca de plantacion. Los udltimos tres lotes que muestran un
comportamiento ascendente corresponden a lotes sin ningun tratamiento

enzimatico.
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Figura 17: Grafica de dispersion de almidén y dextranas con respecto a los lotes

de produccién de azucar blanca. Fuente propia.

Se observaron los granos de todos los lotes de azucar blanca por medio de
un microscopio, todos los granos observados presentaron amorfismo del cristal ya
gue se detallaban de forma elongada. En la Figura 18 se aprecia una imagen
comparativa entre cristales producidos por otro ingenio azucarero costarricense que
poseen forma cuadrada caracterizados como la forma normal del cristal (lado
izquierdo) y del lado derecho se observa el lote consecutivo 199 del Ingenio El

Porvenir el cual presenté O ppm de dextranas.
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Figura 18: Imagen comparativa de granos de azucar en forma normal (cuadrada)

producidos por un ingenio azucarero costarricense y los granos de azucar del lote
consecutivo 199 del ingenio El Porvenir tratado enzimaticamente donde se puede

observar elongacioén del cristal. Fuente: propia.

4.4.2 RESULTADOS DE FLOC ALCOHOLICO Y FLOC DE 10 DIAS EN
PRODUCTO TERMINADO

Tras la medicion del floc alcohdlico mediante el método IT-MN-2.2.6 de
FEMSA, se logra obtener el promedio de los resultados tras tres réplicas de cada
lote (ver Anexo 8). Los resultados se reportaron en absorbancias, ya que este es el
dato final del floc alcohdlico. En la Figura 19 se observa el comportamiento del
potencial floc de los lotes con tratamiento (color azul) y los lotes sin tratamiento en

color rojo.
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Figura 19: Potencial floc de los lotes tratados enzimaticamente y lotes sin

tratamiento. Fuente propia

En la Figura 20 se muestra un gréafico con los resultados del potencial floc del
Ingenio El Porvenir, desde febrero del 2022 hasta abril del 2022, los cuales se
realizaron como control anual en la zafra correspondiente 2021-2022. Los
resultados abajo del limite superior en la finalizacién de marzo, 2022 y principios del
mes de abril corresponden a los resultados del potencial floc de la azucar blanca de

plantacion, la cual fue elaborada con adicion enzimatica en el Ingenio.

52



L]
(=5 ]
L

[
(5 )

Absorbancia

0,25 l

0,2

0,15

0,1 ¢ "

0,05 w

28/2/2022  10/3/2022 20/3/2022 30/3/2022  9/4/2022  19/4/2022

Fecha de produccion

Figura 20: Resultados del potencial floc del Ingenio el Porvenir, Tacares, Grecia,
desde febrero, 2022 hasta abril, 2022. Realizados en el laboratorio Central de
LAICA, Coyol de Alajuela.

El Cuadro 18 muestra los resultados de las observaciones en los dias 3, 7 y
10 con respecto a la formacion de fléculos, a una solucion de 54° Brix, acidificada
hasta un pH de 1,5 con acido fosférico. (Consultar apartado 2.7 acerca de la
expresion de resultados del potencial floc de 10 dias para la produccion de azucar

liquido)
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Cuadro 18: Observaciones en dias del floc de 10 dias de los lotes tratados

enzimaticamente y ultimos 3 lotes sin tratamiento.

Lote Dia 3 Dia 7 Dia 10
Formacion de floculos
2291040000200195 0 0 0
2291040000200196 0 0 0
2292040000200197 0 0 0
2294040000200198 0 0 0
2294040000200199 0 1 1
2294040000200200 0 1 1
2295040000200201 0 1 1
2295040000200203 0 1 1
2296040000200204 0 1 2
2296040000200205 0 1 1
2296040000200206 0 1 2
2297040000200207 0 1 1
2297040000200208 0 1 1
2297040000200209 0 1 1
2298040000200210 0 1 1
2298040000200211 0 0 1
2299040000200212 0 1 1

4.4.1 RESULTADOS DE TURBIDEZ EN PRODUCTO TERMINADO

La turbidez de la azlUcar blanca de plantacion con tratamiento se observa en
el Cuadro 19, donde los resultados son descritos en Unidades ICUMSA (Ul).
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Cuadro 19: Resultado de turbidez en el producto terminado en los lotes tratados

enzimaticamente con alfa amilasa y dextranasa.

Lote Turbidez (UI)
212291040000200195 128
212291040000200196 117
212292040000200197 107
212294040000200198 178
212294040000200199 151
212295040000200200 152
212295040000200201 162
212295040000200203 148
212296040000200204 100
212296040000200205 138
212296040000200206 98
212297040000200207 96
212297040000200208 93
212297040000200209 105
212298040000200210 114
212298040000200211 103
212299040000200212 114
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5. DISCUSION DE RESULTADOS:

5.1 PRUEBAS RELACIONADAS CON EL TIEMPO PARA LA ALFA AMILASA

Tras realizada la curva de calibracion y puesto en marcha el procedimiento
de ensayo se logré determinar que la concentracion inicial de almidén en una

muestra de meladura para esta prueba es de 533 ppm en promedio (ver Cuadro 8)

El tiempo de reaccion para la alfa amilasa se mantiene en un rango de 10 a
60 minutos, luego de este tiempo la concentracién de almidén tuvo un ascenso de
concentracion, esto Ultimo puede ser debido al aumento del grado Brix debido a la
evaporacion gue fue causada en la muestra tras ser sometida a un incremento de

temperatura a bafio maria.

Como se aprecia en la Figura 13, la concentracion de almidon residual se
mantiene constante desde los 10 a los 60 minutos. Sin embargo, para el tiempo de
operacion en un ingenio azucarero, un lapso de reaccion de 10 a 15 minutos seria
suficiente para hidrolizar alrededor de un 43 % del almidon presente, segun los
datos obtenidos entre la diferencia de la concentracion de almidén en la meladura

sin alfa amilasa y con tratamiento a los 10 minutos.

5.2 PRUEBAS RELACIONADAS CON LA TEMPERATURA PARA LA ALFA
AMILASA

Para las pruebas relacionadas con la temperatura, se recolecté una nueva
meladura del ingenio el Porvenir. El almidon inicial para esta determinacion fue de
553 ppm. Los resultados a diferentes temperaturas tras la adicion de la enzima se
detallan en el Cuadro 9. En esta investigacion, se limitdé a trabajar a temperaturas
mas alla de los 75°C dado que no se contd con un equipo especializado para

alcanzar mayores temperaturas.

