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1. Resumen

La molienda hiumeda de maiz es un proceso ampliamente utilizado para la separacion de
almiddn, proteina, germen y fibra. Sin embargo, la etapa de maceracion requiere hasta 48
horas y altas concentraciones de dioxido de azufre (SO,), representando un desafio
ambiental y energético significativo. Ante esta problematica, se propone el uso de enzimas
comerciales (celulasa, hemicelulasa y proteasa) como estrategia biotecnoldgica para
mejorar el proceso de maceracion, buscando reducir el tiempo de proceso y la
concentracion de SO,. El objetivo de esta investigacidn fue evaluar el uso de las enzimas
mencionadas anteriormente en la reduccidn del tiempo de maceracién y la concentracién
de diéxido de azufre (SO,) en el proceso de molienda hiumeda de maiz. para ello realizaron
ensayos a escala de laboratorio, aplicando un disefio experimental de superficie de
respuesta, variando concentraciones enzimaticas, niveles de SO, y tiempos de tratamiento.
Ademas, se analizaron pardmetros como dureza del grano, almidén y proteina retenidos
en la fibra de maiz y calidad funcional del almiddn. Los resultados demostraron que una
combinacién de 0,06 kg de celulasa y hemicelulasa por tonelada de maiz permitio reducir
el tiempo de maceracion en un 53% y la concentracion de SO, en un 10%, sin afectar la
calidad del almidéon ni la recuperacién proteica. En contraste, el uso de proteasa
incrementd la solubilidad de la proteina, lo que podria limitar su recuperaciéon durante
etapas posteriores en el industrial por lo que se concluye que el tratamiento enzimatico
representa una alternativa viable, eficiente y sostenible frente al proceso convencional de
maceracion en la molienda humeda de maiz.
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2. Abstract

Wet milling of corn is a widely used process for the separation of starch, protein, germ,
and fiber. However, the steeping stage, which requires up to 48 hours and high
concentrations of sulfur dioxide (SO,), poses a significant environmental and energy
challenge. To address this issue, the use of commercial enzymes (cellulase, hemicellulase,
and protease) is proposed as a biotechnological strategy to improve the steeping process,
aiming to reduce both processing time and SO, concentration. The objective of this
research was to evaluate the application of the aforementioned enzymes in reducing
steeping time and sulfur dioxide (SO;) concentration during the corn wet milling process.
Laboratory-scale trials were conducted using a response surface experimental design,
varying enzyme concentrations, SO, levels, and treatment times. Additionally, parameters
such as kernel hardness, starch and protein retained in corn fiber, and starch functional
quality were analyzed. Results showed that a combination of 0.06 kg of cellulase and
hemicellulase per metric ton of corn reduced steeping time by 53% and SO, concentration
by 10%, without compromising starch quality or protein recovery. In contrast, the use of
protease increased protein solubility, which could limit its recovery during subsequent
industrial stages. Therefore, it is concluded that enzymatic treatment represents a viable,
efficient, and sustainable alternative to the conventional steeping process in corn wet
milling.
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3. Planteamiento del problema y justificacién

Los cereales desempefian un papel importante en la nutricidn humana, segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) en el
2023, se produjo en el mundo 2.789 millones de toneladas, siendo el maiz el cereal mas
producido con 1.193 millones de toneladas al afio (Williams & Hubbs, 2024). En cuanto
a su uso, el 56% esta destinado para alimentacidn animal, el 31% para usos industriales
y el 13% para consumo directo (Erenstein et al., 2022). Respecto a los procesos
industriales del maiz, uno de estos es la molienda humeda, la cual consiste en un
conjunto de operaciones dentro de las que se encuentra la maceracidon o remojo del
grano, la molienda y la separacién. Dichas etapas se llevan a cabo con el objetivo de
separar principalmente cuatro componentes del grano de maiz; almidén, proteina,
germen y fibra (Rausch et al., 2019). Segun la Asociacion de Refinadores de Maiz o por
sus siglas en ingles CRA, en Estados Unidos se muelen 33 millones de toneladas usando
el método anteriormente descrito, dicha cantidad representa el 10% de la produccién
de maiz en este pais (Corn Refiners Association, 2023). En paises como India y Malasia
se procesan anualmente 4,3 y 1,2 millones de toneladas de maiz usando la molienda
humeda, mientras en Colombia esta cifra es aproximadamente 430.000 toneladas al afio
(Deepak & Jayadeep, 2022; Meylinah, 2022). Cabe resaltar que existen plantas de
molienda humeda de en 23 paises (Figura 1).

Figura 1. Ubicacién de las plantas de molienda humeda de maiz de los miembros del CRA
(Corn Refiners Association (CRA), 2023.-a)
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Una de las etapas mas sensible de la molienda humeda es la maceracidn o remojo, ya que
de esta depende la eficiencia de la separacion y recuperacion del almiddn y proteina, esta
etapa consiste en el remojo del grano a temperaturas controladas entre 48 °C y 52 °C,
durante un periodo de aproximadamente de 36 a 40 horas. Como consecuencia, de lo
anteriory a los grandes volumenes de maiz, la energia usada en el proceso de maceracion
representa aproximadamente el 21% de la energia total usada en toda la molienda
himeda segun Singh & Johnston (2002), siendo este principalmente suministrado por
fuentes no renovables para la generacion de vapor requerido en el mantener las
condiciones térmicas del sistema. Esta dependencia energética plantea desafios
significativos en términos de sostenibilidad, eficiencia operativa y costos.

Ademas del gasto energético, en esta fase se suele adicionar altas cantidades de diéxido
de azufre (SO;) con el fin de optimizar la separacién de los componentes del grano de
maiz y mejorar la recuperacion de almidén (Ozturk et al., 2021a). El alto requerimiento
de SO; en esta etapa incrementa el riesgo de emisiones a la atmdsfera, conllevando
implicaciones ambientales y sanitarias relevantes. Diversos estudios epidemiolégicos han
evidenciado que la exposicidon tanto a corto como a largo plazo al SO, esta asociada con
un aumento en la incidencia de enfermedades respiratorias, asi como con un mayor
riesgo de mortalidad por causas respiratorias (Orellano, Reynoso & Quaranta, 2021).
También, el SO, en presencia de otros gases contaminantes de la atmdsfera, puede
provocar la formacién de lluvia acida, afectando negativamente ecosistemas naturales,
asi como dafos en estructurales en las mismas plantas operacionales (Ramirez et al.,
2009).

Debido las problematicas mencionadas anteriormente, existe una creciente demanda de
las agencias ambientales y empresas privadas para desarrollar alternativas a los procesos
de molienda himeda convencionales con el fin de reducir los impactos negativos que este
proceso genera (Singh & Johnston, 2002). Autores como Li et al. (2023) y Ozturk et al.
(2021b) han planteado el uso de enzimas tales como proteasas, celulosas, hemicelulosas,
entre otras, con el fin de reducir los tiempos de remojo y la concentracién de SO;, asi
como aumentar la recuperacion de almidén y proteina.

Los estudios anteriormente mencionados, se basan en diferentes enzimas comerciales,
especializadas en la fragmentacién de las paredes celulares del grano de maiz a través de
la hidrdlisis del xilano, principal componente de la hemicelulosa y de la celulosa la cual es
una estructura lineal de B-Glucosa, estos polimeros son los principales componentes de
la fibra no soluble de maiz (Figura 2) (Bazan-Colque et al., 2023). Asi mismo como el uso
de proteasas comerciales, ya que las estructuras relacionadas con las proteinas también
estdn consideradas como contribuyentes a la retencion de almidén, debido a que el
endospermo vitreo periférico retiene los granulos de almiddn dentro de la fraccion de
fibra. La eliminacion de la matriz proteica alrededor de los granulos de almidén mediante
el uso de estas enzimas ayuda a la liberacién efectiva de los granulos de almidodn
residuales de la fraccién de fibra (Ozturk et al., 2021b).



Figura 2. Composicion de la fibra de maiz
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Nota. Elaborado a partir de la informacién suministrada por Bazan-Colque et al. (2023).

Este trabajo propone el uso de enzimas comerciales tipo hemicelulasa, celulasa y proteasa
como estrategia biotecnoldgica para reducir significativamente los tiempos de remojo y
la concentracién de diéxido de azufre (SO;), lo que permitiria disminuir el consumo
energético asociado a esta fase, asi como mitigar el riesgo de emisiones contaminantes a
la atmdsfera. Para ello se usaran enzimas suministradas por empresas lideres en el sector
biotecnolégico, como AB Enzymes, Novozymes e IFF, las cuales ofertan este tipo de
enzimas a un costo que oscila entre 5 y 15 ddlares por kilogramo, dependiendo del
proveedor y la formulacién especifica. Ademas, de acuerdo con el modelo técnico
propuesto por Ramirez et al. (2009), la implementaciéon de enzimas en la molienda
himeda no solo mejora la eficiencia del proceso, sino que también reduce los costos de
produccién con relacién al método convencional. teniendo en cuenta anterior, se planted
la siguiente pregunta de investigacion:

¢Como influye la aplicacién de enzimas comerciales (celulasa, hemicelulasa y proteasa)
en la reduccion del tiempo de maceracion y la concentracion de didxido de azufre (SO,)
en la molienda humeda de maiz?



4, Marco Tedrico

A continuacién, se exponen las descripciones de los conceptos mas importantes que
abarca esta propuesta, con el fin de profundizar su contenido técnico y tedrico.

4.1. Composicion de maiz (Zea Mays L.)

El maiz (Zea Mays L.) es un cereal de gran relevancia para la nutricién humana y animal.
El grano de maiz esta conformado por: pericarpio el cual es una delgada cubierta que
encierran el nucleo, este representa 5,3% del grano. Endospermo es la seccion mds
grande del grano (aproximadamente 82%) y estd conformado principalmente de almiddn
y proteina, siendo el almidén el de mayor proporcién. El germen (embridn) es el 11,5%
del grano, en este se almacena una alta proporcidn de aceite (Figura 3) (Mejia, 2003).

Figura 3. Estructura del grano de maiz
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Nota. Elaborado a partir de Mejia (2003).

4.2. Molienda humeda de maiz

La molienda humeda es un conjunto de operaciones disenadas para la separacién y
extraccién de los componentes estructurales del grano de maiz, tales como germen,
proteina, almiddn y fibra, mediante el uso de medios acuosos (Ozturk et al., 2021a). Este
procedimiento inicia con una etapa de remojo, en la cual los granos son ablandados por
inmersién en agua o en una solucion diluida de didxido de azufre (SO;), bajo condiciones
controladas de temperatura y tiempo. Una vez que el grano ha sido adecuadamente
hidratado, se procede a la ruptura del pericarpio y a la separacion del germen, la fibra, la
proteina y el almiddn. Finalmente, para mejorar la recuperacion de almidén y proteina, la
fibra es sometida a un proceso de lavado (Rausch & Eckhoff, 2016).



Figura 4. Proceso de molienda hiumeda de maiz
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Nota. Elaborado a partir de la informacion suministrada por Rausch & Eckhoff (2016).

