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Resumen

La acrilamida se forma en algunos alimentos elaborados que contienen el aminodcido
asparagina, que al someterse a altas temperaturas reacciona en presencia de azucares
reductores por medio de la reaccidon de Maillard. Esta reaccion es responsable del aroma,
color, textura y sabor del producto final.

La investigacion tiene como objetivo principal cuantificar la concentracidn de asparagina en el
jugo de cafia de azucar destinado a la elaboracion de panela granulada de la Cooperativa
Agraria Norandino, mediante un método enzimatico rapido y disponible en el mercado, y
posteriormente reducir el contenido de asparagina por medio de la adicién controlada de la
enzima asparaginasa.

La metodologia usada para el desarrollo de la investigacion incluye el uso de un kit enzimatico
(K-ASNAM, Megazyme Ltd.) para la cuantificacién de asparagina en muestras de jugo de cafia
proveniente de diversos maddulos productivos de Norandino, para luego relacionar los
resultados con el contenido de acrilamida en el producto final, la panela granulada. Ademas,
se evalla el uso de una enzima industrial (Acrylaway, Novozymes A/S) que contiene
asparaginasa, la cual es capaz de reducir el contenido de asparagina, con el fin de encontrar
los pardmetros adecuados para su aplicacion en el proceso de elaboracién de la panela
granulada.
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Introduccion

La panela granulada es un azucar no centrifugado derivado de la caiia, también llamada
azucar integral, producido por pequeiios agricultores asociados de la sierra de Piura y de otros
departamentos del Perd, y que actualmente se exporta a varios paises con certificacion
organica y de comercio justo, a través de cooperativas, como Norandino y CAES (Cooperativas
Sin Fronteras - Desarrollo, Crecimiento e Integracidon Agricola, 2020), siendo Norandino el
mayor exportador de panela en el 2016 con el 88 % del total exportado a Italia, Francia y
Canada como destinos principales. La demanda esta creciendo, las exportaciones alcanzaron
las 1600 t/afio en el 2019, mientras que en el afio 2016 fueron de 1400 t/afio a pesar de los
problemas de produccion por el cambio climatico segun el Ing. Santiago Paz Lopez, gerente
comercial de la Cooperativa Agraria Norandino (Carrasco, 2020).

La Agencia Internacional para la Investigacidn sobre el Cancer (IARC), con fundamentos
en evaluaciones del riesgo de acrilamida en alimentos realizados por el Panel Cientifico sobre
Contaminantes en la Cadena Alimentaria (CONTAM) de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA), menciona que hay evidencia suficiente para considerar la acrilamida como
un “carcindgeno humano probable” (Higiene ambiental, 2019). Por lo que existe la posibilidad
de no permitir el ingreso de alimentos con un alto contenido de acrilamida a paises europeos,
afectando de manera significativa a las cooperativas y productores de panela, debido a que la
acrilamida esta presente en el producto final.

La acrilamida es una sustancia que se forma durante el procesamiento térmico de los
alimentos, y es uno de los productos de la reaccion de Maillard; y en el caso de la panela, se
presenta porque el jugo de cafa de azucar se somete a temperaturas de alrededor de 120 °C
(Mottram, Wedzicha, & Dodson, 2002). En la reaccion de formaciéon de la acrilamida
intervienen sustancias presentes naturalmente en el jugo de cafia: el aminoacido asparagina,
gue reacciona con algunos azucares reductores (particularmente glucosa y fructosa) a dichas
temperaturas (Stadler, y otros, 2002).

El presente trabajo de investigacion tiene como finalidad cuantificar el contenido del
aminodcido asparagina en jugo de cafa de azlcar procedente de diversos mdodulos de
procesamiento de panela granulada de la Cooperativa Agraria Norandino, mediante el uso del
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kit de ensayo K-ASNAM de la marca Megazyme, basado en el uso de enzimas recombinantes
avanzadas, el cual es rapido, simple y accesible.

Al conocer el contenido de asparagina en diversas muestras de jugo de cafa, este
podria relacionarse con el nivel de acrilamida de la panela y algunos factores de cultivo y de
procesamiento, con lo cual se podrian plantear estrategias para su reduccién. Por ejemplo,
adicionando asparaginasa al jugo de cafia, la cual descompone la asparagina en acido aspartico
y amoniaco antes de que se dé lugar a la reaccién de Maillard. Ademas, el método rapido K-
ASNAM permitira posteriormente verificar la eficacia de un tratamiento enzimatico al jugo de
cafia en el proceso, cuantificando nuevamente el contenido de asparagina presente.

En setiembre del 2019, inicid el proyecto “Panela: agroindustria rural innovadora y
competitiva”, en el marco del Programa SeCompetitivo de la Cooperaciéon Suiza- SECO,
implementado por la Universidad de Piura asociada con la Cooperativa Agraria Norandino, la
ONG Progreso, el CITEagroPiura y Helvetas Peru, como facilitador nacional, teniendo como
objetivo aumentar la competitividad de la panela producida por pequefios campesinos
pertenecientes a las regiones altoandinas del norte del pais en el mercado internacional.

El objetivo general de este trabajo de investigacién es cuantificar el contenido de
asparagina en el jugo de cafia de azlcar destinado a la elaboracidn de panela granulada de la
Cooperativa Agraria Norandino, mediante un método enzimatico rapido y disponible en el
mercado, y posteriormente reducir su contenido por medio de la adicidn controlada de la
enzima asparaginasa. Mientras que los objetivos especificos son los siguientes:

e Evaluar el método enzimatico del kit K-ASNAM (Megazyme Ltd.) que mide tanto la
asparagina como el amoniaco y la glutamina, el cual esta basado en el uso de enzimas

recombinantes avanzadas.

e Determinar el contenido de asparagina en diferentes muestras de jugo de cafia de
azucar, procedentes de diversos médulos de procesamiento de panela granulada, y
algunos ensayos de produccidn en el marco del estudio.

e Determinar si existe relacidn entre el contenido de asparagina y acrilamida presentes
en la cafla de azlcar y la panela granulada respectivamente.

e Determinar si existe relacién entre los dias post cosecha de la cafia de azlcar y el
contenido de asparagina.

e Evaluarla utilizacién de la enzima asparaginasa para reducir el contenido de asparagina
en el jugo de caia panelera.

e Determinar las mejores condiciones de aplicaciéon de la enzima asparaginasa para la
reduccion de asparagina en jugo de cafia, procurando determinar la minima cantidad
necesaria de enzima.