Las enzimas tendran mayor o menor reaccion segun la temperatura a las

cuales se someten. Con una baja temperatura hay poca actividad dado que no hay
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suficiente energia para que se dé lugar la reaccion como se logra observar el
resultado a 25 °C en el Cuadro 9. A temperaturas mas altas, la reaccion catalitica
se aumenta ya que existe un aumento de movimiento de las moléculas y esto

ocasiona un aumento de colisiones con las enzimas (Timberlake, 2013)

A temperatura ambiente (alrededor de los 25 °C) el cambio de concentracion
de almidon es pequefio. Es bien conocido que la aplicacién enzimatica en jugo de
cafia de azUcar o en meladura debe estar ligada a un incremento de temperatura

adecuada para cada enzima (Protech, 2018)

La alfa amilasa con la cual se trabaj6 es proveniente de Bacilllus
licheniformis, es capaz de soportar temperaturas de hasta 110 °C sin ocasionar
desnaturalizacion. Generalmente, un incremento en la temperatura aumenta la
velocidad de las reacciones quimicas y las reacciones enzimaticas poseen el mismo
comportamiento. Sin embargo, existe un punto en donde la actividad catalitica es
méxima y si se rompe dicha barrera de temperatura provocara la desnaturalizacion
de la enzima (Serrate, 2020). Esto ocurre con la alfa amilasa que no proviene de
Bacilllus licheniformis luego de someter la enzima a una temperatura por encima de
los 75 °C.

5.3 PRUEBAS RELACIONADAS CON EL PH PARA LA ALFA AMILASA

Dado que se utilizé HCI o NaOH para lograr al pH deseado en cada muestra,
las muestras de meladura se encontraron diluidas por lo tanto se procedié a medir
el °Brix final en cada muestra para determinar las partes por millén de almidén entre
cada grado Brix. Como se detalla en el Cuadro 10, la concentracién de almidén
residual mas baja se encuentra entre un pH natural de la muestra (6,26) y un pH de
7,5. Se detalla que, segun los resultados del cuadro los valores residuales de
almiddn de la muestra potencial de hidrogeno 5y 8 se comportaron de una manera
muy similar, brindando resultados de 356 y 352 respectivamente.
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5.4 DISENO DE EXPERIMENTOS PARA LA ALFA AMILASA

Una serie de corridas aleatorias tomando en cuenta los rangos de tiempo,
temperatura y pH estipulados muestran resultados contemplados en el Cuadro 11,
en donde se determind la cantidad de almidon residual contenido en meladura

cruda.

Se trabajaron 9 corridas de 1 blogue con los rangos més altos y bajos de las
variables: para observar la mejor combinacion posible entre estos y obtener la
menor concentracion de almiddén posible. Tomando en cuenta que la concentracion
inicial de la muestra en cuestion fue de 428 ppm, las mejores combinaciones de
estas variables segun los resultados obtenidos son el orden de corrida 3 y orden de
corrida 5, en donde se alcanza una baja en la concentracién residual de almidén de

95 partes por millén y de 119 partes por millébn respectivamente.

55 ETAPA DE ADICION DE LA ALFA AMILASA EN EL PROCESO
PRODUCTIVO DEL INGENIO EL PORVENIR.

Como segundo objetivo especifico de la investigacion, se dispuso encontrar
el lugar adecuado en el proceso para la adicion de las enzimas que proporcione el
tiempo, temperatura y pH mas cercanos a las condiciones 6ptimas encontradas en
los resultados. Ya que el proceso productivo azucarero en cada ingenio se
encuentra estandarizado, las condiciones de pH en el proceso son dificiles de
cambiar. Por ejemplo, se deberian realizar pruebas a gran escala en el ingenio si
se desea afiadir sustancias que modifiquen el pH en ciertos puntos del proceso con

el objetivo de que no existan modificaciones que afecten en si el producto final.

De este modo el proceso productivo deberia ser validado, sin embargo, este
paso no se encuentra dentro del alcance del presente trabajo de investigacion ya
gue, como objetivo, se trata de encontrar el o los sitios adecuados de adicidn
enzimatica sin afectar o modificar el proceso de fabricacion de azucar en el ingenio

azucarero.
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Tomando en cuenta el orden de corrida tres del DOE de alfa amilasa; con un
pH acido, un tiempo en el limite superior de 40 minutos y una temperatura también
en el limite superior de 70 °C, se decide adicionar la alfa amilasa en el punto A (ver
Figura 16). Este sitio de adicion corresponde a la salida del jugo mixto del dltimo
molino, el cual es transportado por medio de la corriente provocada por el

movimiento de los molinos.

Luego de este paso, el jugo pasa a un pequefio tanque de reaccion, donde
es posible la homogeneizacion de la enzima con el jugo, para luego pasar a los
calentadores, los cuales calientan el jugo progresivamente hasta llegar a 105°C
para su posterior clarificacion. El pH de adicién de la alfa amilasa en el jugo es de
aproximadamente 5,0. El tiempo de reaccion consta desde que la enzima fue
adicionada hasta el paso por los calentadores y por ultimo al clarificador,
aproximadamente durante media hora. Sin embargo, la enzima sigue su trayecto
desde su adicién hasta la Ultima etapa, en otras palabras, pasa por todo el trayecto

del proceso productivo.

En el afio 2013, se creia que el almidén que entraba al proceso se eliminaba
en gran parte tras la clarificacion y posterior evaporacion gracias a los largos
tiempos y la elevada temperatura que ayudaban en la solubilizacion (Eggleston,
Wartelle, Cole, Montes, y Pontif, 2016) Sin embargo, es demostrable que este
proceso es dificultoso dado que tanto el tiempo, la temperatura como el grado Brix
y la cantidad de almidon tienen influencia en la solubilizacion en el proceso (Cole et
al., 2013).

Dicho esto, el almidon que no fue solubilizado completamente luego de
someterse al proceso de clarificacion sera direccionado hasta la meladura, masas,
melazas, azucar crudo y si fuese el caso hasta al azucar refinado (Davila, Figeroa y
Cortés, 2019). Esto también puede observarse en los Cuadros 13 y 15 en donde se
observa cémo después de afadir la alfa amilasa el dia 30 de marzo del 2022 en el
jugo se logra reducir gran cantidad de almidon en la meladura segun el resultado

del muestreo de meladura el dia 31 de marzo a las 7 am.
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Por las razones anteriormente mencionadas, se decide adicionar la enzima
en dicho punto, con el fin de que haya una hidrélisis del almidén temprana y que el
almidén no complete su trayectoria a lo largo de todo el proceso, dificultando el
cocimiento de las masas, saturando tuberias, incrustandose en los tanques e

impregnandose en el producto final.