4.3. Caracteristicas generales de las enzimas

Las enzimas son biomoléculas de naturaleza proteica que actuan como catalizadores
altamente especificos en los sistemas bioldgicos. Se clasifican funcionalmente en seis
grupos: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas, segun el
tipo de reaccion que catalizan (Khan, 2018). Su principal funciéon es aumentar la velocidad
de las reacciones quimicas sin consumirse en el proceso, permitiendo que
transformaciones que serian lentas o termodindmicamente desfavorables ocurran en
escalas de tiempo compatibles con la vida celular. Esta aceleracidn se logra mediante la
disminucion de la energia de activacion, facilitando la formacién del complejo enzima-
sustrato y promoviendo su conversién eficiente en productos, hasta alcanzar el equilibrio
dindmico del sistema (Cremonesi, 2002).

Para ejercer su funcidén catalitica, muchas enzimas requieren la presencia de cofactores,
los cuales pueden ser iones metalicos como calcio (Ca?*), zinc (Zn?*) o magnesio (Mg?*),
gue estabilizan la estructura tridimensional de la enzima o participan directamente en la
catalisis. También existen coenzimas, que son moléculas orgdnicas derivadas de
vitaminas, como NAD*, FAD y coenzima A, que actlan como transportadores de
electrones o grupos quimicos (Cremonesi, 2002). Ademds de los cofactores, la actividad
enzimatica puede ser modulada por inhibidores, los cuales se clasifican en reversibles e
irreversibles. Los inhibidores reversibles incluyen los competitivos, que compiten con el
sustrato por el sitio activo; los no competitivos, que se unen a sitios distintos del activo
alterando la funcién sin impedir la unién del sustrato; y los acompetitivos, que se unen
exclusivamente al complejo enzima-sustrato. En contraste, los inhibidores irreversibles se
enlazan covalentemente a la enzima, inactivandola de forma permanente (Nelson & Cox,
2008).

Ademads de los cofactores, coenzimas e inhibidores, la actividad enzimatica esta
condicionada por factores como el pH y la temperatura, los cuales influyen en la
estructura tridimensional de la enzima y en la ionizacién de los grupos funcionales del
sitio activo. El pH determina el estado de protonacién de los aminodcidos involucrados

en la catdlisis, afectando la formacién del complejo enzima-sustrato y la eficiencia
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catalitica. Cada enzima presenta un rango éptimo de pH en el que alcanza su maxima
velocidad de reaccion, expresada como kcat (constante catalitica), mientras que valores
extremos pueden ocasionar la desnaturalizacion parcial o total de la enzima, reduciendo
drasticamente su actividad (Nelson & Cox, 2008). De manera similar, la temperatura
modula la energia cinética y la flexibilidad conformacional de la enzima: incrementos
moderados favorecen la velocidad de reaccién hasta alcanzar una temperatura éptima,
pero valores superiores provocan pérdida irreversible de estructura terciaria y
cuaternaria, disminuyendo la actividad catalitica (Cremonesi, 2002).

Desde una perspectiva cinética, la velocidad de reaccién enzimatica depende tanto de la
concentracion de sustrato como de las propiedades intrinsecas de la enzima. Estas
ultimas propiedades incluyen la actividad catalitica, la especificidad por el sustrato, la
afinidad enzimatica, asi como sus condiciones dptimas de pH y temperatura, que estdn
determinadas por su estructura tridimensional y estabilidad conformacional. Ademas de
factores como la presencia de cofactores y la resistencia a la desnaturalizacion
(Cremonesi, 2002). El comportamiento de estas reacciones se describe mediante
el modelo de Michaelis-Menten, que establece la siguiente ecuacién:

Nota: Vo . Velocidad inicial de la reaccidon; Vmax: Velocidad maxima alcanzada cuando la
enzima esta saturada; [S]: Concentracion de sustrato; Km: Constante de Michaelis, la cual
indica la afinidad de la enzima por el sustrato (Nelson & Cox, 2008).

El modelo cinético de Michaelis-Menten es esencial para comprender la dindmica de las
enzimas no alostéricas, las cuales constituyen la mayoria de las empleadas en procesos
industriales. Este modelo describe cdmo la velocidad de reacciéon depende de la
concentracion de sustrato y permite derivar parametros cinéticos fundamentales: Km,
Vmax y kcat. Estos parametros son la base para comparar la eficiencia catalitica entre
diferentes enzimas y evaluar su comportamiento bajo condiciones especificas. Vmax
representa la velocidad maxima alcanzada cuando todos los centros activos estan
saturados; es una propiedad extensiva, dependiente de la cantidad de enzima presente.
En contraste, kcat (constante catalitica) es una propiedad intrinseca que indica el nimero
de moléculas de sustrato transformadas por cada centro activo por unidad de tiempo en
condiciones de saturacién. Este parametro es critico en aplicaciones industriales, ya que
refleja la capacidad real de la enzima para catalizar reacciones bajo condiciones éptimas.
En el contexto de este proyecto, kcat permite evaluar la influencia de factores como pHy
temperatura, que afectan la conformacién estructural y la estabilidad de la enzima,
determinando su eficiencia catalitica. Por ello, el modelo de Michaelis-Menten no solo
predice el comportamiento enzimatico, sino que también orienta la seleccién vy
optimizacién de enzimas para maximizar la productividad y sostenibilidad del proceso
(Nelson & Cox, 2008).
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4.4. Caracteristicas de algunas de las enzimas propuestas para la reduccidon de
tiempos y SO, en la maceracion de maiz

A continuacidn, se describen las principales caracteristicas de algunas enzimas usadas en
la reduccién de tiempos de maceraciéon y concentracién de SO, en la molienda himeda
de maiz.

Una de las celulasas comerciales se obtiene a partir del Trichoderma reesei (Figura 5),
dicha enzima es secretada a través de las paredes celulares lo que permite una mayor
facilidad en la produccidon industrial. En cuanto a su estructura es una proteina de 418
aminodcidos que un dominio catalitico con residuos activos bien caracterizados,
un donador/aceptor de protones en la posicidén Glu 239 y un nucledfilo en la posicidn Glu
350. Esta hidroliza enlaces B-1,4-glucosidicos en polisacaridos como la celulosa, actuando
sobre regiones internas de la cadena. Esta enzima muestra actividad hidrolitica entre pH
3,5 a 6,0 y resistente a temperaturas menores a 65°C (UniProt, 2025a).

Figura 5. Estructura cristalina de celulasa Cel5A de Trichoderma reesei (Lee et al. 2011)

Otra de las enzimas usada es la hemicelulosa Alpha-L-arabinofuranosidasa (Figura 6) esta
destaca por su capacidad de degradar arabinoxilanos, un tipo de hemicelulosa presente
en las paredes celulares de plantas y cereales. Esta enzima es secretada por el Aspergillus
kawachii y esta compuesta por 499 aminoacidos y presenta un dominio catalitico con
sitios activos bien definidos, el nucledfilo es acido glutdmico (Glu221) mientras el donador
de protones es la asparagina (Asp297), rodeados por multiples sitios de unién al sustrato.
Esta arquitectura enzimdtica permite una alta especificidad y eficiencia catalitica. Dicha
enzima muestra una actividad éptima a pH 4,0 y una temperatura ideal de 55 °C, siendo
estable entre pH 3,5y 7,0 (UniProt, 2025b).

Figura 6. Estructura cristalina de la hemicelulasa Alpha-L-arabinofuranosidasa (Miyanaga
2004)
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Adicionalmente, se ha identificado que las proteinas de la estructura del grano de maiz
encapsulan el almidén contribuyendo con la retencidn de este dentro de una fracciéon de
fibra. En consecuencia, se ha planteado el uso de proteasas, enzimas que catalizan la
hidrdlisis de los enlaces peptidicos de las proteinas, lo que permitiria aun mayor
recuperacién de almidén (Garcia-Gonzalez et al., 2019).

Una de las proteasas usadas es la denominada Bacillolysin se secretada por el Bacillus
subtilis (Figura 7), la cual esta compuesta por 538 aminodcidos y presenta un dominio
catalitico de acido glutamico (Glu370) como nucledfilo y una histidina (His453) que actua
como donador de protones.

Figura 7. Estructura modelada mediante AlphaFold de la proteasa bacillolysin de Bacillus
subtilis (Dragos & Kovacs, 2020)

La proteasa Bacillolysin de Bacillus subtilis muestra actividad hidrolitica entre pH 5,52 9,0
y es estable a temperaturas menores a 60°C, aunque aun no se cuenta con estudios de
cristalografia su estructura fue modelada con ayuda de AlphaFold (Figura 8) (Unipro
2025c).

4.5. Alternativas investigadas para la reduccion de SO; y tiempos en la maceracion
de maiz

Con el objetivo de reducir el uso de SO, y el tiempo en el proceso de maceracidn, se han
explorado diversas alternativas. Una de ellas es la adicién de acido lactico durante el
remojo, ya que este compuesto facilita la descomposicién de la matriz proteica del
endospermo, lo que mejora el rendimiento de almiddn. Se ha reportado un incremento
de entre 3% y 12% en el rendimiento de almiddén al adicionar 0.55% de acido lactico junto
con SO, evidenciando un efecto sinérgico entre ambos (Dailey et al., 2002).

Otra alternativa biotecnoldgica es el uso de consorcios microbianos terméfilos y acidéfilos
como sustitutos ecolégicos del SO, en el remojo contracorriente. Estos consorcios son
desarrollados mediante ingenieria adaptativa, permitiendo su tolerancia a las condiciones
de pH y temperatura propias del proceso. Su implementacidn ha demostrado ser eficaz
en la reduccion del uso de SO,, manteniendo buenos rendimientos de almiddn (Sun et al.,
2024).

Singh et al. (2010) analizaron reduccion de tiempos de remojo y en la concentracién de
SO; mediante el uso de proteasas, en este estudio se planteé la adicidn de la enzima
después de la molienda, ajustando el pH y garantizando un tiempo de incubacién entre
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la enzima y el maiz molido. Esta investigacion demostrd que la implementacion de esta
enzima disminuyd los tiempos de remojo de 48 horas a 16 horas y la concentracion de
SO, de 1500 ppm a 600 ppm. No obstante, la implementacion del procedimiento
planteado es costoso y requiere alta cantidad de quimicos, esto debido a la adecuacién
de un reactor para grandes voliumenes y a los quimicos requeridos para el ajuste de pH.

Debido a que la fibra del maiz esta constituida principalmente por celulosa y hemicelulosa
(Bazan-Colque et al., 2023), los cuales son polisacdridos constituidos por cadenas de D-
glucosa, unidas por enlaces glucosidicos B 1-4 (Figura 8). Por su parte, las hemicelulosas
también cuentan con enlaces glucosidicos B 1-6 en las que se presentan otros azlcares y
acidos glucurdnicos (Gutiérrez-Rojas et al., 2015).

Figura 8. Hidrdlisis enzimatica de la celulosa

CH OH OH OH
—Cc N )0 Q 0
OH— —o— —0 » OH— —0H 4 OH— —0OH
HO OH HO lOl—- HO OH HO OH
. Celulosa
PN Celulasa
N

Nota. Elaborado a partir de la informacién suministrada por Bazan-Colque et al. (2023).