Capitulo 1
Marco tedrico
1.1. Antecedentes de la investigacion

En la composicidn del jugo de cafia se tiene que el contenido de asparagina libre, uno
de los precursores de la acrilamida en la reaccién de Maillard, es de 0,71 %, pudiéndose
expresar ademas como el 46 % del contenido total de aminodcidos libres presentes en la cafia
de azlcar segun un estudio realizado por Matsui y Kitagawa (1987). Se ha reportado también
una relacién entre el contenido de asparagina en cafia de azucar, y el tipo y cantidad de
nitrogeno como nutriente de la planta (Robinson, Vinall, Schmidt, & Lakshmanan, 2019). Al
ser la panela granulada un producto con certificacion orgdnica, no se utilizan fertilizantes
sintéticos en el cultivo de cafia; ocasionalmente se ha utilizado guano de isla.

Los niveles de acrilamida en diversos productos alimenticios y recomendaciones para
su reduccién estan plasmados en el Reglamento Europeo 2017/2158, que alin no menciona a
la panela granulada. La determinacion de acrilamida suele llevarse a cabo en laboratorios
europeos por medio de la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS
o LC/MS/MS), pero se debe tener en cuenta la compatibilidad de los métodos en los diversos
paises, ya que, segun resultados del seguimiento de nivel de acrilamida de un informe de la
EFSA, se identificd que hay todavia mucha incertidumbre de medicion significativa entre los
resultados presentados por miembros de la Unién Europea (FoodDrink Europe, 2019).

En la tesis de la Universidad de Piura “Evaluacion del contenido acrilamida durante el
procesamiento de panela granulada y propuesta de reduccidon” de la ingeniera M. Alejandra
Santin Sanchez (2018), recomienda realizar estudios que registren los niveles de azUcares
reductores y asparagina presentes en el jugo de cana. Mientras que en la tesis de la
Universidad Nacional de Piura “Cuantificacion de acrilamida y humedad de panela granulada
por los factores de almacenamiento de cafia, regulador del jugo y temperatura de salida”
sustentada por los ingenieros Dicther Rimaicuna Zurita y Anhy Liviapoma Correa (2019), se
cuantifico la asparagina presente por el método HPLC obteniendo valores que van desde 40 a
7475 pg/kg, con muestras de jugo de cafia analizadas en la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. El amplio rango de resultados se debe a la diferencia entre los tratamientos utilizados
para la elaboracidon de cada muestra.
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1.2. Produccion y exportacion de panela granulada

La panela se obtiene a partir del jugo de caina de azucar, y esta puede venderse en
forma de bloques o granulada. La principal diferencia entre la panela y el azlicar es que
durante su produccion no pasa por un proceso de centrifugacion ni de refinado; es decir, que
no se separa el azucar de la melaza como ocurre en el azucar industrial, otorgandole asi el
color marrén caracteristico y una composicion distinta de micro y oligoelementos. Sin
embargo, también hay algunas opiniones como la de la Dra. Elena Aguilar, del Colegio
Profesional de Dietistas-Nutricionistas de Madrid, que no encuentran diferencias nutricionales
significativas entre los azlcares convencionales y la panela, por ello plantean que se trataria
de un producto sustituto (ABC Bienestar, 2019).

1.2.1. Produccion de panela granulada en Peru

Segun datos obtenidos por la empresa Agrodata Peru, en julio del 2016 el 88 % del
total de las exportaciones de panela correspondieron a la Cooperativa Agraria Norandino
conformada por 600 productores asociados distribuidos en las regiones de Piura y Cajamarca,
seguido por la Cooperativa Agraria Ecoldgica y Solidaria Piura (CAES Piura) con un 3 %, cuyos
asociados se encuentran principalmente en la provincia de Ayabaca en Piura (Cooperativa Sin
Fronteras, 2017).

Actualmente, la demanda de panela peruana es mayor que su oferta por la calidad del
producto y por ese motivo el Ing. Santiago Paz Lopez, gerente comercial de la Cooperativa
Agraria Norandino, destaco que el Peru tendria que incrementar el volumen de produccion en
10 veces para satisfacer la demanda actual, de lo contrario, se correria el riesgo de perder
buenos clientes, enfatizando la necesidad de politicas de inversidon agresivas por parte del
estado en instalaciones de hectdreas de cultivo y plantas de produccion. Adicionalmente, el
Dr. Ing. Gastén Cruz, especialista de la Universidad de Piura, recalca que para muchos
productores la exportacién de panela granulada se ha convertido en una gran fuente de
ingresos y en una oportunidad para reducir los niveles de pobreza en las zonas rurales, donde
el cultivo de cafia de azlcar es habitual (Agencia Agraria de Noticias Agraria.pe, 2018).

1.2.2. Exportacion de panela

En 2017 se exportaron 1700 toneladas de panela, lo que representd un incremento de
21,4 % respecto a las 1400 toneladas despachadas en el 2016, a pesar de los problemas de
produccion por el cambio climatico, llegando a tener un valor de USS 1500 por tonelada. Esta
tendencia se ha dado gracias a la instalaciéon de nuevos médulos y la asociacién con mas
productores, siendo Italia el pais de destino principal de exportacién con un 80 %, seguido por
Francia y Canada (Agencia Agraria de Noticias Agraria.pe, 2018).

En setiembre del 2019, inicid el proyecto “Panela: agroindustria rural innovadora y
competitiva”, en el marco del Programa SeCompetitivo de la Cooperaciéon Suiza- SECO,
implementado por la Universidad de Piura asociada con la Cooperativa Agraria Norandino, la
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ONG Progreso, el CITEagroPiura y Helvetas Peru, como facilitador nacional, teniendo como
objetivo aumentar la competitividad de la panela producida por pequefios campesinos
pertenecientes a las regiones altoandinas del norte del pais en el mercado internacional.

Durante los primeros meses del afio 2020 el Covid-19 generd incertidumbre en el
mercado internacional y, sobre todo, en la industria panelera; no obstante, el panorama se
tornd positivo, esto a consecuencia de que la prevision de 1400 toneladas exportadas se
incrementd en un 50 % el final del afio segun informaciéon publicada por la Universidad de
Piura (Mercados & Regiones, 2020). El volumen exportado en el afio 2020 representa el 97 %
de la produccidn de la Cooperativa Agraria Norandino, cuyos principales mercados fueron
Italia y Francia (Agencia Agraria de Noticias Agraria.pe, 2020).

Los requisitos de calidad que debe cumplir la panela granulada se encuentran
establecidos en la Norma Técnica Peruana NTP 207.200.2013 Panela Granulada. Definiciones
y requisitos. (Instituto Nacional de Calidad, 2013), dentro del cual se tienen como requisitos
generales, y rangos de valores para el contenido de azucares totales, azlcares reductores,
humedad, entre otros:

- El color puede variar desde el amarrillo claro hasta el marrén.