5.6 DISENO DE EXPERIMENTOS PARA LA DEXTRANASA

Tras realizada la curva de calibracién en partes por millén, esta se ajusté al
modelo exponencial obteniendo un R? ajustado de 99,96 % para luego realizar un
diseiio de experimentos factorial de tres bloques para encontrar la mejor
combinacion de variables. No se llevo a cabo determinaciones por separado de las
variables dado que el tiempo no fue el suficiente, sin embargo, un disefio de
experimentos es suficiente para analizar el maximo numero de factores con el
minimo de datos (Diaz, 2009).

En general, es conocido que la obtencion de datos experimentales genera un
alto costo monetario a nivel industrial, por lo tanto, se ha decidido minimizar costes
de tiempo y dinero. Y un plan estratégico equivale a realizar los experimentos bajo

dos extremos para cada factor (Fernandez, 2020).

De acuerdo con la Figura 15 de los efectos estandarizados, el factor que
mas afecta en la adicion de la dextranasa es la variable del pH. Segun el Cuadro
12, ninguna de las combinaciones que contienen un pH de 8 brindaron los valores
mas bajos de dextranas, por el contrario, cuando se somete la muestra a un pH
cercano a 5, la tendencia observada es que el nivel de dextranas descienda. Las
combinaciones que mejor se ajustan para obtener una mejor hidrélisis corresponden

al orden de corrida nimero 2, 5y 16.

60



5.7 ETAPA DE ADICION DE LA DEXTRANASA EN EL PROCESO PRODUCTIVO
DEL INGENIO EL PORVENIR.

Gracias a los resultados del DOE para la dextranasa, se procedi6 a afiadir la
dextranasa en el punto B (ver Figura 16 y anexo 17) el cual corresponde al tanque
de meladura clarificada, en donde posteriormente la meladura junto con la enzima
disuelta, son homogeneizados tras caer por una corriente en cascada (ver Anexo
18). El tiempo de reaccion fue de aproximadamente 30 minutos, el pH de la

meladura de 5,7 y la temperatura aproximada de 52 °C

5.8 ALMIDON Y DEXTRANAS EN MELADURA Y JUGO MIXTO DURANTE LA
ELABORACION DE LOTES PILOTO DE AZUCAR BLANCA EN EL INGENIO EL
PORVENIR.

En cinco ocasiones, se procedié a cuantificar la cantidad de almidon en
meladura en dias diferentes en el ingenio El Porvenir (ver Cuadro 13) y en tres
ocasiones se determing la cantidad de dextranas en meladura. El dia 30/03/2022
corresponde al primer dia de aplicacion de las enzimas en el ingenio, la muestra de

meladura se recolect6 justo antes de la aplicacién enzimatica.

Durante los dias de la aplicacidon enziméatica, diariamente se recolectd jugo
mixto fresco directamente de los molinos, sin presentar ningun tipo de tratamiento,
con el fin de observar la variabilidad de la materia prima. Como se logra apreciar en
el Cuadro 14, la extraccion del jugo mixto (el cual es el punto inicial del proceso
productivo de la obtencion del azucar) posee mucha variabilidad en cuanto a

almidon y dextranas.

El dia 30/03/22 se aprecia una concentracion promedio de dextranas de 95
ppm, mientras que los otros dias posteriores se observa un gran descenso que

alcanza 0 ppm. Aunado a esto el dia 04/05/22 se procedi6 a recolectar jugo mixto
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en el mismo punto de muestreo y se obtuvo una concentracion de dextranas de

1949 ppm, un aumento muy significativo.

Con esto se logra verificar que la materia prima muestra siempre variabilidad
en los polisacéaridos en cuestion. Segun Soto, Figeroa y Cortés (2019), un aumento
de dextranas con respecto al tiempo se encuentra estrechamente relacionado con
las condiciones de higiene del ingenio, el tiempo de espera entre el corte de la cafa
y el ingreso a los molinos, el corte mecanizado o manual de la cafia en si, y las

condiciones climaticas que se presentan en un momento determinado.

Los dias 31 de marzo, 1y 4 de abril los cuales corresponden a los dias de
control de polisacéaridos en jugo mixto y la meladura tras el tratamiento (ver Cuadro
14) se recolect6 la cafia en los patios correspondientes (ubicados en los alrededores
del ingenio) y se procedié a moler la cafia inmediatamente, dando como resultado

un jugo con bajo contenido de dextranas, dado el poco tiempo de espera.

Del mismo modo los dias 1° y 2 de abril el ingenio fue forzado a detenerse
desde la madrugada hasta las 9 am. ya que no hubo cafa para continuar con el
proceso. Igualmente, el dia 3 de abril el ingenio se detuvo totalmente en todo el dia,
dado que es el dia libre estipulado.

Se debe hacer hincapié que, el jugo mixto que se recolecta como control, es
extraido directamente del ultimo molino y es analizado el almidén y dextranas
inmediatamente después de recolectado, sin tiempos de espera. De ser el caso que
la muestra se recolecte y analice con un tiempo de espera amplio, es muy probable
gue haya un crecimiento de dextranas en el jugo dado a la exposicion de

Leuconostoc mesenteroides.

Las pausas en el proceso se observan reflejados en el Cuadro 15 en donde
se puede observar un incremento de dextranas en partes por millon en la meladura
en los dias antes mencionados, mayoritariamente en las muestras extraidas en
horas de la mafana, cuando el proceso no conllevaba un flujo continuo. Un
estancamiento de los flujos de las tuberias, tanques y reflujos causarian

potencialmente un incremento exponencial de la bacteria Leuconostoc
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mesenteroides, por ende, un incremento en las dextranas (Pérez, Navarro y Garrido,
2014).

Gracias a la aplicaciéon de la alfa amilasa se logré reducir de 658 ppm de
almidon (tomado del Cuadro 13) el dia 30/03 a las 12 pm a 66 ppm en promedio a
las 7 am. del 31/03 en la meladura sefialado en el Cuadro 15, manteniéndose bajos
los niveles de almidén, excluyendo el dia 04/04 a las 7 am. Del mismo modo, se
logré observar un incremento de dextranas en el mismo muestreo. La razon
mayoritaria de este aumento fue debido a que el ingenio fue detenido desde las 7
pm del 2/04 hasta las 12 am del 04/04.