Debido a lo anterior, autores como Ozturk et al. (2021b) evaluaron el uso de proteasas,
celulosas, hemicelulosas, asi como a la combinacién de estas, con el objetivo de mejorar
la obtencion de almiddn a partir del lavado de la fibra obtenida después de la separacién
primaria del almidén y proteina. En esta investigacion se evidencié que la combinacién
de las enzimas mencionadas anteriormente, proporcionaron la mayor liberacién de
almidon y proteina de la fibra de maiz. Sin embargo, en este estudio no se tuvo en cuenta
los tiempos de remojo del maiz ni concentracidn de SO; en esta etapa.
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5. Hipétesis o supuesto

La incorporacion de las enzimas celulasa, hemicelulasa y proteasa, ya sea de forma
individual o en combinacién, durante la etapa de maceracién en el proceso de molienda
himeda del maiz, permite disminuir el tiempo de proceso y reducir el uso de didxido de
azufre SO,.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de enzimas comerciales (celulasa, hemicelulasa y proteasa), aplicadas de
manera individual y combinadas, sobre la reduccién del tiempo de maceracién y la
concentracion de didxido de azufre (SO,) durante el proceso de molienda humeda de maiz.

6.2. Objetivos especificos

6.2.1. Establecer las mejores condiciones de concentraciones de enzimas, de tiempo de
maceracion, concentraciéon de SO, para la maceracién enzimatica de granos de
maiz usando enzimas comerciales de tipo celulasas, hemicelulasas y proteasas.

6.2.2. Determinar las concentraciones de almidén y proteina retenida en la fibra de maiz
aplicando las mejores condiciones para el uso combinado de las enzimas
evaluadas.

6.2.3. Caracterizar la calidad funcional del almidén y la solubilidad de la proteina

obtenidos a partir del maiz tratado con las mejores condiciones obtenidas para el
uso combinado de las enzimas comerciales tipo celulasa, hemicelulasa y proteasa.
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7. Metodologia

Para el desarrollo de los objetivos planteados en este estudio, se llevd a cabo una
investigacion de tipo experimental en las instalaciones de una empresa ubicada en la
ciudad de Cali, Colombia. Esta compafiia cuenta con una planta de molienda humeda de
maiz con una capacidad instalada de 1.200 toneladas de maiz molido por dia, y una
proyeccién de expansién a 1.500 toneladas diarias en los proximos tres afios. Los ensayos
experimentales se realizaron a escala de laboratorio, replicando las condiciones
operativas reales de la planta industrial.

7.1. Efecto de las enzimas en la dureza del maiz

Los ensayos se realizaron a nivel de laboratorio utilizando corridas de 2 kg de maiz dentado
(Zea mays cv. indentata) importado de Estados Unidos. A cada corrida se le adicionaron 2
litros de agua con concentraciones de didxido de azufre (SO,) de 0, 100 y 2000 ppm.

Para cada concentracion de SO,, se evaluaron tres niveles de adicion de enzimas

comerciales:

e Celulasa0;0,03y0,1g por kg de maiz; equivalentes a 0; 450 y 1500 ECU (Unidades de
actividad celulasas) por kg de maiz respectivamente.

e Hemicelulasa: 0; 0,03 y 0,1 g por kg de maiz; equivalentes a 0; 15,9 y 53 ARMU
(Unidades de actividad hemicelulasa) por kg de maiz respectivamente.

e Proteasa:0;0,1y0,4 g por tonelada de maiz. equivalentes a 0; 84 y 336 UHB (Unidades
de actividad proteolitica) por kg de maiz respectivamente.

Nota: Para efectos de este estudio, las concentraciones enzimaticas se expresaran en
gramos de enzima por kilogramo de maiz.

La dureza del grano se evalué a las 8, 12, 24 y 32 horas después de iniciada la reaccion
enzimatica (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones experimentales de maceracion de maiz en laboratorio segun tipo y
concentracion de enzima, niveles de SO, y tiempo de reaccién

Concentracion,
Tipode Enz g enz/Ton de maiz SO, ppm Tiempo, h

0 0 8

Hemicelulasa 0,03 1000 12
0,1 2000 24

32

0 0 8

Celulasa 0,03 1000 12
0,1 2000 24

32

0 0 8

Proteasa 0,1 1000 12
0,4 2000 24

32
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Finalmente, las muestras se introdujeron en bafio de maria a 52°C, simulando las
condiciones de temperatura del proceso de maceracién real. Cumplido los tiempos
mencionados en la Tabla 1 se tomaron muestras de maiz la las cuales para garantizar la
neutralizacion de las enzimas se bajé el pH a 3,0 con 4cido clorhidrico al 4% (v/v) para
finalmente analizar la dureza del grano bajo la metodologia explicada en el numeral 7.2.

7.2. Dureza de granos de maiz

Para cada tiempo de reaccién evaluado, se tomaron 10 muestras individuales de granos
de maiz. La dureza fue determinada usando un analizador de textura marca Stable Micro
System, referencia TA. XT, equipado con una sonda cilindrica de 5 mm de didametro (P/5) y
una celda de carga con capacidad mdaxima de 30 kg fuerza. Este método consistié en aplicar
una compresiéon uniaxial en sentido vertical hasta alcanzar una de deformacién del 40%
respecto a la altura original del grano. La dureza se defini6 como la fuerza méaxima
registrada por el equipo justo antes de la ruptura del grano, expresada en kilogramos-
fuerza (kgf).

7.3. Preparacion de la fibra

Una vez finalizado el tiempo de reaccidén enzimdtica establecido, se tomd una muestra de
500 g de maiz para realizar una molienda gruesa utilizando un molino de discos manual.
Posteriormente, 200 g del material molido fueron suspendidos en 500 mL de una solucién
salina al 13 % (p/p), bajo agitacion constante a 300 rpm usando un agitador Marca IKA
modelo RW20 digital durante 1 hora, con el objetivo de facilitar la separacién del germen.
Tras la remocién del germen, se tomaron 100 g de maiz desprovisto de germen para
someterlos a una segunda molienda fina con el mismo equipo. El producto obtenido fue
sometido a cuatro lavados consecutivos con 500 mL de agua destilada cada uno, bajo
agitacion constante usando el agitador anteriormente mencionado, con el fin de remover
el almiddn y la proteina residual adherida a la fibra. Este procedimiento emula lo realizado
en una planta convencional de molienda humeda. Finalmente, la fibra lavada fue
recolectada para la realizacidén de los analisis correspondientes.

7.4. Microscopia de la fibra

Se examind las diferentes muestras de fibra de maiz utilizando un microscopio dptico LEICA
DM750, empleando un objetivo de 10X, con el fin de observar los efectos de la accion
enzimatica sobre la estructura de la fibra.

7.5. Proteina retenida en fibra

El andlisis de proteina se realizé utilizando el método Dumas, reconocido por su precision
y rapidez en la determinacion del contenido de nitrégeno total en muestras organicas. Para
ello, se tomé una alicuota de 1 g de fibra lavada, obtenida tras el proceso de separacion.
La muestra fue procesada en un analizador de proteina DUMATHERM N Pro, el cual opera
bajo el principio de combustion a alta temperatura en atmdsfera de oxigeno. Durante este
proceso, el nitrdgeno presente en la muestra se convierte en 6xidos de nitrégeno, que
posteriormente son reducidos a N, molecular y cuantificados mediante detector térmico
de conductividad.
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El contenido de nitréogeno elemental obtenido se utilizd para calcular el porcentaje de
proteina total, aplicando el factor de conversion estandar de 6,25 (Pupim, Martin & Ikizler,
2013).

7.6. Perfil amilografico de almidon

La calidad funcional del almidén se evalué mediante un viscoamilégrafo Brabender
Viscograph-E, el cual permite caracterizar el comportamiento reoldgico del almiddén
durante los procesos de calentamiento y enfriamiento. Para ello, se prepardé una
dispersidon de almidon al 8% en base seca, utilizando agua destilada como medio de
suspension. El andlisis se realizé siguiendo las rampas de temperatura que se muestran en
la Tabla 2.

Tabla 2. Rampas de temperatura del amilograma

Temperatura, °C Tiempo, minutos
30 0
30-90 0a8
90 8a12,5
90-50 12,5a17,5
50 22,5

7.7. Almiddn retenido en fibra

La concentracidn de almidén retenido en la fibra se determind por polarimetria, siguiendo
el método oficial establecido por la AOAC (1996) y la Fundacion de Investigacion de
Industrias del Maiz, Divisién de la Asociacion de Refinadores de Maiz INC (1986). Para ello
se peso 2 g de fibra el cual se lavé con etanol al 10% (p/p) seguido se adicioné la fibra
lavada junto con 10 mL de agua destilada y 60 mL de cloruro de calcio a 3,7M a un
Erlenmeyer. Posteriormente, se llevd a un extractor soxhlet marca Sigma durante 30
minutos. Pasado el tiempo, se adiciond la muestra en un balén de 100 mL con 4acido
fosfotungstico al 1,25% a continuacion se filtré con mediante un filtro de papel Whatman®
2. Finalmente, el filtrado se ley6 en un polarimetro Rudolph a una longitud de 589 um. El
calculo del almidén retenido en la fibra se calculd usando la siguiente ecuacion:

angulo de rotacion observado * 100

Peso de la muestra, g . Sustancia seca, %
100 mL 100

almidon, %bs =

203 % 2

Nota: %bs: Porcentaje en base seca; 203: representa la rotacion especifica del almiddn de
maiz

7.8. Analisis estadistico

Para evaluar el efecto del tipo y concentracion de enzimas, el tiempo de reaccion y la
concentracion de didxido de azufre (SO;) sobre la dureza del grano, se empled un disefio
multifactorial para cada tipo de enzima estudiada, considerando los rangos
experimentales definidos en la Tabla 1. Donde Las concentraciones minima y maxima de
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las enzimas utilizadas fueron establecidas con base en las recomendaciones técnicas de
los fabricantes de en las enzimas comerciales empleadas. En cuanto a la concentraciéon de
S0O,, se tomd como referencia el valor maximo utilizado en condiciones industriales reales
de maceracién de maiz, criterio que también se aplicé para definir el tiempo mdaximo de
coccion en las distintas corridas experimentales (Kuehl, 2000).

Los resultados obtenidos de los diferentes ensayos de laboratorio se analizaron usando el
disefio de superficie de respuesta completo, este enfoque estadistico permitié modelar las
interacciones entre variables y determinar su influencia sobre la respuesta objetivo. Para
la optimizacion multivariable del proceso, se aplicd la funcién de deseabilidad de
Derringer, la cual transformd cada respuesta en una escala de deseabilidad entre 0
(minimamente deseable) y 1 (maximamente deseable). Esta herramienta facilitd la
identificacion de las condiciones experimentales que periten la reduccion del tiempo de
proceso y la concentracion de SO,, minimizando el uso de enzimas manteniendo la
retencion mdaxima de almidén y proteina similares a las condiciones al proceso
convencional (Kuehl, 2000).