- Debe estar libre de olores y sabores extranos.

- Libre de materias extraias, sin fermentar y sin presencia de hongos e insectos.
- No se permite el uso de colorantes naturales y artificiales en su elaboracion.

- La humedad maxima permitida es de 4 % m/m.

- Lacantidad maxima permitida de aztcares totales es de 93 % m/m.

- Lacantidad minima permitida de azlcares reductores es de 5 % m/m.

Para asegurar el cumplimiento de los requisitos mencionados anteriormente, se
deberd tomar una muestra de cada lote procesado antes del envasado y rotulado, y en caso
esta no cumpliera con uno o mas de los requisitos, se rechazara el lote.

En Europa, se han realizado estudios sobre el nivel de acrilamida en alimentos por ser
un “carcinégeno humano probable”, obteniendo como resultado una recopilacion de niveles
de acrilamida maximos permitidos de diversos productos alimenticios y recomendaciones
para su reduccion, los cuales estan plasmados en el Reglamento Europeo 2017/2158
(FoodDrink Europe, 2019). La panela granulada no ha sido uno de los productos analizados en
el estudio.

El nivel de acrilamida en la panela no estd mencionado en la Normativa Técnica
Peruana, ni en el Reglamento Europeo. Sin embargo, la Cooperativa Agraria Norandino ha
planteado un limite de 800 pg/kg, empezando a analizar el contenido de acrilamida de los
lotes exportados.
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1.3. Aspectos de la materia prima: caia panelera
1.3.1. Composicion del jugo de cafia de azucar

El jugo de cafia de azucar es la materia prima principal en la elaboracién de panela
granulada, y estd compuesta por azucares, sales, dacidos organicos y aminodcidos

principalmente segun lo que se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicidon quimica del jugo de cafia de azlcar

Componentes Cantidad (% en masa)
Azucares
Sacarosa 70-88
Glucosa 2-4
Fructosa 2-4
Sales
Inorganicas 3-3,4
Organicas 1,5-4,5
Acidos organicos 1-3
Aminoacidos 1,5-5,5
Otros no azlicares
Proteina 0,5-0,6
Almidones 0,001-0,05
Gomas 0,3-0,6
Ceras, grasas, etc. 0,15-0,5
Compuestos Fendlicos 0,1-0,8

Nota: tomado de Manual del azicar de cana para
fabricantes de azlcar de cana y quimicos especializados
(Chen, Garcia, & Alvarez Medina, 1991)

1.3.2. Factores que afectan la composicion del jugo de caia

La capacidad de la cafia de azlcar para producir sacarosa, uno de los componentes
principales del jugo de caia para la produccidon de panela, depende de las diversas variedades
de planta, el cultivo y factores climaticos como la humedad, luminosidad y temperatura, que

repercuten principalmente en el periodo de maduracién de la caifa de azucar.

En este periodo de maduracién se da la culminacién del proceso fisioldgico que
conlleva a la maxima acumulacién de sacarosa en la planta, por lo que, segun la informacion
recopilada por Jesus Larrahondo y Fernando Villegas (Control y caracteristicas de maduracién,
1995), existen algunos factores que afectan directamente al periodo mencionado

anteriormente, los cuales se detallan a continuacion.
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1.3.2.1. Humedad. Cuando la planta esta en desarrollo requiere de un
suministro adecuado de agua para asimilar los nutrientes del suelo y realizar los procesos
fisiolégicos, pero cuando este desarrollo se retarda, disminuye la demanda de azucares y estos
terminan almacenados en los tallos. En vista de que una mayor cantidad de azucar
almacenado en los tallos favorece la calidad de los jugos, una de las practicas es reducir el
suministro de agua para favorecer esta concentracién.

1.3.2.2. Temperatura. La temperatura afecta la absorcidén del agua y nutrientes
por parte de la planta, limitando o acelerando su crecimiento y desarrollo, por lo que quizas
es uno de los factores que mas influyen en la maduracidén a pesar de que no se puede
controlar. En los periodos secos, cuando la diferencia entre las temperaturas maxima y minima
oscilan entre 11 °C a 12 °C, se estimula el almacenamiento de sacarosa afectando
directamente la calidad del jugo.

1.3.2.3. Luminosidad. La disminucién en la intensidad de luz provoca una
reduccion en la elaboracidn y posterior almacenamiento de los azucares en los tallos, y a su
vez genera un aumento en la acumulacién de almidones en las hojas. Segun el Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (MAG) de Costa Rica (2007), la caia requiere de 1500 a 2500 horas
luz al afo.

1.3.2.4. Altitud. Segun el MAG de Costa Rica, el crecimiento de la cafia es mas
lento en las zonas altas, pero el porcentaje de sacarosa contenida en la cafia es mayor.

1.3.2.5. Nutrientes. Estos son aplicados al suelo por medio de los fertilizantes y
es esencial la presencia de algunos en especifico para el desarrollo de la cafia de azlcar. Entre
estos tenemos al nitrégeno, esencial durante la etapa inicial (entre 2 y 6 meses), para poder
luego suspender el desarrollo vegetativo y favorecer la acumulacién de sacarosa, teniendo
cuidado de no caer en el exceso pues tendria un efecto negativo en la calidad del jugo.

Asimismo, otro nutriente clave es el fosforo, que repercute tanto en la maduracion
como en la etapa de clarificacion en el procesamiento de panela, estimandose que la
concentraciéon minima requerida en el jugo debe ser de 300 mg/L de P,0Os. A medida que
aumenta el contenido de potasio y disminuye el de nitrégeno, la humedad y cantidad de los
azucares reductores bajan y se incrementa la sacarosa, mejorando asi la calidad del jugo de

cafa.

Por otra parte, el suelo adecuado para la siembra de cafia de azucar es el franco
arcilloso, con un buen drenado, profundo y con un pH de 5 a 6,5 (Ministerio de Agriculturay
Ganaderia, 2007).

1.3.3. Cultivo de caia panelera en Peru

En el Perd el cultivo de caia de azucar es un sector que se ha ido desarrollando a través
de los afos, en el afio 2019 se contaba con 160 mil hectareas de cultivo de cafia de azucar
distribuidos en los departamentos de Piura, Lambayeque, La Libertad, Ancash, Lima vy
Arequipa. Una de las ventajas principales del pais es que se puede sembrar y cosechar durante
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todos los meses del aio, obteniendo cultivos que son utilizados para la produccién de azucar,
alcohol y derivados como la panela (PERUCANA Asociacion Peruana de Agroindustriales de
Azucar y Derivados, 2019).