Cuando ocurre una parada de los procesos en un ingenio azucarero (0 en
otras palabras, cuando el proceso de extraccion de jugo de cafia se encuentra
detenido, y no existe ningun tipo de flujo en tanques ni tuberias), la formacion de
polisacéaridos y oligosacaridos aumentan y favorecen su inversion, disminuyendo la

cantidad de miel y su pureza como tal (Pérez, Navarro y Garrido, 2014)

La higiene en los ingenios azucareros deberia ser un punto fundamental en
lo que la detencion de la formacion de las dextranas respecta. Como se logra
observar en el Anexo 13 existen puntos del ingenio en donde podria controlarse de
una mejor manera el aseo. En este punto del proceso que se visualiza en la imagen,
se extrae el jugo mixto, este por desborde cae en una pileta la cual por arrastre
posterior permite que pase este jugo estancado al proceso, esto para evitar
desperdicios de materia prima, pero a su vez contaminando el jugo extraido limpio

y por ende todo el proceso.

El crecimiento bacteriano en los ingenios se encuentra limitado en la etapa
de la extraccion en donde el jugo extraido de los molinos presenta condiciones
fisicas y quimicas que convierten este jugo en un buen sustrato para que una gran
variedad de microorganismos pueda crecer en este. Para poder mejorar los
problemas ocasionados por el género Leuconostoc, existen diferentes medidas de
accion como por ejemplo el empleo de biocidas y las limpiezas mas frecuentes en

las fases de transformacion (Sanchez, 2019).
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Los rendimientos de los procesos de la evaporacion y cristalizacion se
pueden ver afectados cuando hay una alta concentracion de dextranas, del mismo
modo es posible una modificacién del producto final como el valor de la polarizacion

y la forma de los cristales (Eggleston et al 2008).

Segun el comunicado oral del jefe de aseguramiento de calidad del ingenio
el Porvenir, Manuel Enrique Bolafios Mata, la aplicacion enzimatica propia en el
ingenio ha dado muy buen resultado, en lo que respecta al rendimiento interno. En
los evaporadores se observd un cambio positivo en el empafiamiento de los

espejos, manteniéndose limpios en todos los dias de la aplicacion.

Normalmente estos espejos se observan opacos y esta opacidad puede estar
relacionada con el almidén presente en el evaporador, sin embargo, se debe
ampliar con una investigacion que causa directamente este empafiamiento. En la
zona de la centrifugacién, la miel presenté una mejora en cuanto a la purga, del
mismo modo el tacho presenté menos problemas con el lavado de miel restante,
mejorando asi el tiempo de lavado de los cristales de 12 segundos con anterioridad

a 8 segundos. (M. Bolafios, comunicado personal, 7 de abril, 2022).

5.9 ALMIDON EN PRODUCTO FINAL

Como se observa en el Cuadro 16, todos los lotes de azlcar blanca que
recibieron tratamiento se encuentran abajo del limite maximo de almidon que
estipulé LAICA para la fabricacion de azucar liquido, esto implica una notable mejora
en la concentracion de almidon en el producto final, ya que segun los Cuadro 1y 2
el promedio de almidén en la azucar blanca de plantacion en el Ingenio Porvenir
sobrepasa los 200 ppm en los estudios realizados en las zafras 2020-2021 y 2021-
2022.

Segun Dobreva et al. (1994); Bosse y Das (1996), las alfa-amilasas
bacterianas, pero especialmente del género Bacillus han sido utilizados en muchos
procesos industriales por sus rangos de temperatura y a pH extremos (1 a 11,5).
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(Quintero, Montoya y Gutiérrez, 2009). Razén por la cual afiadir la alfa amilasa al
inicio del proceso, sin importar los cambios de temperatura y/o de pH trajo consigo
una mejora en la concentracién de almidén en ppm del producto final, segun el
Cuadro 16.

Aunado a esto, los lotes posteriores al consecutivo 209, segun los resultados
en el Cuadro 16, mostraron un notable ascenso en la cantidad de almidon presente,
dichos lotes corresponden a los que no fueron tratados enzimaticamente con alfa
amilasa ni con dextranasa. En este punto se puede sefialar un cambio totalmente

positivo en la adicion de alfa amilasa en el proceso de extraccion del jugo.

5.10 DEXTRANAS EN PRODUCTO FINAL

Los lotes que se encuentran por debajo del limite maximo estipulado de
dextranas de 100 ppm, corresponden con los lotes con los consecutivos del 195 al
199, 201 y 203. Mientras que los lotes consecutivos 200, 204 y 209 no cumplen con
el nivel maximo permitido. La disminucion de los niveles de dextranas en la azucar
blanca se pudo haber alcanzado si la dosificacion de la dextranasa fuese mayor,
por ejemplo, la dosificacion a 6 ppm y no a 5 ppm pudo haber mejorado
notoriamente las dextranas presentes en el producto terminado, sin embargo, las
detenciones obligatorias no contempladas anteriormente antes de iniciar con el

tratamiento en el ingenio afectaron directamente el nivel en dextranas.

Se logra apreciar una variaciéon en los resultados de las dextranas, como
antes fue descrito, esta variabilidad entre un lote y otro se encuentra estrechamente
ligado al crecimiento bacteriano, debido al paro obligatorio del ingenio tras no tener
alimentacion alguna. Gracias a que las condiciones Optimas de crecimiento
bacteriano en los ingenios estan garantizadas, este crecimiento estara relacionado
con la concentracion que existe en el medio, con una temperatura adecuada y lo
mas importante: al tiempo que exista para que el microbiota se pueda multiplicar
(Nufez, 2017).
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Dicho esto, cuanto mas perdure un ingenio en detencién, se incrementa la
posibilidad de que existan problemas relacionados con un aumento de dextranas

tanto en los jugos, la meladura y, sobre todo, en el producto final.

Por otro lado, a partir del lote consecutivo 210, se aprecia un incremento
notable de dextranas. Estos lotes no poseen tratamiento de ningun tipo de enzima
y se procesaron para realizar un control y asi poder comparar entre los lotes tratados
y sin tratar. De esta manera se pudo verificar una hidrélisis parcial de las dextranas
a partir de la aplicaciéon en la meladura tras definir las condiciones éptimas de la
aplicacion a nivel de ingenio azucarero. Comparado con los lotes consecutivos 210,
211 y 212 donde no ocurrio ninguna hidrdlisis, brindando como resultado un

producto terminado alto en dextranas.