Una vez determinadas dichas condiciones, se aplicd un analisis de varianza (ANOVA)
seguido de una prueba de comparaciéon multiple de Tukey con un nivel de confianza del 95
% bilateral, con el objetivo de comparar los contenidos de almidén y proteina retenidos en
la fibora de maiz entre los distintos tratamientos y muestras patrén las cuales fueron
tomadas directamente de una planta de molienda hiumeda convencional.

Los analisis anteriormente mencionados se realizaron mediante el software estadistico
Minitab version 22 (2023).
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8. Resultados y discusion

8.1. Efecto de la concentracion de SO; en la dureza del maiz

El andlisis de varianza (ANOVA) presentado en la Tabla 3, mostré que el modelo fue
altamente significativo (F =91,65; p < 0,001) (Fila 1), explicando la variabilidad en la dureza
del grano de maiz. Entre los factores evaluados, la concentracion de didxido de azufre (SO,)
presentd el mayor efecto (F = 253,75; p < 0,001) (Fila 4), seguida por el tiempo de
maceracion (F = 147,32; p < 0,001) (Fila 3), confirmando su influencia determinante en la
respuesta. Se detectd un efecto cuadratico significativo para SO, (F = 35,54; p < 0,001) (Fila
7), indicando una relacién no lineal, mientras que el término cuadratico del tiempo no fue
relevante (F = 0,10; p = 0,755) (Fila 6). Asimismo, la interaccién tiempo—SO, resulté
significativa (F = 8,42; p = 0,006) (Fila 9), lo que sugiere dependencia entre factores y la
necesidad de considerar su combinacién para optimizacion. El error puro es relativamente
bajo (MC = 0,1213) (Fila 12), lo que indica que el sistema es estable y que las diferencias
observadas entre tratamientos no se deben al azar, sino a los factores estudiados (tiempo
y SO,) (Kuehl, 2000).

Tabla 3. Analisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para evaluar Efecto del
SO; en la dureza del grano de maiz

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp

1 Modelo 5 86,5784 17,3157 91,65 0,000
2 Lineal 2 75,7719 37,8860 200,53 0,000
3 Tiempo, h 1 27,8318 27,8318 147,32 0,000
4 SO2, ppm 1 47,9401 47,9401 253,75 0,000
5 Cuadrado 2  6,7337 3,3668 17,82 0,000
6 Tiempo, h*Tiempo, h 1 0,0186 0,0186 0,10 0,755
7 SO, ppm*S0O2, ppm 1 6,7151 6,7151 35,54 0,000
8 Interaccion de 2 factores 1 11,5912 1,5912 8,42 0,006
9 Tiempo, h*SO2, ppm 1 11,5912 1,5912 8,42 0,006
10  Error 42 7,9349 0,1889

11 Falta de ajuste 6 3,5667 0,5944 2,80 0,000
12 Error puro 36 4,3683 0,1213

13  Total 47 94,5133

La interaccién entre la concentracién de diéxido de azufre (SO,) y el tiempo de maceracidn
sobre la dureza del grano de maiz, descrita en la Tabla 3, se visualiza en la Figura 9, que
evidencia la tendencia del proceso y su comportamiento. Se observa que el maiz sometido
a maceracion sin adicidon de SO, mantiene valores de dureza entre 9 y 10 gramos-fuerza
(gf) incluso después de 32 horas de tratamiento. En contraste, la aplicacién de soluciones
con 2000 ppm de SO, reduce la dureza a valores inferiores a 8 gf. Estos resultados validan
la escala experimental utilizada, al ser consistentes con los obtenidos en muestras
industriales, cuyo promedio de dureza es de 7,6 = 0,5 gf, condicion 6ptima para la
separacion de almidon, proteina y germen en la molienda hiumeda (Rausch & Eckhoff,
2019).

Este comportamiento confirma que la disminucion de dureza depende de la accion
sinérgica de ambos factores: el tiempo prolongado favorece la difusién del agente quimico
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en la matriz del endospermo, mientras que el SO, actia como agente reductor, rompiendo
enlaces disulfuro en proteinas estructurales (Obadi et al., 2023). Como resultado, se
produce la solubilizacién y dispersidon de la matriz proteica que rodea los granulos de
almiddn, lo que facilita su liberacion. Este efecto se intensifica bajo condiciones de alta
concentracién de SO, (2000 ppm) y tiempos prolongados de maceracién (232 horas),
alcanzando durezas criticas para la eficiencia del proceso.

Figura 9. Efecto del SO,y el tiempo de maceracion en la dureza del grano de maiz
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Nota. Donde la dureza del grano de maiz estd dada en gramos fuerza (gf). La Figura
muestra la interaccién entre la concentraciéon de SO, (eje Y, en ppm) y el tiempo de
maceracion (eje X, en horas) y como estos afectan la dureza de los granos de maiz
expresada en gramos fuerza (gf) la cual es representada mediante una escala cromatica:
colores oscuros indican mayor dureza, mientras que tonos claros corresponden a granos
mas blandos.

La Figura 9 evidencia la interaccidn entre tiempo de maceracién y concentracién de SO,
sobre la dureza del grano de maiz, pardmetro critico para la eficiencia en la separacién de
almidon, proteina y germen en la molienda himeda. Este comportamiento confirma que
la reduccidon de dureza depende de la accidn sinérgica de ambos factores: el tiempo
prolongado permite la difusion del agente quimico en la matriz del endospermo, mientras
que el SO, actla como agente reductor, rompiendo enlaces disulfuro en proteinas
estructurales (Obadi et al., 2023).

La reduccidon en la dureza del grano estd directamente asociada con una mayor
recuperaciéon de almidén durante la molienda humeda, tal como lo reportaron Singh et al.
(2023), quienes evidenciaron incrementos en la recuperacion de almiddn, proteina y
germen en maices con endospermo blando frente a aquellos mas duros. Por esta razén,
las plantas industriales han estandarizado soluciones de maceracién con concentraciones
de SO, entre 2000 y 2600 ppm, aplicadas durante 32 a 40 horas a temperaturas
controladas de 50-52 °C, alcanzando durezas finales cercanas a 7,6 + 0,5 gf, dptimas para
la separacién de fracciones (Rausch & Eckhoff, 2019). Sin embargo, estas condiciones
implican un elevado consumo energético: aproximadamente el 21 % de la energia total del
proceso, lo que equivale a cerca de 12.550 megavatios/afo en una planta de 2500 ton/dia
(Ramirez et al., 2009), representando costos superiores a US$12,5 millones anuales solo
en energia térmica. A esto se suma el uso intensivo de SO,, que para esta misma capacidad
alcanza 461.926 kg/afio, con un costo estimado cercano a US$15.000 anuales y riesgos
asociados a emisiones atmosféricas y formacién de lluvia acida (Singh & Johnston, 2002;
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Ramirez et al., 2009). Estos factores plantean desafios econdémicos y ambientales que
impulsan la busqueda de alternativas mds sostenibles, como el uso de enzimas para
reducir tiempos y concentraciones de SO,.

8.2. Efecto de las enzimas sobre la dureza del maiz

A continuacién, se presentan los resultados del efecto de las enzimas sobre la dureza del
grano de maiz durante la etapa de maceracién. Este analisis considera la influencia de
diferentes tipos de enzimas (proteasa, celulasa y hemicelulasa), sus concentraciones, el
tiempo de tratamiento y los niveles de didxido de azufre (SO,), con el objetivo de
determinar suimpacto en la reduccién de la dureza y, por ende, en la eficiencia del proceso
de molienda hiumeda. Los resultados se discuten en funcién de la significancia estadistica
y la interaccidn entre factores, destacando las condiciones que permiten alcanzar valores
Optimos para la separacion de almidén, proteina.

8.2.1. Proteasa

El andlisis de varianza de la Tabla 4 mostré que el modelo fue altamente significativo (F =
89,56; p < 0,001) (Fila 1), explicando la variabilidad en la dureza del grano de maiz. Entre
los factores evaluados, el tiempo de maceracion presenté el mayor efecto (F =380,17; p <
0,001) (Fila 3), seguido por la concentracion de diéxido de azufre (SO,) (F = 151,37; p <
0,001) (Fila4) y la dosis de proteasa (F =39,98; p <0,001) (Fila 5), confirmando su influencia
determinante en la respuesta. Se detectaron efectos cuadraticos significativos para SO, (F
= 88,89; p < 0,001) (Fila 8) y para la concentracidn de proteasa (F = 45,70; p < 0,001) (Fila
9), lo que indica una relacion no lineal y la existencia de puntos dptimos para ambos
factores. En contraste, el término cuadratico del tiempo no fue relevante (F = 4,23; p =
0,052) (Fila 7), sugiriendo que su efecto es predominantemente lineal. Respecto a las
interacciones, la combinacidon SO,—proteasa mostro el mayor impacto (F =36,06; p <0,001)
(Fila 13), evidenciando una fuerte sinergia entre el agente quimico y la enzima. La
interaccion tiempo—SO, también resultd significativa (F = 12,91; p < 0,001) (Fila 11),
mientras que tiempo—proteasa presentd un efecto marginal (F = 4,08; p = 0,050) (Fila 12).
Estos hallazgos confirman que la optimizacion del proceso requiere considerar la
interaccion entre variables, no solo sus efectos individuales. El error puro fue
relativamente bajo (MC = 0,0946) (Fila 16), lo que indica que el sistema es estable y que
las diferencias observadas entre tratamientos se deben a los factores estudiados (tiempo,
SO, y proteasa), y no al azar. Estos resultados son consistentes con lo reportado por Singh
et al. (2010), quienes observaron efectos similares en la reduccion de tiempos de
maceracion y uso de SO, (Kuehl, 2000).

En este estudio, se observd que una dosis de 0,2 g proteasa /kg de maiz, combinada con
1800 ppm de SO, y 20 horas de tratamiento, permitid alcanzar valores de dureza cercanos
a 7,8 gf, comparables con los obtenidos en procesos industriales convencionales (7,6 £ 0,5
gf) (Figura 10). La Figura 10A muestra la relacién entre la concentracion de enzima vy el
tiempo de maceracidn, en esta se observa que la reduccién de dureza se intensifica a partir
de las 20 horas, alcanzando valores cercanos a 8 gf cuando se emplean dosis de 0,2 g/kg.
Este comportamiento indica que el tiempo es determinante para que la proteasa ejerza su
efecto maximo. Por otro lado, la Figura 10B la interaccién entre la concentracién de
proteasa y los niveles de SO,, donde se aprecia que, con 0,2 g/kg de enzima y 1800 ppm
de SO,, la dureza se reduce hasta aproximadamente 7,8 gf. Al integrar ambos graficos, se
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puede apreciar que la mejor condicion combina la dosis enzimatica y la concentracién de
SO, mostradas en la Figura 10B con el tiempo critico identificado en la Figura 10A. Esta
sinergia explica por qué es posible disminuir la concentracién de SO, sin comprometer la
eficiencia del ablandamiento. Esto es debido a la hidrdlisis de los enlaces peptidicos de las
de las proteinas estructurales causada por la accién de la proteasa, ayudando a la
degradacidon de la matriz proteica que proporciona la dureza del grano de maiz ademas de
retener el almiddén incrustado en la fibra (Ozturk et al., 2021b).