El cultivo de cafia de azlcar destinado a la produccién de panela beneficia a mds de
3000 familias de los valles interandinos del Peru, sin embargo, se tienen dos brechas
tecnoldgicas: el rendimiento de cafia por hectarea y las capacitaciones a los productores.

El rendimiento de cafia de azucar para la produccién de panela en la selva y valles
interandinos es de 50 t/ha cuando el éptimo es de 150 t/ha, mientras que el rendimiento de
panela por productor es en promedio de 5 t/ha debido a que el tiempo de cosecha es de
aproximadamente 2 afios, cuando el potencial de rendimiento puede llegar a ser de 17 t/ha
(Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego, 2017). Actualmente se brindan capacitaciones a
1000 de los 3000 productores, lo cual afecta directamente el rendimiento del cultivo, pues
este mejoraria si se tuvieran capacitaciones adecuadas sobre el sistema de siembra, control,
riego y fertilizacidon; sin embargo, los rendimientos son altos en comparacion con otros paises
por las condiciones de suelo y clima que son favorables.

Para mejorar la situacion en el sector se han creado instituciones como el Instituto
Nacional de Innovacion Agraria (INIA) tiene el objetivo de generar y adoptar tecnologias
agropecuarias para poder transferirlas a los pequenos y medianos productores del pais, para
lo cual tiene alianzas con instituciones publicas y privadas de manera nacional e internacional.

En Piura se encuentra la mayor cantidad de productores organizados en cooperativas
como la Cooperativa Agraria Norandino o la Cooperativa Agraria Ecoldgica y Solidaria Piura
(CAES Piura), a los cuales se les brinda asistencia técnica a través de proyectos, mejorando sus
ingresos y la gestion de recursos para aumentar la produccion.

El cultivo de caia panelera tiene tres problemas principales: la problematica varietal,
la agrondmica y las plagas y enfermedades.

La problematica varietal se refiere a que existe una falta de nuevas variedades de cafia,
debido principalmente a que el mejoramiento genético es un proceso muy largo y de mucha
inversién, y las utilizadas actualmente presentan un bajo nivel de productividad y calidad,
siendo solo tres la que ocupan el 80 % del drea cultivada (H32—8560, PCG12-745 y RB72-454),
es por eso que el INIA ha traido canas hibridas desde México para realizar sus procesos de
seleccion e investigacion. La problemadtica agronémica es ocasionada por la carencia de
tecnologia en fertilizacién, riego y cosecha, ademas de disefiar el campo sin tener en cuenta
el sistema de cosecha que serd utilizado posteriormente. Adicionalmente, se cuenta con
ausencia de métodos de diagndsticos rapidos para las diferentes plagas y enfermedades que
afectan directamente al cultivo y su rendimiento (Instituto Nacional de Innovacién Agraria,
2021).
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1.4. Proceso de elaboracidon de panela granulada
1.4.1. Molienda o extraccion del jugo

El jugo de cafa se obtiene por extraccion o molienda de la caifa de azlcar con
rendimientos entre el 50 % — 64 %; este amplio rango es debido a diversos factores como el
deterioro de la cafia, el ajuste de las masas del trapiche, entre otros. Dado que el contenido
de sacarosa aumenta hasta llegar a su etapa de madurez, la cafa de azlcar debe ser cortada
en el momento adecuado y debe ser procesada inmediatamente para evitar la disminucion de

sacarosa.

El porcentaje de sacarosa en el jugo se encuentra entre el 17 % — 20 %, mientras que
el remanente en el bagazo, residuo obtenido de la extraccidn, es aproximadamente del 12 %.
Este bagazo fresco pierde su humedad naturalmente al ser secado a la intemperie para
posteriormente ser usado como combustible en el proceso de evaporacidon para la
concentracion del jugo de cana (Santin Sanchez, 2018).

1.4.2. Pre-limpieza

El jugo de cafa se somete a una limpieza por medios fisicos y a temperatura ambiente
con el propdsito de separar las impurezas dispersas en el jugo como los restos de bagazo,
bagacillo de la cafia, particulas de tierra, entre otros.

1.4.3. Clarificacion

El jugo de cafia es sometido a la clarificacion con el fin de eliminar los sdélidos en
suspension y sustancias coloidales presentes, empezando por el calentamiento de este hasta
alcanzar temperaturas entre 80 °C y 82 °C. El jugo de cana contiene disueltos: azucares
reductores (fructosa y glucosa), sacarosa, sales, acidos organicos y pectina, mientras que en
suspension contiene productos insolubles como fibra, bagacillo, arena, arcilla y materiales
colorantes.

La clarificacidn se realiza mediante agentes floculantes, provenientes de la maceracién
de cortezas de arboles en Colombia, mientras que en Peru se utiliza un regulador de pH como
el bicarbonato de sodio (Santin Sanchez, 2018), que, al ser adicionados al jugo, hace que los
solidos en suspension e impurezas del jugo, formen un producto aglutinado llamado cachaza
gue permanece en la superficie, facilitdandose su separacién manual. El pH se regula para que
permanezca en valores entre 6 y 7 para evitar la inversidon de la sacarosa en azucares

reductores que esta directamente relacionado con la calidad del producto final.
1.4.4. Concentracion

Operacién por la cual se eleva el contenido de azucar en el jugo por medio de la
evaporacion para alcanzar valores cercarnos a 70 °Brix, adquiriendo el nombre de mieles al
alcanzar temperaturas entre 86 °C y 98 °C (Santin Sanchez, 2018). Esta operacién afecta
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directamente la textura final del producto ya que la presencia de un alto contenido de
azucares reductores en el jugo puede llegar a impedir la cristalizacién.

1.4.5. Punteo

Con el objetivo de obtener el “punto panela” alrededor de los 96 °Brix, que
corresponde a una temperatura de 124 °C alcanzada por las mieles, estas son trasvasadas de
la paila punteadora a un recipiente llamado bunque, donde se lleva a cabo un energético
batido y enfriamiento, lo que permite la granulacién de la panela.

1.4.6. Tamizado

Las particulas de panela pasan a ser separadas segun los diferentes tamafios mediante
un tamiz o cedazo, obteniéndose la panela granulada compuesta por granos finos, vy
separando el confitillo compuesto por granos que no lograron pasar el tamiz.