Como es posible observar en la Figura 18, una fotografia tomada con
microscopio marca Yvelines (lado derecho); todos los lotes que fueron tratados con
dextranasa presentan elongacion, inclusive en los lotes en donde el nivel de
dextranas corresponden a O ppm. Las dextranas de bajo peso molecular, se
presumen que son las causantes de la elongacién de los cristales, sin embargo, la

elongacién no solamente es causada por dicho polisacarido.

El proceso de cristalizacion es afectado por otros azUcares llamados
oligosacéridos que se encuentran naturalmente en los jugos. Estos carbohidratos
se constituyen por mas de dos y menos de 10 monosacaridos y pueden causar
también alargamiento en el eje C del cristal, entre estos se encuentran la

theanderosa, erlosan gentianosa, cestosa y leucrosa (Larrahondo, 1995).

5.11 POTENCIAL FLOC EN PRODUCTO TERMINADO

En el afio 2020 se establecio el valor maximo de potencial floc en azucar
blanca de 0,110 de absorbancia. (Ver cuadro 4) comparado con el limite maximo de
0,120 en el 2019. Esto con el fin de establecer un parametro mas exigente para la

colocacién del producto en la planta de azucar liquido.
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Segun los datos enmarcados en la Figura 19, los lotes adicionados con alfa
amilasa y dextranasa brindaron buenos resultados en cuanto a potencial floc ya que
ninguno de estos sobrepasé el limite estipulado internamente en LAICA. De igual
modo, los lotes consecutivos 210 al 212, al no ser incluidos dentro del tratamiento

enzimatico, no cumplen con el estandar de calidad para el floc alcohdlico.

5.12 FLOC DE 10 DIAS EN PRODUCTO TERMINADO.

Por otro lado, segun datos del floc de 10 dias los primeros cuatro lotes de
produccion de azucar blanca de plantacién no presentaron formacion de fléculos
finales en 10 dias en medio acido. A partir del lote consecutivo 199 hasta el lote 212

si existe presencia alguna de floculos.

Los primeros cuatro lotes segun los resultados obtenidos se encuentran
bajos en almidon y bajos en contenido de dextranas, sin embargo, los lotes
consecutivos, por ejemplo, 199, 201 y 203 con bajos niveles de dextranas y almidén
presentan una formacion de floculos de 1 grado. Los investigadores han llegado a
la conclusion de que el floc 4cido de 10 dias en azucar de cafia y en bebidas con
azucar adicionada es debido a una mezcla de silica, polisacaridos, proteinas, ceras
y otros compuestos organicos. Muchos de estos compuestos solo estan presentes

en la cafa de azucar en forma de impurezas (Koong, Doherty y Edye, 2022).

Por lo tanto, el floc de 10 dias no deberia ser un indicador directo de almidon
ni dextranas ya que los resultados de almidon y dextranas en azUcar blanca
realizados por los respectivos métodos analiticos sefialan resultados bajos en

comparacion con los resultados del floc de 10 dias.
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5.13 TURBIDEZ EN PRODUCTO TERMINADO.

La turbidez en la azucar blanca de plantacion es medida tras la diferencia del
resultado de color entre la solucién filtrada a pH 7 y la solucién no filtrada. Las
dextranas, durante el procesamiento del azlcar causan problemas que pueden
influir en producto final como por ejemplo viscosidad en la solucion de sacarosa lo

cual afecta directamente en la filtracion.

Las dextranas con alto peso molecular son las que aportan en un porcentaje
mayor al aumento de viscosidad, por otro lado, las dextranas con bajo peso
molecular, se presume que contribuyen en una mayor proporcion a la modificacion
amorfa de los cristales, causando principalmente alargamiento (Abraham,
Schlumbach, Rohde y Floter, 2016).

Aunado a esto, el almidon y otros polisacaridos que conforman el azucar,
pueden producir problemas con la viscosidad y filtrabilidad. Alrededor del 80 % de
estos polisacaridos sobreviven a la etapa de clarificacion y el 30 % queda en el
cristal. Los polisacéaridos solubles son eliminados parcialmente en la clarificacion y
pueden adherirse al producto final, los polisacéaridos insolubles se eliminan en la
clarificacion e igual manera pueden pasar al cristal como materia insoluble (Castro,
2015).

Parte del almidon, sélidos en suspension, dextranas y polisacaridos
residuales en el producto terminado quedan atrapados en el filtro utilizado de 0,45
micrometros de didmetro del poro, brindando asi absorbancias no mayores a 0,365
en la solucion filtrada, mientras que en las soluciones sin filtrar se logran observar
absorbancias mayores a 0,500. Sin embargo, segun los datos recolectados, no es
posible observar una diferencia entre la turbidez de los Ilotes tratados
enzimaticamente y los lotes sin tratamiento, ya que la turbidez como anteriormente

fue mencionado no depende solamente del almidén y dextranas.

LAICA, como organizacion, no ha estipulado un parametro maximo de
turbidez para azucar blanca de alimentacién en la planta de azucar liquido, por otra
parte, solo se ha establecido un limite maximo de turbidez en el azucar liquido para
poder ser despachado.
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6. PLANES GLOBALES DE ADICION DE ENZIMAS EN EL PROCESO PRODUCTIVO

El siguiente diagrama, constituye una guia donde se dispone una serie de pasos generales para la adicion de alfa amilasa

en un proceso productivo
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Figura 21: Diagrama global de adicion de alfa amilasa en un proceso productivo general azucarero.
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La figura 22, de igual manera muestra un plan general de adicién de dextranasa en escala de ingenio azucarero.

Dieminucidn de niveles de dextranacz en
ingenio

Cuantificacién de dextranas en azdcar

blanca

Aplicar 4-6 ppm de Aplicar 4 pprm dextranasa
dextranasa en el proceso en el proceso

Célculo de cantidad de enzima diaria=
Toneladas de cafia molida al dia x toneladas
en enzima requerida

En tangque de meladura clarificada

Aplicar en meladura

0 en el ditimo efecto

Tomar muestras de meladura tratada enzimaticamente para observar
las variaciones

Cuantificar contenido en ppm de dextranas en producto terminado

Figura 22: Diagrama global de adicion de alfa amilasa en un proceso productivo general azucarero.
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Como cuarto objetivo especifico de este trabajo de investigacién, se dispuso
a realizar un plan general de adiciébn enzimatica, segun los resultados obtenidos.
Este plan pretende servir como una guia para los ingenios azucareros
costarricenses que presenten problemas con dextranas y/o almidén en el proceso

de elaboracion de azucar blanca de plantacion.