Tabla 4. Andlisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para evaluar el efecto
de la proteasa sobre la dureza del grano de maiz

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

1 Modelo 9 186,690 20,7433 89,56 0,000
2 Lineal 3 131,302 43,7672 188,97 0,000
3 Tiempo 1 88,049 88,0493 380,17 0,000
4 SO: 1 35,058 35,0581 151,37 0,000
5 [Proteasal 1 9,259 9,2590 39,98 0,000
6 Cuadrado 3 32,151 10,7171 46,27 0,000
7 Tiempo*Tiempo 1 0,980 0,9803 4,23 0,052
8 S02*S02 1 20,587 20,5868 88,89 0,000
9 [Proteasa]*[Proteasa] 1 10,584 10,5841 45,70 0,000
10 Interaccion de 2 factores 3 11,361 3,7870 16,35 0,000
11  Tiempo*SO: 1 2,991 2,9908 12,91 0,000
12 Tiempo*[Proteasa] 1 0,019 0,0186 4,08 0,050
13 SO2*[Proteasal] 1 8,352 8,3516 36,06 0,000
14 Error 134 31,035 0,2316

15 Falta de ajuste 26 20,813 0,8005 1,46 0,000
16 Error puro 108 10,222 0,0946

17 Total 143 217,725

Figura 10. Efecto de la proteasa de Bacillus subtilis en la dureza del grano de maiz
durante la maceracion
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Nota. Donde A) Interaccidon entre la concentracién de la dosis de proteasa (eje Y, g de
enzima / kg de maiz) y el tiempo de maceracién (eje X, en horas) con concentracion
constante de SO; a 1000 ppm; B) Interaccion entre la concentracién de la dosis de proteasa
(eje Y, g de enzima / kg de maiz) la concentracién de SO; (eje X, en ppm) a 20 horas de
tratamiento. La dureza de los granos de maiz (expresada en gf) la cual es representada
mediante una escala cromatica: colores verde oscuros indican mayor dureza, mientras que
tonos azul oscuros corresponden a granos mas blandos.
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A diferencia de lo reportado por Singh et al. (2010), quienes lograron reducir el tiempo de
maceracion a 16 horas y la concentracion de SO, a 600 ppm mediante el uso de proteasas
y ajustes especificos en el pH del medio, los resultados de este estudio no muestran
mejoras tan marcadas al emplear proteasa. La diferencia fundamental entre ambos
trabajos radica en la estrategia de control del pH, mientras Singh et al. (2010) adaptaron
el entorno a las condiciones éptimas de la enzima, este estudio mantuvo el pH
caracteristico del proceso industrial (=3,7), generado por la presencia de SO,. Este valor se
encuentra fuera del rango dptimo de actividad hidrolitica de la proteasa (pH 5,5-9,0)
(UniProt, 2025c), lo que limita la eficiencia catalitica de la proteasa. Ajustar el pH para
favorecer la actividad enzimadtica implicaria un uso intensivo de agentes quimicos,
incrementando significativamente los costos operativos y la complejidad del proceso,
razon por la cual no se considerd viable en condiciones industriales. Esta limitacion ha sido
sefialada también por Ozturk et al. (2021b), quienes destacan que la efectividad de las
proteasas depende de la compatibilidad con el pH del medio, y por Kaur et al. (2024),
quienes reportan que la estabilidad funcional de proteasas industriales se reduce
drasticamente en entornos acidos.

8.2.2. Celulasa

Al igual que los modelos previamente analizados, el modelo estadistico correspondiente a
la celulasa proveniente de Trichoderma reesei (Tabla 5) resulté altamente significativo (F
=68,52; p <0,001) (Fila 1), lo que confirma su capacidad para explicar de manera robusta
la variabilidad en la dureza del grano. Entre los factores principales, el tiempo de
maceracion mostré el mayor efecto (F = 358,54) (Fila 3), seguido por la concentracién de
SO, (F = 158,96) (Fila 4) y la dosis de celulasa (F = 54,44) (Fila 5), todos con p < 0,001. Se
identificaron efectos cuadraticos significativos para SO, y celulasa (Filas 8 y 9), lo que indica
la presencia de puntos éptimos para ambos factores, mientras que el tiempo presenté un
comportamiento predominantemente lineal (Fila 7). Asimismo, las interacciones tiempo—
SO, (F = 5,25; p < 0,05) (Fila 11) y tiempo—celulasa (F = 4,10; p < 0,05) (Fila 12) fueron
relevantes, evidenciando que la eficacia de la enzima depende tanto del tiempo de
tratamiento como del nivel de SO,. En contraste, la interaccion SO,—celulasa no mostro
significancia estadistica (p > 0,05) (Fila 13) (Kuehl, 2000).

Aunque el analisis de varianza no indica una interaccion significativa entre la concentracién
de celulasa y SO, (p > 0,05) (Tabla 5), los resultados experimentales evidencian que el
tratamiento con 0,06 g de celulasa/kg de maiz, en presencia de 1000 ppm de SO, y un
tiempo de maceracién de 25 horas (Figura 11A), permite alcanzar valores de dureza entre
8,0 gf y 7,5 gf. Estos valores son comparables a los obtenidos mediante el proceso
industrial convencional, que requiere aproximadamente 32 a 40 horas y 2000 ppm de SO,
para lograr durezas similares. Esta diferencia se explica porque el tiempo de maceracién
(F = 358,54; p < 0,001) y la dosis de celulasa (F = 54,44; p < 0,001) son los factores mas
influyentes, lo que confirma que la reduccién de dureza depende principalmente de la
duracion del tratamiento y la accidon enzimatica, mds que de la interaccion directa entre la
enzimay el SO, (Kuehl, 2000).
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Tabla 5. Andlisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para evaluar el efecto

de la celulasa sobre la dureza del grano de maiz

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
1 Modelo 9 249,308 27,701 68,52 0,000
2 Lineal 3 229,458 76,486 189,19 0,000
3 Tiempo 1 144,948 144,948 358,54 0,000
4 SOz 1 64,263 64,263 158,96 0,000
5 [Celulasal 1 22,007 22,007 54,44 0,000
6 Cuadrado 3 15,826 5,275 13,05 0,000
7 Tiempo*Tiempo 1 0,167 0,167 0,41 0,521
8 S02*S02 1 4,809 4,809 11,90 0,001
9 [Celulasa]*[Celulasa] 1 10,850 10,850 26,84 0,000
10 Interaccién de 2 factores 3 4,016 1,339 3,31 0,022
11 Tiempo*S0O2 1 2,122 2,122 5,25 0,024
12 Tiempo*[Celulasal] 1 1,656 1,656 4,10 0,045
13 SO,*[Celulasa] 1 0,238 0,238 0,59 0,444
14 Error 134 54,172 0,404
13 Falta de ajuste 26 39,068 1,503 1,04 0,000
16 Error puro 108 15,104 0,140
17 Total 143 303,480

Por otra parte, la Figura 11 B muestra que al incrementar la concentracion de SO, a 1500
ppm, manteniendo la misma dosis de celulasa, es posible reducir el tiempo de maceracién
a 20 horas sin comprometer la dureza final del grano. Este hallazgo evidencia que la
optimizacién del proceso mediante un ajuste moderado en la concentracidén de SO,,
combinado con la accidn enzimatica, permite disminuir significativamente el tiempo de
operacion y el uso de quimicos en comparacién con el método convencional. Estos
resultados son coherentes con lo reportado por Ozturk et al. (2021a), quienes
demostraron que la hidrélisis de la celulosa en la fibra de maiz presenta un efecto
significativo sobre el proceso de maceracion del maiz.

Figura 11. Efecto de la celulasa en la dureza del grano de maiz durante la maceracion
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Nota. Donde A) Interaccidon entre la concentracion de la dosis de celulasa (eje Y, g de
enzima / kg de maiz) y el tiempo de maceracion (eje X, en horas) con concentracion
constante de SOz a 1000 ppm; B) Interaccidon entre la concentracion de la dosis de celulasa
(eje Y, g de enzima / kg de maiz) la concentracién de SO: (eje X, en ppm) a 20 horas de
tratamiento. La dureza de los granos de maiz (expresada en gf) la cual es representada
mediante una escala cromatica: colores verde oscuros indican mayor dureza, mientras que
tonos azul oscuros corresponden a granos mas blandos.
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El efecto entre la celulasa y el SO, (Figura 11B) se explica por sus mecanismos de accion
complementarios sobre los compuestos estructurales del grano de maiz principalmente la
celulosa y las proteinas. La celulasa cataliza la ruptura de enlaces B-1,4-glucosidicos en la
celulosa (Figura 12), debilitando la estructura fibrosa del pericarpio y la matriz del
endospermo (Bazan-Colque et al., 2023; Gutiérrez-Rojas et al., 2015). Paralelamente, el
SO, actua sobre los enlaces disulfuro presentes en las proteinas de la matriz proteica,
promoviendo su solubilizaciéon (Obadi, Qi & Xu, 2023). Esta matriz proteica, compuesta
principalmente por zeinas y otras proteinas del endospermo vitreo, encapsulan los
granulos de almidon y los mantiene adheridos a la fibra (Ozturk et al., 2021b; Singh et al.,
2023).

Figura 12. Accion de la celulasa sobre el enlace enlaces B-1,4-glucosidicos en la celulosa

Enlacep1-4

Nota. Elaborado a partir de Bazan-Colque et al. (2023)

Por tanto, la ruptura de enlaces disulfuro por el SO, desestabiliza esta red proteica,
mientras que la hidrdlisis de la celulosa por la celulasa fragmenta la estructura polisacarida
que refuerza la fibra. La combinacidn de ambos efectos incrementa la permeabilidad del
grano vy facilita la liberacidon de almidén y proteina, reduciendo significativamente la
dureza. Esta interaccidén sinérgica ha sido documentada en estudios sobre molienda
hiumeda, donde se sefiala que la integridad del endospermo depende de la asociacién
proteina-celulosa, y que su desestructuracién simultanea mejora la eficiencia del proceso
(Li et al., 2023; Ramirez et al., 2009).

A diferencia de la proteasa, cuya actividad se ve limitada por el pH 4cido del medio de
maceracion (3,7), la celulasa utilizada en este estudio mantiene su actividad hidrolitica en
un rango de pH entre 3,5 y 6,0 (UniProt, 2025a), lo que la hace compatible con las
condiciones industriales de este proceso. Este aspecto representa una ventaja operativa
importante, ya que evita la necesidad de ajustes quimicos costosos en el pH del sistema.
Ademas, los resultados obtenidos son consistentes con los reportes de Bazan-Colque et al.
(2023), quienes sefnalaron que la celulosa representa aproximadamente el 19% de la
composicion de la fibra de maiz. La hidrdlisis de este componente contribuye directamente
a la reduccién de la dureza del grano vy a la liberacién de almiddn, mejorando la eficiencia
del proceso de molienda humeda.
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8.2.3. Hemicelulasa

El modelo estadistico correspondiente a la hemicelulasa producida por Aspergillus
kawachii sobre la dureza del grano de maiz durante el proceso de maceracién resulto
altamente significativo (F = 105,46; p < 0,001) (Fila 1), lo que confirma su capacidad para
explicar de manera robusta la variabilidad en la dureza del grano. Entre los factores
principales, el tiempo de maceracidon mostré el mayor efecto (F = 405,63) (Fila 3), seguido
por la concentracién de SO, (F = 265,40) (Fila 4) y la dosis de hemicelulasa (F = 137,84) (Fila
5), todos con p < 0,001, evidenciando su influencia critica en el proceso.