1.5. Acrilamida

La acrilamida es una sustancia quimica que se usa principalmente para hacer
compuestos quimicos llamados copolimeros de poliacrilamida o de acrilamida (Dearfield,
Abernathy, Ottley, Brantner, & Hayes, 1988), pero también se encuentra en algunos alimentos
procesados a alta temperatura (horneados, fritos y tostados). En los alimentos que contienen
el aminodcido asparagina, al someterse a altas temperaturas en presencia de azuUcares
reductores (particularmente glucosa y fructosa), ocurre la reaccién de Maillard, que es
responsable del aroma, color, textura y sabor caracteristicos del producto final (Mottram,
Wedzicha, & Dodson, 2002), y se forma acrilamida. Algunos alimentos con alto contenido de
acrilamida son, por ejemplo, las papas fritas, galletas, pan y café, no obstante, la
concentracion de esta depende de las condiciones de elaboracién usadas por el fabricante,
especialmente el tiempo, método y temperatura de coccidn a la que estdn sometidos (Tareke,
Rydberg, Karlsson, Eriksson, & Torngvist, 2002).

1.5.1. Formacion de acrilamida en alimentos

La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC), con fundamentos
en evaluaciones del riesgo de acrilamida en alimentos realizados por el Panel Cientifico sobre
Contaminantes en la Cadena Alimentaria (CONTAM) de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA), menciona que hay evidencia suficiente para considerar la acrilamida como
un “carcindgeno humano probable”, pese a que los datos epidemioldgicos en humanos son
limitados y no proporcionan evidencia suficiente para juzgar el riesgo real a diferencia de los
resultados positivos a pruebas en animales de laboratorio, ya que no poseen el mismo indice
de absorcion de la acrilamida ni metabolizan de maneras similares (Fennel & Friedman, 2005).

En la industria alimentaria se han desarrollado documentos con orientaciones tanto
técnicas como de pasos a seguir para poder ser aplicadas en diferentes procesos alimentarios
con el fin de reducir los niveles de acrilamida, una de estas es “Acrylamide Toolbox”, la cual
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fue elaborada por la asociacién FoodDrinkEurope, siendo una de las mas completas. En la
quinceava edicion “Acrylamide Toolbox 2019” se han recopilado orientaciones para la
produccién de snacks a base de papa, frituras, productos a base de cereales, de panaderia
fina, cereales para el desayuno, café y alimentos para bebés (Unién Europea, 2019). A pesar
de no contener informacidn sobre el procesamiento de panela, podemos encontrar
recomendaciones generales para disminuir el contenido de asparagina en los productos
mencionados anteriormente, que se podrian aplicar a la panela.

1.5.2. Dificultades en la cuantificacion de acrilamida

Muchos laboratorios pueden analizar la cantidad de acrilamida presente en los
diversos productos alimenticios, pero se debe tener en cuenta la compatibilidad de los
laboratorios de los diversos paises, ya que, segun resultados del seguimiento de nivel de
acrilamida de un informe de la EFSA, se identificd que hay mucha incertidumbre de medicién
significativa entre los resultados presentados por miembros de la Unidén Europea, por lo que
se recomienda verificar la acreditacién ISO 17025:2005 y los métodos de analisis validados
antes de elegir trabajar con un laboratorio (Unién Europea, 2019).

En el Peru, todavia no hay laboratorios que realicen analisis de acrilamida en alimentos,
por lo que en el marco del proyecto antes mencionado de la Universidad de Piura con
Norandino y Bioversity, se recurrio a un laboratorio en Alemania para analizar diversas
muestras de panela.

Posteriormente se mencionaran los métodos y técnicas que fueron utilizados para el
analisis de muestras de panela provenientes de Norandino en el laboratorio de Alemania.

1.5.3. Contenido de acrilamida en panela

Sobre el contenido de acrilamida en la panela, Colombia es uno de los paises que
promueve el desarrollo de métodos de cuantificacion, teniendo asi investigaciones hechas por
Vargas Lasso et al. (2014) afirmando que se detecta acrilamida en el jugo de cafia a partir de
la etapa de evaporacion hasta el producto final, teniendo concentraciones de 800 pg/kg a
2200 pg/kg, siendo la temperatura uno de los parametros fisicos mas importantes que inciden
en su formacion.

El Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) de Colombia
(2018) realizé un control de contenido de acrilamida en alimentos procesados durante los
afos 2015y 2016, dentro del cual se encontraba la panela, por ser el segundo pais exportador
de este producto en el mundo. Los resultados evidenciaron que la panela posee mayores
niveles promedios de acrilamida con 524,4 pg/kg en 2015y 617,7 ug/kg en 2016.

En investigaciones realizadas por Santin Sanchez (2018), se demostré que la
clarificacion es una etapa critica en la formacién de acrilamida cuando las temperaturas de
clarificacion son mayores a 90 °C y cuando los valores de pH en la concentracidn son altos.
Adicionalmente, en investigaciones realizadas durante el afio 2019 (Rimaicuna Zurita &
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Liviapoma Correa) sobre el contenido de acrilamida en panela granulada procedente de
diferentes médulos productivos de Piura, se obtuvo que el valor medio de acrilamida
detectada (2726,63 ug/kg) en comparacion con otros estudios, es superior a los niveles de
referencia establecidos por la Unién Europea.

1.6. Asparagina: agente precursor de la acrilamida en panela

La asparagina es un aminodcido no esencial que es biosintetizado por la asparagina
sintetasa a partir del acido aspartico y el ion amonio. Se la puede encontrar en una gran
variedad de alimentos, animales y plantas (EcuRed, 2012).

En la composicion del jugo de cafia, materia prima en la elaboracién de panela, se tiene
que el contenido de asparagina libre, uno de los reactivos en la reaccién de Maillard, es de
0,71 %, pudiéndose expresar ademds como el 46 % del contenido total de aminoacidos libres
presentes en la cafia de azlcar segln un estudio realizado por Matsui y Kitagawa (1987).

Por tal motivo se puede afirmar que durante el proceso productivo de la panela se dan
las condiciones necesarias para favorecer la formacién de acrilamida, al contener asparagina
y azucares reductores, ademas de ser sometido a altas temperaturas.

1.6.1. Meétodos de cuantificacion de asparagina

1.6.1.1. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Técnica que permite la
separacion de los componentes de una mezcla compleja para su posterior identificacion y
determinacién, teniendo como principio los diferentes tipos de interacciones quimicas entre
las sustancias analizadas y la columna cromatografica. La muestra es introducida en pequefas
cantidades y sus compuestos se separan al pasar a través de una fase estacionaria (sélida o
liquida), transportados por una fase movil (liquida), teniendo en cuenta que ambas fases son
inmiscibles, dando comienzo a la elucién de los solutos transportados por la fase mavil que,
al pasar por la columna, adquiriran una velocidad diferente, logrando que salgan de esta por
separado, y si al final de la columna se le coloca un detector, al grafico resultante se denomina
cromatograma. El tiempo que tarda el compuesto en salir de la columna se denomina “tiempo
de retencién” y se considera una propiedad identificativa en una determinada fase moévil y
estacionaria. Los disolventes mas utilizados son el agua, el metanol y el acetonitrilo (Lopez
Ruiz, 2018).