Primeramente, para determinar cuanta cantidad de alfa amilasa se debe
afadir en el proceso, se debe determinar la cantidad de almidén en el producto
terminado segun el método Draft N°3 (2007), de este modo se puede observar si
existen problemas leves o severos en el ingenio. Del mismo modo, para determinar
si existen problemas severos en dextranas, se debe realizar la cuantificacion de

dextranas en el producto terminado segun el método GS 1/2/9-15, (2011).

Posteriormente para la adicion de dextranasa y alfa amilasa, se procede con
el célculo de enzima dependiendo de la cantidad de cafia molida diaria y la cantidad
promedio de dextranas en azlcar blanca, descritos en los Cuadros 20 y 21 y
tomando en cuenta el célculo que se describe en el Anexo 1y 2.

Esta informacion plasmada en estos cuadros fue obtenida gracias a las
conclusiones en los resultados obtenidos y aprobacién del gerente técnico de
Protech; Sr. Manuel Mena Rojas. Como se observa en los Cuadros 1y 2, el
promedio de almidon en el Ingenio El Porvenir en los dos estudios realizados
superaron los 200 ppm, dado esto, se decidi6 dosificar 5 ppm de alfa amilasa,

logrando reducir gran cantidad de almidén en la azucar blanca de plantacion.

Cuadro 20: Estimacion de adicion de dextranasa en el proceso productivo segun

cantidad de dextranas en azucar blanca de plantacion.

Cantidad promedio de dextranas en Aplicacion
azucar blanca (ppm)

Menos de 100 Aplicar igual 0 menos de 4 ppm

Entre 100-300 Aplicar 4-6 ppm

Mas de 300 Aplicar superior a 6 ppm
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Cuadro 21: Estimacion de adicion de alfa amilasa en el proceso productivo segun

cantidad de almidén en azucar blanca de plantacion.

Cantidad promedio de almidén en Aplicacion
azucar blanca (ppm)
Menos de 100 Aplicar 3 ppm
Entre 100-300 Aplicar 3 a5 ppm
Més de 300 Aplicar 5 ppm

Para un ingenio en donde la cantidad de dextranas en azucar blanca no
supera en promedio 100 ppm y se desea controlar el proceso con adicion de
dextranasa, es preferible aplicar de 4 ppm o inclusive una menor cantidad y de este
modo se puede reducir los costos monetarios en el proceso. Si, por el contrario, la
cantidad de dextranas en el producto terminado sobrepasa los 300 ppm, se debe

aplicar una cantidad superior a los 6 ppm.

Se debe hacer hincapié que, dependiendo de las caracteristicas de la alfa
amilasa con la cual se vaya a trabajar, esta se puede aplicar en el jugo mixto si esta
es termoestable y poder hidrolizar el almidén desde el inicio del proceso. De no ser

termoestable, esta se puede colocar en el tanque de meladura clarificada

Si el ingenio no posee un tanque de meladura clarificada en donde haya al
menos 20 minutos de tiempo de reaccién, se puede optar por acoplar un tanque
auxiliar en el proceso de otro modo, se puede adicionar la enzima en el Ultimo efecto
(evaporador) sin embargo, de hacerse de este modo, el almidon solamente se
hidrolizaria desde la Ultima etapa de evaporacion y no desde la extraccion, lo cual

no minimizaria los problemas que conlleva el almidén a lo largo del proceso.
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7. CONCLUSIONES:

La alfa amilasa trabajo 6ptimamente durante un tiempo minimo de 10 minutos, con
un amplio rango de pH desde 4 a 7 y con una temperatura minima de 55 °C; por
otra parte, la dextranasa trabaja con un tiempo minimo de 30 minutos, una

temperatura alrededor de los 55 °C y con tendencia a un pH acido alrededor de 5.

La alfa amilasa fue aplicada en cinco partes por millén en la etapa de extraccion
del jugo de cafia dado que cumple con el tiempo minimo y pH requerido en la etapa

de extraccién. Hidrolizando asi el almidon desde el inicio del proceso productivo.

La dextranasa fue afiadida en la etapa de clarificacion de la meladura cruda a una
concentracion de 5 ppm, dado que esta etapa se adecud a los resultados
brindados en el disefio de experimentos (DOE), los cuales sefalan que la etapa
de clarificaciéon de la meladura se encuentran condiciones de temperatura y tiempo

idoneas.

. Aplicando la alfa amilasa en la fase de la extraccion, se logré reducir hasta en un
84,4 % del promedio de la cantidad de almidon en la meladura clarificada extraida
en diferentes dias, minimizando asi los problemas como obstruccion, y dificultad
de la purga de la miel en los tachos, mejorando porcentualmente el rendimiento
del producto terminado en los dias de aplicacion. Por otro lado, las de xtranas en

meladura clarificada se redujeron en un 40,5 %.

. Todos los lotes de azucar blanca de plantaciéon del Ingenio El Porvenir tratados
enzimaticamente con alfa amilasa cumplieron con los parametros establecidos de
almidon segun resultados y el limite estipulado por LAICA en el 2021 de 100 ppm

de almidon.

. Con respecto a las dextranas, el 50 % de los lotes del producto terminado

sobrepaso el limite maximo de la ficha técnica B-01. Segun los datos esto fue
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debido a las detenciones obligatorias de todas las operaciones que el ingenio tuvo

gue realizar por falta de materia prima.

7. EIl floc alcohdlico en todos los 14 lotes de produccion de azlcar blanca de
plantacion tratados con alfa amilasa y dextranasa en los puntos de aplicacion de
extraccion y clarificacion de la meladura respectivamente para cada enzima,
cumplieron con la ficha técnica B-01 de mantener un nivel de absorbancia menor
de 0,110.

8. Se estipularon dosificaciones de dextranasa y alfa amilasa y las etapas en las
cuales se deben afadir en el plan global de adicion enzimética segun las
necesidades de cada ingenio azucarero, gracias a los resultados presentados en

el producto final en floc alcohdlico, almidon y dextranas.

9. Segun los resultados bajos en dextranas en el producto terminado y las imagenes
de los granos de azUcar vistos al microscopio, la elongacién de los granos de
azucar no es otorgada solamente a una alta concentracion de dextranas, también
puede estar relacionada con oligosacéaridos que intervienen naturalmente en el

proceso de cristalizacion.