Se identificaron efectos cuadraticos significativos para SO, y hemicelulasa (F = 54,49 y
59,41 respectivamente) (Fila 8 y 9), lo que indica la existencia de puntos dptimos para
ambos factores, mientras que el tiempo presentd6 un comportamiento
predominantemente lineal (F = 1,44, p > 0,05) (Fila 7). Asimismo, las interacciones tiempo—
SO, y SO,—hemicelulasa (F = 8,80 y 8,87, respectivamente p < 0,01) (Fila 11 y 13) fueron
relevantes, sugiriendo que la eficacia del tratamiento depende tanto del tiempo como de
la combinacién de SO, y enzima. En contraste, la interaccion tiempo—hemicelulasa mostré
un efecto menor pero significativo (F = 10,64, p = 0,02) (Fila 12) (Kuehl, 2000). Este
comportamiento confirma que la hemicelulasa, en sinergia con SO,, contribuye de manera
sustancial a la reduccion de la dureza del grano, y que la optimizacion del proceso requiere
ajustar simultdneamente tiempo, concentracion de SO, y dosis enzimatica para maximizar
la eficiencia.

Tabla 6. Analisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para evaluar el efecto
de la hemicelulasa sobre la dureza del grano de maiz

Fuente GL SC Ajust. MCAjust. ValorF  Valorp

1 Modelo 9 290,215 32,246 105,46 0,000
2 Lineal 3 245,060 81,687 267,16 0,000
3 Tiempo 1 124,027 124,027 405,63 0,000
4 SO. 1 81,151 81,151 265,40 0,000
5 [Hemicelulosa] 1 42,148 42,148 137,84 0,000
6 Cuadrado 3 35,269 11,756 38,45 0,000
7 Tiempo*Tiempo 1 0,441 0,441 1,44 0,232
8 S02*S02 1 16,661 16,661 54,49 0,000
9 [Hemicelulosa]*[Hemicelulosa] 1 18,166 18,166 59,41 0,000
10 Interaccion de 2 factores 3 3,569 1,190 3,89 0,011
11  Tiempo*S0: 1 0,857 0,857 8,80 0,006
12 Tiempo*[Hemicelulosa] 1 0,000 0,000 10,64 0,022
13 SO*[Hemicelulosa] 1 2,713 2,713 8,87 0,003
14 Error 134 40,972 0,306

15 Falta de ajuste 26 23,852 0,917 5,79 0,000
16 Error puro 108 17,121 0,159

17  Total 143 331,187

La aplicacion de hemicelulasa a una concentracion de 0,06 g/kg de maiz, en presencia de
1000 ppm de SO,, permitid alcanzar durezas inferiores a 8 gf tras 23 horas de maceracion
(Figura 13A). Estos valores son comparables con los obtenidos mediante maceracion
convencional durante 32 horas con 2000 ppm de SO, (Figura 9), lo que evidencia el
potencial de esta enzima para reducir tanto el tiempo de proceso como la concentracion
de SO, sin comprometer la eficiencia del ablandamiento. Sin embargo, la Figura 13A
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también muestra que, en ausencia de SO,, incluso con dosis mas altas de hemicelulasa, las
durezas se mantienen entre 8 y 8,5 gf, lo que indica que la accién enzimatica por si sola no
logra alcanzar la textura requerida para la separacion eficiente de almiddn y proteina. Este
comportamiento sugiere que la hemicelulasa debilita la matriz fibrosa, pero no
desestructura completamente la red proteica que encapsula los granulos de almiddn en la
fibra.

Por ello, la sinergia entre hemicelulasa y SO, observada en la Figura 13B, donde se alcanzan
durezas menores a 7,0 gf en 20 horas usando una concentracién de 1900 ppm de SO,,
resulta critica para alcanzar las durezas del maiz similares a las obtenidas en el proceso
industrial convencional (7,6 gf). Esto es debido a que mientras la hemicelulasa cataliza la
ruptura de enlaces glucosidicos a-1,2, a-1,3 y a-1,5 en las cadenas de hemicelulosa (Bazan-
Colque et al., 2023; Gutiérrez-Rojas et al., 2015), el SO, actua sobre los enlaces disulfuro
de las proteinas estructurales, facilitando su solubilizacién (Obadi, Qi & Xu, 2023). Esta
combinacidn debilita simultdneamente la matriz polisacarida y proteica, promoviendo una
mayor permeabilidad y reduccién de la dureza, condicién indispensable para la liberacidn
eficiente de almiddn y proteina en etapas posteriores.

A demds, cabe destacar que la hemicelulasa utilizada en este estudio presenta una
actividad dptima en un rango de pH entre 3,5y 7,0 (UniProt, 2025b), lo que la hace
compatible con las condiciones industriales tipicas de maceracion, donde el pH se
mantiene alrededor de 3,7. Esta caracteristica representa una ventaja operativa frente a
otras enzimas como la proteasa, cuya actividad se ve limitada en ambientes acidos.

Figura 13. Efecto de la hemicelulasa en la dureza del grano de maiz durante la
maceracion
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Nota. Donde A) Interaccidn entre la concentracién de la dosis de hemicelulasa (eje Y, g de
enzima / kg de maiz) y el tiempo de maceracion (eje X, en horas) con concentracion
constante de SOz a 1000 ppm; B) Interaccion entre la concentracion de la dosis de
hemicelulasa (eje Y, g de enzima / kg de maiz) la concentracién de SO2 (eje X, en ppm) a 20
horas de tratamiento. La dureza de los granos de maiz (expresada en gf) la cual es
representada mediante una escala cromatica: colores verde oscuros indican mayor dureza,
mientras que tonos azul oscuros corresponden a granos mas blandos.
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En estudios previos, como el de Singh et al. (2010), se propuso el uso de proteasas en
combinacidn con ajustes de pH para mejorar la eficiencia de la maceracién. Sin embargo,
dicha estrategia requiere una etapa de molienda previa y condiciones de pH m3s alcalinas,
lo que implica mayores costos operativos y complejidad en la implementacién. Otros
trabajos, como los de Ozturk et al. (2021a) y Li et al. (2023), han evaluado el uso de
hemicelulasas para incrementar la liberacién de almiddn y proteina en la fibra de maiz,
principalmente en etapas posteriores al remojo o bajo condiciones controladas fuera del
flujo convencional. En contraste, el presente estudio demuestra que la hemicelulasa puede
operar eficazmente durante la maceracion, sin necesidad de modificar el pH del medio
(=3,7) ni alterar la secuencia tradicional del proceso industrial, lo que representa una
ventaja significativa en términos de costos y viabilidad operativa.

Los resultados obtenidos pueden explicarse a partir de la composicion estructural de la
fibra del maiz, constituida principalmente por hemicelulosa (=48%), celulosa (=19%) y
proteinas (=14%) (Bazan-Colque et al., 2023). Esta matriz compleja determina la resistencia
mecanica del grano y, por tanto, la eficiencia del proceso de maceracién. Al analizar las
tres enzimas evaluadas (proteasa, celulasa y hemicelulasa) se evidencia que todas
contribuyen a reducir la dureza del grano, aunque mediante mecanismos y eficiencias
diferenciadas. La proteasa mostrd limitaciones operativas debido a su baja actividad en
condiciones de pH 4acido (=3,7), propias del medio de maceracion, lo que restringe su
aplicabilidad directa sin ajustes adicionales. En contraste, la celulasa demostré alta
compatibilidad con el pH del proceso y una capacidad significativa para reducir tiempos y
concentracion de SO,, gracias a su accion sobre la celulosa, componente que aporta rigidez
a la fibra. Por su parte, la hemicelulasa presenté el mayor impacto en la desestructuracion
de la matriz fibrosa, favoreciendo la liberacién de almidén y proteina, especialmente
cuando actua en sinergia con SO, (Ozturk et al. 2021b). Esta combinacién permitié alcanzar
durezas inferiores a 7 gf en menos de 20 horas, lo que representa una mejora sustancial
frente a la maceracién convencional.

En conjunto, estos hallazgos no solo confirman la viabilidad del uso de enzimas como
estrategia biotecnolégica para reducir el uso de SO; y los tiempos de maceraciéon del maiz,
sino que también proporcionan informacién clave para definir condiciones dptimas en
tratamientos combinados, aspecto que se aborda en el apartado 8.4.

8.3. Analisis estructural de la fibra de maiz

El analisis microscépico de la fibra de maiz tratada con diferentes enzimas revela
alteraciones significativas en la microestructura del tejido vegetal, las cuales estan
directamente relacionadas con la reduccién de la dureza del grano observada en los
ensayos previos. En la Figura 14, se presentan las micrografias correspondientes a los
tratamientos con SO,, proteasa, celulasa y hemicelulasa, permitiendo una comparacion
visual de los efectos de cada tratamiento sobre la integridad de la fibra.

La muestra tratada Unicamente con SO, (Figura 14A) muestra una estructura fibrosa
compacta, con presencia evidente de proteinas estructurales y granulos de almidén
adheridos. Este resultado es coherente con lo reportado por Ozturk et al. (2021b), quienes
identificaron que la matriz proteica del endospermo vitreo periférico actia como barrera
fisica, reteniendo los granulos de almidén dentro de la fraccién de fibra.
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En contraste, la muestra tratada con proteasa de Bacillus subtilis (Figura 14B) presenta una
reduccion en el contenido proteico de la fibra, aunque aun se observan granulos de
almidon parcialmente adheridos. Esta observacién sugiere que, si bien la proteasa logra
hidrolizar enlaces peptidicos, su eficiencia esta limitada por el pH acido del medio de
maceracion (3,7), el cual se encuentra fuera del rango éptimo de actividad de esta enzima
(pH 5,5-9,0) (UniProt, 2025c). Este fendmeno ha sido descrito por Singh et al. (2023). En
este contexto, diversos autores como Singh et al. (2010, 2023) recomiendan realizar una
etapa de molienda previa a la adicidn de la proteasa, con el fin de mejorar la accesibilidad
enzimatica y optimizar la degradacion proteica. Pese a ello, esta metodologia implicaria un
incremento considerable en los costos operativos debidos a la necesidad de implementar
un reactor de alta capacidad que permita mantener los tiempos de reaccién requeridos
para la interaccidn eficiente entre la enzima y el maiz, considerando ademas los grandes
volumenes de maiz procesados diariamente en este tipo de plantas, que suelen oscilar
entre 1.000 y 5.000 toneladas por dia (Singh & Johnston, 2002).