A partir del cromatograma se puede llevar a cabo el andlisis cualitativo (tiempo de
retencidn) para averiguar qué compuestos estdn presentes en la muestra y cuantitativo (area
del pico) para determinar la concentracién.

1.6.1.2. Cromatografia liquida de Ultra-Alta eficacia (UHPLC). Técnica que permite la
separacion de los componentes de una mezcla compleja para su posterior identificacion y
determinacion, teniendo como principio el menor tamafo de particula, que conlleva a una
mayor eficiencia por las rapidas separaciones con mayor resolucidn y sensibilidad, para lo cual
se necesita un equipo capaz de trabajar a alta contrapresién (Science Unfiltered, 2017).
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1.6.2. Métodos enzimadticos de reduccion de asparagina

Una de las formas propuestas para reducir el contenido de asparagina es afiadir una
enzima especifica al alimento, antes de ser calentado. Esta es la asparaginasa, la cual es una
enzima que hidroliza la asparagina en amonio y acido aspartico, y la glutamina en acido
glutdmico y amonio (Ballon Cossio, 2014).

La Organizacién Mundial de la Salud por medio de los Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA) considera que la asparaginasa obtenida de Aspergillus oryzae no
representa un peligro para la salud humana (Unién Europea, 2019).

Las empresas producen actualmente enzimas comerciales de grado alimenticio, y estas
pueden sublicenciar los derechos a empresas de procesamiento de alimentos para poder ser
incorporados en sus procesos de produccion y asi reducir la cantidad de acrilamida.

1.6.3. Meétodos de cuantificacion de Acrilamida

El método analitico para la cuantificacion de acrilamida se basa en la técnica de
espectrometria de masas (EM) acoplada a la cromatografia liquida (CL) o a la cromatografia
de gases (CG), también conocido como LC-MS/MS (Elbashir , Ali Omar, Wan lbrahim, Schmitz,
& Aboul-Enein, 2014), el cual fue utilizado para realizar los andlisis de cuantificacién en las
muestras de panela granulada provenientes de la Cooperativa Agraria Norandino en el
laboratorio GBA Group en Alemania.

Para hacer uso de este método la muestra debe ser homogeneizada antes de tomar
una muestra para su andlisis debido a que la acrilamida es una molécula diminuta y
extremadamente polar, por lo que su extraccién y analisis son dificiles.

Este método LC-MS puede utilizarse como método alternativo o de confirmacion del
método de cromatografia liquida de alta resolucién por espectrometria de masas (LC-HRMS)
(U.S. Food & Drug administration, 2019) ya que combina el poder de separacion de los
materiales de gran peso molecular (cromatografia de liquidos) y la capacidad de deteccién
selectiva confirmando la identidad molecular (espectrometria de masas). Su principio es un
sistema LC, donde el punto en el que la fase mévil del liqguido abandona la columna, la muestra
liquida es reciclada para producir microgotas, las cuales se evaporan rapidamente, liberando
moléculas de analito ionizadas que posteriormente pasan al MS (Analitek, 2016).

Hasta la fecha no existe ningin método de extraccién de acrilamida plenamente
aceptado en diversos alimentos, ya que las condiciones de extracciéon dependen del
componente de cada alimento. (Nielsen, Granby, Hedegaard, & Skibsted, 2006).

1.6.4. Métodos enzimdticos para reducir el contenido de acrilamida en panela

Uno de los métodos propuestos por Norandino y sus clientes para evitar la formacién
de acrilamida en la panela es la adicion de asparaginasa al jugo de cafia durante el proceso de
fabricacién, antes del calentamiento, esperando que afecte minimamente la calidad y
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caracteristicas del producto final. Es decir, la asparaginasa descompone la asparagina en acido
aspartico y amoniaco antes de que se dé lugar a la reaccién de Maillard, y por tanto otros
productos de la reaccién no se verian afectados.

Sin embargo, al adicionar esta enzima se deben tener en cuenta varios factores para
garantizar la eficiencia, pues si se agrega demasiado pronto una parte significativa de la misma
se eliminaria junto con las corrientes de desechos de cada paso del proceso antes de que tenga
la oportunidad de funcionar; si se agregara muy tarde, cantidades significativas de asparagina
ya se habran convertido en acrilamida y la asparaginasa seria ineficaz; y si se agregara muy
cerca de un paso de alta temperatura en el proceso, no sera eficaz para reducir la formacion
de acrilamida porque las altas temperaturas desnaturalizardn la asparaginasa.

La empresa Novozymes es una empresa que ofrece soluciones a problemas biolégicos
por medio de enzimas y microorganismos, dentro de su cartera de productos se encuentran
algunos dedicados a la reduccion de acrilamida, los cuales tienen por nombre “Acrylaway”,
gue contienen la enzima asparaginasa (Novozymes, 2022). Estas se pueden encontrar en sus
versiones granuladas y liquidas como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Productos de la empresa Novozymes para la reduccion de acrilamida

Liquido Liquido Granulado
Granulado
Acrylaway®  Acrylaway® Acrviawav® Acrylaway®
High TL L ylaway High T
Fécil de implementar v v v v
No hay cambios en el sabor, el olor, la
ve . . v v v v
sensacion en la boca o la apariencia
Apto para productor sin gluten v v v X
Eficaz a temperaturas mas altas v X X v
Apto para galletas infantiles y biscotes X v v X
Adecuado para alimentos infantiles a
base de cereales X v v X
Adecuado para la produccién de
parate P v X X v

cereales para el desayuno

Nota: Adaptado de productos Novozymes (Novozymes, 2022)



Capitulo 2

Marco metodoldgico

2.1. Métodos de ensayo

Para la determinacion de asparagina en el jugo de cana panelera se ha optado por
hacer uso del kit K-ASNAM de la empresa Megazyme. Este estd basado en el uso de enzimas
recombinantes avanzadas para medir el contenido de asparagina, amoniaco y glutamina para

una amplia gama de muestras.