10. Los resultados del floc de 10 dias de las muestras de azUcar blanca de plantacion
no representaron indicadores directos de dextranas y almidon, ya que los
resultados de estos polisacéaridos por medio de los métodos analiticos de ICUMSA
sefialaron resultados bajos en comparacion con los resultados obtenidos del floc

de 10 dias en donde se observan formaciones de fléculos de grado 1y 2.
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8. RECOMENDACIONES:

1. Aumentar la concentracién en partes por millon de dextranasa posterior a
una detencién operacional en un ingenio; esto para no sobrepasar el limite superior

de 100 ppm de dextranas en el producto final.

2. Incluir los parametros de validacién tales como robustez, precision intermedia
e incertidumbre del método de dextranas en meladura, siguiendo la guia Eurochem
de Laboratorio para Validacion de Métodos y Temas Relacionados. Se observa
buena recuperacion y precision del método, sin embargo, es recomendable validar

el método en el laboratorio en el cual se llevara a cabo las futuras determinaciones.

3.  Ampliar el estudio de la relacion que tienen las dextranas y almidon entre la
turbidez vy filtrabilidad de una solucion de azucar, la cual se trabaja normalmente

para la determinacion de turbidez y color en condiciones de °Brix de 50°.

4. Realizar méas estudios acerca de como dosificar la dextranasa y alfa amilasa
en condiciones de una detencidn operacional, ya que esto equivale a un problema
gue es inevitable en ciertos lapsos de las zafras en los ingenios debido a escasez

de materia prima o por condiciones ambientales.

5. Planificar la aplicacién enzimatica en ingenios donde los flujos de materia prima
en la etapa de extraccion, clarificacion, evaporacion y cristalizacion sean mayores

y se elaboren mayor cantidad de bultos diarios finales de azucar blanca.
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10. ANEXOS

Anexo 1: Matriz de disefio de experimentos factorial 22 para la alfa amilasa. La
corrida 9 equivale al punto central, en donde en cada factor se utiliza el punto central

y no los extremos.

Corrida Factor A Factor B Factor C
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9 central central central

Anexo 2: Matriz de disefio de experimentos factorial 22 para la dextranasa

Corrida Blogues Factor A Factor B Factor C
1 1 - - -
2 1 + - -
3 1 - + -
4 1 + + -
5 1 - - +
6 1 + - +
7 1 - + +
8 1 + + +
9 2 - - -
10 2 + - -
11 2 - + -
12 2 + + -
13 2 - - +
14 2 + - +
15 2 - + +
16 2 + + +
17 3 - - -
18 3 + - -
19 3 - + -
20 3 + + -
21 3 - - +
22 3 + - +
23 3 - + +
24 3 + + +
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Nota: El programa Minitab aleatoriza las corridas

Anexo 3: Célculo utilizado en la dosificacion de dextranasa y agua en el Ingenio el

Porvenir

toneladas
Tia cafia al dia x 0,000005 toneladas de dextranasa

toneladas ]
= 0,00325 ——— de enzima
dia

k
0,00325 toneladas x 1000 g

tonelada 3,25 kg de dextranasa

1,8 L Lh 0,03 L 1000 mL 30 ml
- = * _ = -
’ hx 60 min ’ L min

L
1,8 7 x 24 h = 43,2 L totales por dia

Tomando en cuenta que, la gravedad especifica de ambas enzimas es muy cercana

alg/ml
43,2 L totales = 43,2 kg totales
43,2 kg = agua + enzima

43,2 kg totales — 3,25 kg de dextranasa = 40 kg de agua
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Anexo 4 :Célculo de las cantidades de enzima alfa amilasa y agua a utilizar por dia,

a un flujo de 1,45 L/h.

650 %caﬁa al dia x 0,000005 toneladas de amilasa =

toneladas de enzima

0,00325 T
kg .
0,00325 toneladas x 1000 = 3,25 kg de amilasa
tonelada
1,45 L 0,024 1000 mL 24,2 mL
—_ = % _ = -
’ hx 60 min ’ min L "™ min

L
1,45 7 x 24 h = 34,8 L totales por dia

34,8 L totales = 34,8 kg totales
34,8 kg = agua + enzima amilasa

34,8 kg totales — 3,25 kg de amilasa = 31,5 kg de agua

1.6
14

1.2

y =0.003x + 0.0077

R?=0.9996
0.8

Absorbancia

0.6
0.4
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0 100 200 300 400 500 600

Concentracion (ppm)
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Anexo 5: Curva de calibracion de almidon en ppm empleada para las
determinaciones de pruebas laboratoriales, corridas en el Ingenio el Porvenir y

producto terminado.
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Anexo 6: Curva de dextranas elaborada para las determinaciones en el disefio de
experimentos, analisis de muestreos en el Ingenio El Porvenir y producto terminado.

Fuente: propia

y =0.0007x - 0.0031

0.45
R?=0.9979

0.4
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o o o
= o ) © w
(2] N (9] w (V2]
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Anexo 7: Curva de calibracion de dextranas en jugo de cafia en partes por millén
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Anexo 8: Resultados de potencial floc en el azicar blanca de plantacion con

tratamiento enzimatico y ultimos 3 lotes sin tratamiento.

Lote Absorbancia (£ 0,003)
212291040000200195 0,078
212291040000200196 0,081
212292040000200197 0,065
212294040000200198 0,079
212294040000200199 0,062
212294040000200200 0,078
212295040000200201 0,055
212295040000200203 0,090
212296040000200204 0,075
212296040000200205 0,105
212296040000200206 0,087
212297040000200207 0,109
212297040000200208 0,098
212297040000200209 0,108
212298040000200210 0,234
212298040000200211 0,514
212299040000200212 0,431

Anexo 9: Resultados de la repetibilidad de dextranas en muestra de meladura

Muestra Absorbancia Resultado (ppm)
1 0,520 1211
2 0,515 1204
3 0,530 1225
4 0,525 1218
5 0,532 1227
6 0,514 1203
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7 0,529 1223
8 0,527 1220
9 0,520 1211
10 0,520 1211

El método GS 1/2/9 (2011) determina la turbidez debido a las dextranas en
muestras de azUcar blanca de plantacion y en azdcar crudo, sin embargo, el alcance
del método no involucra la determinacién en meladura. Para ello se llevo a cabo una
verificacion de la repetibilidad y veracidad del método, cambiando de analito la

meladura.

Desviacion estandar: 8,6%

Segun el método GS1/2/9-15 la diferencia absoluta entre dos resultados
obtenidos bajo condiciones de repetibilidad no debera ser mayor que 40 mg/kg para
el azucar crudo. Se logra observar que, segun los datos recolectados, la diferencia
entre uno y otro no excede este valor, lo cual se puede verificar que la repetibilidad

para la muestra de meladura cumple con el criterio de aceptacion.