La muestra tratada con celulasa de Trichoderma reesei (Figura 14C) muestra una estructura
mas porosa y menos compacta, con menor presencia de proteina estructural. Sin embargo,
aun se observan granulos de almidon adheridos, lo que indica que la hidrdlisis de la
celulosa que representa aproximadamente el 19% de la fibra de maiz (Bazan-Colque et al.,
2023) no es suficiente por si sola para liberar completamente el almidén encapsulado. Este
resultado coincide con lo reportado por Gutiérrez-Rojas et al. (2015), quienes destacaron
que la celulosa forma microfibrillas resistentes que requieren condiciones especificas para
su completa degradacion.

Por ultimo, la muestra tratada con hemicelulasa de Aspergillus kawachii (Figura 14D)
presenta una matriz fibrosa altamente desestructurada, con poros bien definidos vy
ausencia de granulos de almidén adheridos. Este resultado sugiere una hidrélisis efectiva
de la hemicelulosa, componente que constituye cerca del 48% de la fibra del grano de maiz
(Bazan-Colque et al., 2023). La accion de la hemicelulasa sobre los enlaces glucosidicos a-
1,2, a-1,3 y a-1,5 permite una ruptura mas eficiente de la matriz de polisacéridos,
facilitando la liberaciéon de almiddn y proteina. Este mecanismo ha sido ampliamente
documentado por Li et al. (2023) y Miyanaga et al. (2004), quienes demostraron que la a-
L-arabinofuranosidasa posee alta especificidad por los arabinoxilanos presentes en la
hemicelulosa del maiz.

Los resultados obtenidos en este estudio refuerzan la hipdtesis de que la estructura de la
fibra de maiz es un factor determinante en la eficiencia del proceso de maceracion, y que
su modificacion mediante enzimas especificas puede mejorar significativamente la
liberacion de componentes de interés industrial (Singh et al.,, 2023). No obstante, es
importante considerar que la eficiencia de cada enzima esta condicionada por factores
como el pH, la temperatura y la accesibilidad al sustrato, lo que implica la necesidad de
optimizar las condiciones operativas para cada tipo de tratamiento (Cremonesi, 2002).
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Figura 14. Estructura de fibra de maiz después de los diferentes tratamientos

Nota. Las muestras fueron tratadas durante 32 horas y 2000 ppm de SO, Donde A)
Tratamiento sin enzima; B) Tratamiento con 0,2 g de proteasa de Bacillus subtilis por
kilogramo de maiz; C) tratamiento con 0,06 g de celulasa por kg de maiz y D) Tratamiento
con 0,06 g de hemicelulasa por kg de maiz.

8.4. Condiciones de proceso para el uso combinado de las enzimas proteasa, celulasa
y hemicelulasa en la maceracion de maiz

Con base en los resultados experimentales y en el andlisis de los modelos de superficie de
respuesta presentados en los apartados 8.2, se identificaron las condiciones dptimas para
el proceso de maceracion (Figura 15), priorizando la reduccién del tiempo de tratamiento
y la concentracion de didxido de azufre (SO;), sin comprometer la eficiencia del
ablandamiento del grano. Las condiciones éptimas determinadas fueron: 17 horas de
maceracion, 1800 ppm de SO,, evaluando dos combinaciones de enzimas:

1. Celulasa + Hemicelulasa + Proteasa (0,06 g/kg de celulasa, 0,06 g/kg de
hemicelulasay 0,2 g/kg de proteasa).
2. Celulasa + Hemicelulasa (0,06 g/kg cada una), excluyendo la proteasa.

Estas combinaciones fueron seleccionadas debido a que la primera corresponde a la
configuracion completa propuesta como resultado del modelo estadistico de
optimizacidn, mientras que la segunda combinacidon constituye una alternativa disefiada
para minimizar la solubilizacién excesiva de proteina asociada al uso de proteasa,
fenédmeno que podria comprometer la recuperacidn de proteina de en etapas posteriores.
La recuperacién de proteina, al igual que la de almiddn, es un aspecto importante en el
proceso de molienda himeda de maiz, dado que la proteina es un coproducto de alto valor
comercial. Su aprovechamiento eficiente impacta directamente la rentabilidad del proceso
pues la proteina recuperada es ampliamente utilizada en alimentacién animal y otras
aplicaciones industriales (Ramirez et al., 2009).
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Figura 15. Parametros éptimos de maceracién de maiz segun modelo de superficie de
respuesta

Muevo Tiemnpo 502 Concentr Enzimna
_ 220 2000,0 .40 froteasa

D-0.8921 e 7.0 [1200,0] [0,060] Hemiczlula
Bajo 3.0 0.0 00 Celulaza

Dureza A [
Obj: 8,0 \ * B
O S I N K" el i, denfiati
d = 0,99212

Nota. Donde A) Celulasa; B) Hemicelulasa y C) Proteasa. La linea punteada de color azul
indica el valor objetivo de dureza, el cual se muestra en el eje Y ubicado en la parte
izquierda de cada grafico. En la parte superior de la figura se presentan los pardmetros
recomendados para la aplicacién de las enzimas bajo las condiciones dptimas
determinadas por el modelo.

8.5. Recuperacion de almiddn y proteina

Dado que el proceso de extraccién puede conllevar pérdidas de almidén y proteina
durante el lavado, se cuantificé la concentracion de ambos componentes retenidos en la
fibra de maiz después de esta etapa, asegurando la fiabilidad de los datos obtenidos.

8.5.1. Almidon

Los resultados de la Tabla 7 muestran que no existen diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de almiddn retenido en la fibra entre los tratamientos
enzimaticos y el proceso convencional (36 horas, 2000 ppm de SO,). Este hallazgo es
consistente con lo reportado por Ramirez et al. (2009), quienes indicaron que el uso de
enzimas puede mantener o incluso mejorar la eficiencia de recuperacion de almiddn sin
comprometer su calidad, siempre que se optimicen las condiciones de reaccion.

Tabla 7. Comparacion de Tukey para concentracién de almidon retenido en fibra de maiz
macerado con dos combinaciones de tratamientos enzimaticos, tiempo de maceracion
de 17 horas y 1800ppm de SO; frente muestra patrén

Muestra Almidon en fibra, %  Agrupacion
Hemicelulasa+Celulasa 15,97 £ 0,50 A
Hemicelulasa+Celulasa+Proteasa 15,47 £ 0,78 A
Muestra patrén 14,87 £ 0,86 A

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. La
muestra patron fue tomada de un proceso industrial de molienda hiumeda de maiz con
36 horas de maceracion y 2000 ppm de SO,.
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La concentracién de almidén en la fibra oscilé entre 14,87% y 15,97%, valores que se
encuentran dentro del rango tipico observado en procesos industriales de molienda
himeda (14-16%), segun Singh et al. (2023). Esto sugiere que el tratamiento enzimatico
no afecta negativamente la liberacién de almiddn, incluso cuando se reduce el tiempo de
maceracidn en un 53% y la concentracién de SO, en un 10%.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Singh et al., (2010) el cual logré reducir
los tiempos de maceracién a 16 horas y el uso de SO; a 1600 ppm mediante el uso de
proteasas y Ozturk et al. (2021) quien logré reducir los tiempos de maceracion y las
concentraciones de SO, mediante el uso de hemicelulasas y proteasas. Sin embargo, estos
autores proponian realizar una primera etapa de molienda para posteriormente adicionar
las enzimas garantizando tiempos de reaccién entre las 4 y 6 horas. La implementacion del
enfoque planteado por estos autores requeriria una inversién adicional en un tanque de
reaccién con capacidad suficiente para garantizar los tiempos de contacto enzimatico
requeridos. No obstante, los resultados del presente trabajo demuestran que es posible
alcanzar las reducciones en tiempos de maceracion y SO, mencionados anteriormente sin
necesidad de realizar una molienda previa, lo que representa una ventaja significativa en
términos de eficiencia operativa y costos de infraestructura.

En cuanto a la calidad funcional del almiddn, los resultados del viscoamilograma (Tabla 8)
indican que no hubo diferencias significativas en la temperatura de gelatinizacion,
viscosidad mdaxima ni viscosidad final entre los tratamientos enzimaticos y el convencional.
Estos parametros son indicadores claves para evaluar el grado de alteracién del almidény
de su comportamiento reolégico durante el procesamiento (Doki¢ et al., 2010; Salinas et
al.,, 2003). La similitud en estos valores sugiere que las enzimas utilizadas no poseen
actividad amilolitica significativa, lo cual es deseable para preservar la funcionalidad del
almiddn en las diferentes aplicaciones.

Tabla 8. Perfil amilografico de almiddn con tratamiento enzimatico y muestra patrén

Temp inicial de Viscosidad Viscosidad
gelatinizacion, °C Max, BU Final, BU
Muestra patrén 73,6 249 295
Hemicelulas+Celulasa 73,1 251 302
Hemicelulasa+Celulasa+Proteasa 73,4 252 300

Nota. BU: Unidades Brabender. La muestra patron fue tomada de un proceso industrial
de molienda humeda de maiz con 36 horas de maceracion y 2000 ppm de SO».

8.5.2. Proteina

Respecto a la concentracién de proteina en la fibra, al igual que la concentracién de
almidén, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos evaluados (Tabla 9). Sin embargo, se evidencié una reduccién del 4 % en el
contenido de proteina en la fibra del tratamiento que combind celulasa, hemicelulasa y
proteasa, indicando una mayor liberacion de proteina. Estos valores son comparables con
valores obtenidos del proceso industrial convencional el cual oscila entre 10% y 13% de
proteina en fibra.
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Tabla 9. Comparacion de Tukey para concentracién de proteina retenida en la fibra en
tratamientos con enzima y tiempo de maceracion de 17 horas y muestra patron

Muestra Proteina en Agrupacion
fibra, %
Hemicelulasa+Celulasa 12,60+1,21 A
Hemicelulasa+Celulasa+Proteasa 11,53 £ 0,95 A
Muestra patrén 12,07 £1,50 A

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. La
muestra patron fue tomada de un proceso industrial de molienda hiumeda de maiz con
36 horas de maceracion y 2000 ppm de SO,.

Los resultados obtenidos demuestran que el uso de tratamientos enzimaticos propuestos
en este estudio permite alcanzar niveles equivalentes de retencidén de almiddn y proteina
en la fibra de maiz, comparables a los obtenidos mediante procesos convencionales. Esto
indica que la recuperacién de estos compuestos no se ve comprometida, a pesar de reducir
el tiempo de maceracién de 36 a 17 horas (una disminucion del 53%) y la concentracién
de diéxido de azufre (SO,) de 2000 ppm a 1800 ppm (una reduccién del 10%), lo que
representa una mejora significativa en la eficiencia del proceso de maceracién de maiz.
Estas optimizaciones no solo implican beneficios en términos de eficiencia energética,
debido a la reduccion del tiempo de operacion, sino que también contribuyen a la
sostenibilidad del proceso al disminuir el uso de SO,, un agente quimico asociado a riesgos
ambientales. La reduccidon en su concentracion minimiza el potencial de emisiones
atmosféricas, lo que favorece el cumplimiento de normativas ambientales y mejora el
perfil ecolégico del proceso de molienda hiumeda (Ramirez et al., 2009).