El principio de determinacion del kit K-ASNAM se basa en tres pasos sencillos y rapidos:
(1) La glutamina se convierte primero, mediante un gran exceso de glutaminasa, en glutamato
y iones amonio (NH*). (2) Luego, en presencia de nicotinamida-adenina dinucleético fosfato
(NADHP) y glutamato deshidrogenasa (GIDH) reducidos, el amoniaco de la muestra, y también
el formado por la reaccion (1), reacciona con 2-oxoglutarato para formar glutamato y NADP*.
La cantidad de NADP* formada es estequiométrica con la cantidad de amoniaco. Es el
consumo de NADPH lo que se mide por la disminucién de absorbancia a 340 nm. (3) En la
reaccion final, la asparagina se hidroliza rdpidamente en aspartato y iones amonio por la
asparaginasa. Los iones amonio liberados reaccionan de acuerdo con la reaccidén (2),
conduciendo a una caida adicional en la absorbancia que es estequiométrica con la cantidad

de asparagina presente (Megazyme, 2018).

0 (Glutaminasa)

(1)L-glutamina+ H, L-glutamato+ NH,

(2) NH,+2-oxoglutarato+NADPH (GBH)L-qutamatm NADP+H,0

raginasa)

L-aspartato+ NH
> p 4

(3)L-asparagina+ H,0 (Aspa

Se hizo uso de un total de 12 kits K-ASNAM para realizar la cuantificacién de
asparagina, amoniaco y glutamina en las muestras de jugo de cafia de azucar. Cada kit
contiene 8 botellas que se detallan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Contenido del kit K-ASNAM

Botella 1
Botella 2 (x2)
Botella 3 (X2)
Botella 4
Botella 5
Botella 6
Botella 7°

Botella 8°

Tampdn (11 mL, pH 4,9) mas azida de sodio (0,02 % p/v) como
conservante

Tampon (25,5 mL, pH 8,0) mas 2-oxoglutarato y azida de sodio
(0,02 % p / v) como conservante

NADPH. Polvo liofilizado (disolver el contenido de una de las
botellas en 12 mL de agua destilada)

Suspension de glutaminasa (1,1 mL)

Suspension de glutamato deshidrogenasa (2,2 mL)

Suspension de asparaginasa (1,1 mL).

Solucién estandar de amoniaco (5 mL, 0,04 mg / mL) en azida
de sodio al 0,02 %.

Estandar de control de L-asparagina en polvo (~ 2 g).

aSolo se analizan cuando hay alguna duda sobre la precision del espectrofotémetro
que se esta utilizando o cuando se sospecha que la inhibiciéon esta causada por
sustancias en la muestra.

Nota: Adaptado de (Megazyme, 2018)

Cada uno de los andlisis realizados en el presente trabajo se llevaron a cabo siguiendo
las indicaciones del manual de procedimiento de ensayo del kit K-ASNAM, el cual se muestra

en el Anexo A.

Debido a que el manual recomienda la clarificacion de muestras para un correcto
analisis en caso sean de un color oscuro, como en este caso lo es el jugo de cafia, se hizo uso
de filtros de jeringa de nylon (0,45 um) y jeringas para la preparacion de las muestras, las

cuales fueron almacenadas en viales, bajo refrigeracion.

Ademas, el material requerido para seguir el procedimiento se muestra en la Tabla 4,
mientras que para la obtencidn de resultados se siguid el procedimiento de calculos mostrado

en el Anexo B .

Tabla 4. Materiales, instrumentos y equipos requeridos para el procedimiento del kit K-

ASNAM

Material/Instrumento/Equipo Descripcién

Refrigerador (Electrolux,

ERD262YEFS)
Cubetas de plastico
desechables

Espectrofotdmetro UV-Vis

GENESYS 10 UV
(ThermoSpectronic)

contenidas en viales, ademas del kit K-ASNAM.

Que permiten paso de luz de 1 cm, con una capacidad
maxima de 3,0 mL en donde se llevan a cabo las reacciones
y que posteriormente son utilizadas para medir la

absorbancia en el espectrofotémetro.

cafa de azucar

Para almacenar las muestras de jugo de caia filtradas y

Ajustado a 340 nm para medir la absorbancia de las
cubetas durante los ensayos a las distintas muestras de
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Material/Instrumento/Equipo Descripcion
Equipo de destilaciéon Cabezal de destilacion, piedras de ebullicién y un
Erlenmeyer de 100 mL para recolectar el agua destilada.
Micropipetas - De volumen fijo de 0,1 mL, modelo 3130 de marca
Eppendorf.

- Volumen regulable de 0,01-0,1 mL, modelo 4810
marca Eppendorf.

Pipetas graduadas De 10 mLy 5 mL

Vasos de precipitado De 50 mLy 100 mL para contener agua destilada y agua de
enjuague.

Parafilm Para cubrir las cubetas antes de agitarlas

2.2. Evaluacion del método enzimatico para cuantificar asparagina

Se realizd un analisis de cuantificacidon de asparagina, haciendo uso del kit K-ASNAM,
a una muestra estandar obtenida de diluir el contenido de la botella 8 (asparagina en polvo)
en agua destilada con el fin de evaluar el método enzimatico y tener certeza en los préximos
analisis de muestras de jugo. Para las diluciones, se hizo uso de matraces aforados (fiolas).

2.3. Cuantificacion de asparagina

Las muestras provenientes de diferentes mddulos productivos de la Cooperativa
Agraria Norandino fueron recibidas congeladas, en colectores universales pldsticos
herméticos, los cuales fueron almacenados en un congelador (Coldex CH10) hasta su andlisis.

El andlisis de las muestras se realizd siguiendo las indicaciones brindadas por el
fabricante en el manual. En general se analizé por duplicado cada una de las muestras, y en
casos necesarios, en los que los resultados entre los duplicados de la misma muestra eran
completamente diferentes, se realizaron verificaciones. Cabe mencionar que se realizaron un
maximo de 40 verificaciones a lo largo del desarrollo de la investigacion.

2.4. Cuantificacidon de asparagina en relacion con los dias post cosecha

Para la cuantificacidn de asparagina en relacién con los dias post cosecha se requirid
de cafia de azlcar recién cortada para extraer jugo de estas en los dias consecutivos. Para lo
cual, la cafia de azucar brindada por la Cooperativa Agraria Norandino fue guardada en su
Planta de Panela en Piura bajo sombra y a temperatura ambiente.

Para evitar variaciones en el ensayo, la caiia de azlcar fue separada desde el primer
dia en pequefios lotes que corresponderian a los dias de extraccidn. Asi mismo, para evitar la
incertidumbre que se tiene por congelar las muestras de jugo, estos andlisis de asparagina
fueron realizados el mismo dia en que se obtuvieron las muestras.

Los analisis fueron realizados segun lo indicado en el manual de procedimiento, con
réplicas para cada una de las muestras.
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Para estas muestras, se extrajo el jugo en las instalaciones de la Cooperativa Agraria
Norandino haciendo uso de un extractor eléctrico de jugo de caifia (HENKEL SC002), tratando
en lo posible de asemejar la extraccidn realizada en los médulos productivos.