Anexo 10: Porcentaje de recuperacion obtenido en adicion de dextranas a 80, 160

y 240 ppm.
Concentracion | Concentracion | Concentracion
inicial de la anadida del de la muestra % de
Muestra muestra en patron ppm + patrén recuperacion
ppm (Xi) (Xa) afiadido en
ppm (Y)
1 607,5 80 683,67 95,2
2 607,5 160 796,69 118,2
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’ 3 ‘ 607,5 240 881,94 114,35 ‘

’ % de recuperacion global: 109,3% ‘

Y —Xi

%R = x 100

Donde: y

Y= concentracién en ppm de la muestra mas el patron afiadido
Xi= concentracion inicial de la muestra bajo repetibilidad

Xa= concentracion del patron afiadido

La recuperacién promedio para las muestras fortificadas en niveles altos y bajos
se encuentra dentro de los rangos por la Organizacién Mundial de la Salud y por la
Food and Agriculture (OMS/ FAO, 2003). Los cuales indican que para mayores a 1

mg/kg, la recuperacion debe estar entre un 70 % a un 110 %.
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Anexo 11: Rendimientos diarios en el Ingenio El Porvenir en dias anteriores, posteriores, y durante la aplicacién enzimatica.

Los rendimientos sefialados en negrita equivalen a los dias en donde se llevé a cabo la dosificacion enzimatica en el

ingenio.
DIA CANA |BULTOS |RENDIMIEN |REND. REND.
MOLIEND | FECHA MOLIDA |AZUCAR |TO MIEL AZUCAR |MIEL glI_J,lb_\-ll\-lg?) DIA [R)EA\NREI)BMIENTO

A DIA BLANCO |FINAL ADEL. ADEL.

68 24/3/2022 | 542 810 83 480 42,28 116,99 34,87 0 0,00
69 25/3/2022 | 610 460 84 880 42,27 116,99 34,79 1 400 114,09
70 26/3/2022 | 596 160 86 200 42,38 116,91 34,70 1320 110,15
71 28/3/2022 | 644 740 87 680 42,51 116,91 34,70 1480 114,20
72 29/3/2022 | 666 530 89 200 42,46 116,88 34,57 1520 113,45
73 30/3/2022 | 668 270 90 600 42,46 116,88 34,57 1 400 104,22
74 31/3/2022 | 642 940 92 160 42,62 116,94 34,47 1560 120,71
75 1/4/2022 | 324 810 93 140 42,69 116,88 34,42 980 150,10
76 2/4/2022 | 369 400 93 920 42,86 116,80 34,37 780 105,05
77 4/4/2022 | 610 960 95 260 42,87 116,68 34,29 1340 109,12
78 5/4/2022 | 551 220 96 480 42,86 116,61 34,25 1220 110,11
79 6/4/2022 | 491 590 97 640 43,05 116,52 34,18 1160 117,39
80 7/4/2022 | 598 760 98 920 43,17 116,42 34,14 1280 106,35
81 8/4/2022 | 494 850 99 640 43,06 116,31 34,07 720 79,37
82 9/4/2022 | 521 800 | 100 680 42,93 116,23 34,04 1040 108,62
83 11/4/2022 | 530 740 | 100 800 42,96 116,10 34,05 120 91,27
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Anexo 12: Datos generados de absorbancia a 420 nm para la obtencion de turbidez

en Unidades Icumsa (Ul)

Lote Absorbancia sin Absorbancia Turbidez (UI)
filtrar a 420 nm | filtrada a 420 nm
2291040000200195 0,444 0,288 128
2291040000200196 0,448 0,305 117
2292040000200197 0,380 0,250 107
2294040000200198 0,549 0,333 178
2294040000200199 0,474 0,288 151
2294040000200200 0,455 0,269 152
2295040000200201 0,455 0,257 162
2295040000200203 0,540 0,360 148
2296040000200204 0,409 0,286 100
2296040000200205 0,534 0,365 138
2296040000200206 0,387 0,266 98
2297040000200207 0,414 0,296 96
2297040000200208 0,380 0,266 93
2297040000200209 0,407 0,278 105
2298040000200210 0,422 0,282 114
2298040000200211 0,431 0,305 103
2299040000200212 0,485 0,348 114
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Anexo 13: Proceso de extraccion de jugo en los molinos, el jugo estancado se

integra al proceso.

Anexo 14: Dosificacion de la alfa- amilasa en el jugo de cafa extraido
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Anexo 16: Estafidon con la solucién preparada a 5 ppm de alfa amilasa.
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Anexo 17: Estafidn con la solucion preparada a 5 ppm de alfa amilasa.
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Anexo 19: Floc de 10 dias de grado 0, recuperado del lote consecutivo 198.
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Anexo 20: Floc de 10 dias de grado 1. Recuperado del lote consecutivo 199

Anexo 21: Floc de 10 dias de grado 2. Recuperado del lote consecutivo 204
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San Ramoén, 13 de enero de 2023

Constancia de revision del Filblogo
Sres:

Miembros de la Comisién de Trabajos finales de Graduacion
Universidad de Costa Rica
Sede de Occidente

Estimados sefiores:

Yo, MSc. Carlos Maria Palma Zufiiga, Cédula N°202260865, Filélogo y Curriculista,
carné 3367, hago constar que lei y corregi el Trabajo Final de Graduacion, denominado
“Estandarizacion de las condiciones 6ptimas de adicion de enzimas dextranasa y alfa
amilasa en el proceso productivo para control de dextranas y almidon en muestras de
meladura de cafia de azucar (Saccharum officinarum)”, realizado por Shelvy Maria
Molina Alvarado, cédula numero 207430575 como requisito para que la citada

estudiante pueda optar por el grado de Licenciatura en Laboratorista Quimico.

Se consideraron los siguientes aspectos: construccion de parrafos, vicios del
lenguaje que se trasladan a lo escrito, ortografia, puntuacion y otros relacionados
con el campo filoldgico, y desde ese punto de vista considero que esta listo para ser
presentado como Trabajo Final de Graduacién; por cuanto cumple con los requisitos

establecidos por la Universidad.

CARLOS Firmado

Suscribe cordialmente, digitalmente por

MARIA CARLOS MARIA
P A|:M A (PF,TIIR_,\I\//‘IQ)ZUNIGA
ZUNIGA  Fecha:

2023.01.13
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