Por otro lado, al evaluar el efecto del uso de la proteasa en la maceracién de maiz, se
evidencid un incremento significativo en la concentracidn de proteina disuelta en el agua
de maceracion correspondiente al tratamiento con proteasa (Tabla 10).

Tabla 10. Comparacion de Tukey para concentracion de proteina en agua de maceracion
en tratamientos con enzima, tiempo de maceracién de 17 horas y muestra patrén

Muestra Proteinaenagua  Agrupacion
de maceracion, %
Hemicelulasa+Celulasa 2,39+0,38 A
Hemicelulasa+Celulasa+Proteasa 4,55+ 0,45 B
Muestra patrén 2,15+0,18 A

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. La
muestra patron fue tomada de un proceso industrial de molienda hiumeda de maiz con
36 horas de maceracion y 2000 ppm de SO,.

Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con proteasa favorece la hidrélisis de
las proteinas del maiz, generando péptidos de menor peso molecular y aumentando su
solubilidad (Kaur, Huppertz & Vasiljevic, 2024). Esta mayor solubilidad representa una
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limitacion relevante en el contexto de la molienda himeda de maiz, ya que el incremento
de proteina soluble en el almiddn puede afectar negativamente procesos industriales
donde se emplea como materia prima, uno de estos procesos es la produccidn de jarabes
de maiz, donde se compromete la estabilidad del color del producto final.

Adicionalmente, la proteina constituye uno de los coproductos de interés comercial en
este tipo de procesos. El aumento de su solubilidad dificulta su recuperacion en etapas
posteriores, incrementando su pérdida en las corrientes liquidas del proceso lo que afecta
negativamente los rendimientos de recuperacién de proteina.

Como resultado de los analisis realizados, el tratamiento mas eficiente corresponde a la
combinacidn enzimatica que emplea 0,06 g de celulasa y 0,06 g de hemicelulasa por kg
de maiz. Este tratamiento no afecta negativamente la recuperacién ni las propiedades
funcionales de la proteina ni del almiddn, lo que lo convierte en una alternativa viable
frente a los métodos convencionales. Ademas, permite reducir significativamente el
tiempo de maceracién y la concentracién de SO, utilizada en el proceso.

Aunque el uso de enzimas implica un costo adicional frente a la maceracién convencional,
el proceso de maceracion de la molienda enzimdtica de maiz planteado bajo los
pardmetros establecidos en este estudio presenta un costo total similar al método
tradicional. Esto se debe al ahorro energético derivado del menor tiempo de maceracién
y a la reduccidn en el uso de productos quimicos, factores que compensan el gasto inicial
en enzimas. Como resultado, la diferencia econdmica entre ambos métodos es minima,
siendo el proceso enzimatico un 0,8 % mds econdmico que la maceracion convencional.
Si bien la diferencia en costos no es significativa, se ve compensada por los beneficios
operativos obtenidos, como la disminucién del consumo energético asociado a la
reduccion del tiempo de maceracidon y el menor uso de SO,. Adicionalmente, el
tratamiento enzimatico incrementa la productividad al permitir procesar mayores
voliumenes de maiz, en comparacidon con la maceracién convencional (Ramirez et al.,
2009).
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9. Conclusiones

La aplicacién de enzimas proteasa, celulasa y hemicelulasa comerciales, en presencia
de didxido de azufre (SO,), favorece la reduccién de la dureza del grano de maiz
durante la maceracion. Este enfoque enzimdtico genera efectos sinérgicos que
permiten alcanzar texturas comparables a las obtenidas mediante procesos
convencionales de molienda humeda, pero en tiempos significativamente menores,
lo que representa una mejora sustancial en la eficiencia operativa del proceso.

Entre las enzimas estudiadas, la celulasa mostré mayor compatibilidad con las
condiciones industriales (pH acido) y una alta eficiencia en la reduccién de la dureza
del grano. La hemicelulasa, aunque ligeramente menos eficiente en algunas
condiciones, demostré una fuerte sinergia con el SO, favoreciendo Ia
desestructuracién de la fibra. Por su parte, la proteasa, si bien facilito la solubilizacion
de proteinas, presentd limitaciones operativas por su baja actividad en medios acidos,
lo que podria afectar su aplicabilidad industrial sin ajustes adicionales.

El analisis comparativo de los tratamientos enzimaticos aplicados durante la
maceracion del maiz evidencia que la combinacién compuesta por 0,06 kg de
hemicelulasa y 0,06 kg de celulasa por tonelada de maiz representa la estrategia mas
eficiente y compatible con las condiciones industriales actuales. Esta combinacion
permite una reduccién significativa del tiempo de maceracion a 17 horas y 1800 ppm
de didxido de azufre (SO,) representado en un 53% y 10% respectivamente, sin
comprometer la calidad funcional del almiddn. Indicando que esta metodologia
representa una alternativa biotecnolégica viable y sostenible frente al proceso
convencional, al disminuir el consumo energético y las emisiones contaminantes
asociadas al uso intensivo de SO..

El tratamiento con proteasa mostré un incremento significativo en la solubilidad de la
proteina en el agua de maceracion, este fenédmeno representa una limitacion para la
recuperacién eficiente de este coproducto, ademads de potenciales afectaciones en
procesos posteriores que utilicen el almidéon como materia prima

Si bien el uso de enzimas implica un costo adicional, el costo total del tratamiento
enzimatico resulta similar al convencional, lo que confirma que esta alternativa es
econdmicamente competitiva y operativamente mas eficiente para la molienda
himeda de maiz.
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11. Anexos

Anexo 1. Dureza del grano de maiz en funcién del tiempo de maceracion, concentraciéon

de SO, y dosis de proteasa

Tiempo de proteasa, g de
maceracion, h SO, ppm  enzima/kg de maiz Dureza, gf
8 1000 0,4 10,19 £ 0,09
12 1000 0,4 9,68+0,12
24 1000 0,4 9,22+0,18
32 1000 0,4 8,50+0,12
8 1000 0 10,95+ 0,21
12 1000 0 10,50+ 0,29
24 1000 0 10,15+ 0,20
32 1000 0 8,70+0,11
8 1000 0,1 10,30+0,13
12 1000 0,1 9,55+0,24
24 1000 0,1 9,48 + 0,45
32 1000 0,1 8,50+ 0,28
8 0 0,4 10,57 £ 0,39
12 0 0,4 9,49 +0,21
24 0 0,4 8,74+ 0,35
32 0 0,4 7,66 0,34
8 0 0 11,88 + 0,35
12 0 0 11,05 +£0,23
24 0 0 10,10+ 0,67
32 0 0 9,24 £ 0,26
8 0 0,1 10,36 £ 0,21
12 0 0,1 9,68 £0,31
24 0 0,1 8,34 +0,33
32 0 0,1 7,46 £ 0,35
8 2000 0,4 9,92 +0,16
12 2000 0,4 8,22 +0,15
24 2000 0,4 7,70+0,31
32 2000 0,4 7,58 £ 0,26
8 2000 0 8,99+0,58
12 2000 0 8,20+ 0,16
24 2000 0 7,47 + 0,30
32 2000 0 7,12+ 0,54
8 2000 0,1 9,35+0,44
12 2000 0,1 8,20+£0,24
24 2000 0,1 7,45+0,42
32 2000 0,1 7,21 +£0,26
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Anexo 2. Dureza del grano de maiz en funcidén del tiempo de maceracion, concentraciéon

de SO, y dosis de celulasa

Tiempo de SO,, ppm Celulasa, g de Dureza, gf
maceracion, h enzima/kg de maiz
8 1000 0,03 10,03 £ 0,40
12 1000 0,03 9,34 0,28
24 1000 0,03 8,33+0,16
32 1000 0,03 6,65+0,13
8 1000 0 10,95+0,21
12 1000 0 10,50 £ 0,29
24 1000 0 10,15+ 0,20
32 1000 0 8,61+0,28
8 1000 0,1 10,78 £ 0,43
12 1000 0,1 9,46 £ 0,32
24 1000 0,1 8,22+0,63
32 1000 0,1 7,53+0,39
8 0 0,03 10,81+ 0,29
12 0 0,03 9,11+0,26
24 0 0,03 8,70+ 0,55
32 0 0,03 7,90+0,59
8 0 0 11,88 + 0,35
12 0 0 11,05 0,23
24 0 0 10,10+ 0,67
32 0 0 9,24 +0,26
8 0 0,1 10,87 £ 0,24
12 0 0,1 10,30+ 0,37
24 0 0,1 9,36 £ 0,27
32 0 0,1 7,07 £ 0,40
8 2000 0,03 9,91+0,45
12 2000 0,03 8,92+0,16
24 2000 0,03 8,24 £ 0,28
32 2000 0,03 6,43 +0,21
8 2000 0 8,99 +0,58
12 2000 0 8,20+ 0,16
24 2000 0 7,47 £ 0,30
32 2000 0 7,12+ 0,54
8 2000 0,1 8,25+0,28
12 2000 0,1 7,99 10,15
24 2000 0,1 7,41+0,53
32 2000 0,1 6,44 + 0,37
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Anexo 3. Dureza del grano de maiz en funcién del tiempo de maceracién, concentracién
de SO, y dosis de hemicelulasa

Tiempo de Hemicelulasa, g de
maceracion, h SO, ppm enzima/kg de maiz Dureza, gf
8 1000 0,03 10,44 £ 0,36
12 1000 0,03 8,94 +0,19
24 1000 0,03 7,81+0,46
32 1000 0,03 7,53+0,45
8 1000 0 10,95 0,21
12 1000 0 10,50+ 0,29
24 1000 0 10,15+ 0,20
32 1000 0 8,61+0,28
8 1000 0,1 10,40+0,79
12 1000 0,1 9,15+0,35
24 1000 0,1 8,33+0,16
32 1000 0,1 7,21 +£0,38
8 0 0,03 10,58 £ 0,47
12 0 0,03 9,06 £0,26
24 0 0,03 8,91+0,11
32 0 0,03 7,41 +£0,40
8 0 0 11,88 £ 0,35
12 0 0 11,05 +0,23
24 0 0 10,10+ 0,67
32 0 0 9,24 +0,26
8 0 0,1 10,06 + 0,34
12 0 0,1 9,12+0,17
24 0 0,1 8,64 +0,34
32 0 0,1 7,09 £ 0,83
8 2000 0,03 9,30+ 0,66
12 2000 0,03 7,85 +0,22
24 2000 0,03 6,57 £ 0,19
32 2000 0,03 5,91+0,58
8 2000 0 8,99+0,58
12 2000 0 8,20+£0,16
24 2000 0 7,47 £ 0,30
32 2000 0 7,12+ 0,54
8 2000 0,1 7,77 £ 0,11
12 2000 0,1 7,36 +0,17
24 2000 0,1 6,89+0,32
32 2000 0,1 6,36 £0,28
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