2.5. Aplicacion de enzima Acrylaway en jugo de cafia panelera en laboratorio

Para realizar los tratamientos que buscan reducir el contenido de asparagina en el jugo
de cafia se hizo uso de la enzima Acrylaway 3500 BG granulada (Novozymes A/S), que segun
el fabricante es capaz de reducir los niveles de acrilamida en un 50 % a 75 % en los cereales
de desayuno y otros alimentos a base de granos procesados a altas temperaturas (hasta 90 °C)
segun la informacidn del producto (Novozymes, 2022).

Adicionalmente, para evaluar la eficacia del producto en su version liquida, se hizo un
tratamiento con la enzima Acrylaway L High T, que reduce los niveles de acrilamida hasta en
un 95 % (Novozymes, 2022).

Segun Novozymes, ambos productos son factibles de implementar ya que funcionan
en un amplio rango de pH, por lo que se requiere pocas modificaciones en el proceso. El
fabricante informa que no se perciben diferencias en el sabor, olor, sensacién en la boca o el
aspecto del producto final, ya que solo tiene accién sobre la asparagina (Novozymes, 2022).

Sin embargo, los tipos de Acrylaway estadn disenados para aplicarse a productos a base
de cereales; no se tiene un procedimiento establecido para una materia prima como el jugo
de caia de azucar, por lo que los tratamientos presentes en la tesis se realizaron aplicando la
cantidad recomendada por Novozymes y con variaciones de esta con el fin de encontrar la
cantidad 6ptima.

2.5.1. Aplicacion segun la dosis recomendada por el fabricante

El jugo de cafia de azucar utilizado en los tratamientos fue el que corresponde al tercer
dia de post cosecha de la cafia en los ensayos descritos anteriormente, pues fueron los de
mayor concentracién de asparagina y ademas de ser, en la practica productiva, el dltimo dia
recomendado para poder procesar la cafia. Las muestras de jugo fueron almacenadas en un
congelador, previamente separadas en colectores universales plasticos de 100 mL.

Para cada uno de los tratamientos a realizar se tuvo en cuenta el proceso de
elaboracién de panela granulada en las etapas de clarificacién y concentracion, en las que la
materia prima sigue estando en estado liquido.

Durante la etapa de clarificacion, se modifica el pH del jugo de caina de un valor original
de aproximadamente 5,5 hasta un valor entre 6 y 7, por adicién de bicarbonato de sodio. En
el laboratorio, a 100 mL de jugo de cafia de azucar segun el pH al que se queria llegar (6 0 7),
se afiadid bicarbonato de sodio, verificando el pH inicial y final. Para lo cual, se hizo uso de: un
agitador magnético (Agimatic — N), balanza analitica (RADWAG), vasos de precipitado de
250 mLy un pH—-metro (HANNA, 991301).
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Para reproducir lo que ocurre en la etapa de concentracion, se calentd el jugo de cafia
hasta la temperatura elegida para cada ensayo y se afiadié 0,01 g / 100 mL aproximadamente
de la enzima Acrylaway 3500 BG granulada, y se controld la temperatura del proceso segun
correspondia mientras se recogian muestras de 5 mL de jugo en los tiempos de 0, 10, 15, 20,
25 y 30 minutos. Para esto, se hizo uso de: balanza analitica, agitador magnético, horno de
microondas (Daewoo, DMW-34MCSG), termdémetro digital (TP101), cronémetro y porta
muestras plasticas de 10 mL.

Para inactivar la enzima se sumergié el recipiente con la muestra recolectada en agua
hirviendo durante 5 minutos, y se dejo enfriar en agua por otros 5 minutos. Para esto se hizo
uso de una cocina eléctrica (Blackline, BHP-11) y un vaso de precipitado de 250 mL.

Finalmente se prepard la muestra para el analisis por medio de filtracién (0,45 um) y
posterior almacenamiento en el congelador, haciendo uso de jeringas, filtros de jeringa y
viales.

El analisis de cada una de las muestras se hizo seglin el manual de procedimiento del
kit K-ASNAM, con réplicas.

Adicionalmente, se hizo un tratamiento con la enzima Acrylaway L High T, que se
encuentra en estado liquido, con un procedimiento similar al descrito anteriormente, con la
diferencia en que se afiadié 10 uL/100 mL de jugo en el proceso de calentamiento.

2.5.2. Aplicacion con variacion en la dosis de Acrylaway

El procedimiento seguido en los tratamientos con variacion en la dosis de Acrylaway,
es similar al descrito anteriormente para la dosis recomendada por el fabricante, con la
diferencia en la dosis de enzima Acrylaway 3500 BG granulada que se afiadid, que fue de 1/2
y 1/3 de la cantidad recomendada.

Igualmente, el analisis de cada una de las muestras se hizo segin el manual de
procedimiento del kit K-ASNAM, con réplicas.

2.6. Aplicacion de enzima Acrilaway en jugo de cafia panelera en mddulos productivos

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos con la aplicacién de la enzima
Acrylaway 3500 BG granulada en jugo de cafia de azucar en laboratorio, se llevaron a cabo
ensayos en un modulo productivo de la Cooperativa Agraria Norandino (en el distrito de
Montero, Ayabaca), en condiciones similares a las evaluadas en el laboratorio. Los ensayos en
maodulo productivo estuvieron a cargo de personal técnico de Norandino y del Proyecto Panela
de la UDEP, y las muestras de jugo fueron recolectadas a diferentes tiempos, inactivadas y
congeladas para su traslado a Piura.

2.6.1. Aplicacion segun la dosis recomendada por el fabricante

Los tratamientos se llevaron a cabo en condiciones normales de produccion de panela
en el médulo, y estuvieron a cargo de los técnicos de Norandino y del Proyecto Panela UDEP.
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El proceso productivo de la panela granulada se llevd a cabo en sus condiciones normales
hasta la etapa de calentamiento del jugo de cafia para conseguir las mieles, es en esta etapa
en la que se afiadid la enzima 3500 BG granulada en la dosis equivalente a 0,01 g/100 mL a
una temperatura menor a 30 °C, es decir, antes de que la temperatura se incremente en el
calentamiento.

De cada ensayo en mddulo se recolectaron muestras para su posterior analisis. Se
tomaron muestras de jugo en tres momentos distintos: cuando el jugo no tenia regulador de
pH (bicarbonato de sodio), después de anadido el regulador, y en diferentes tiempos de
aplicacion de Acrylaway: 0, 10, 20, 30 y 45 minutos. Se incluyé el tiempo de 45 minutos para
asegurar la actividad de la enzima, a sugerencia de Norandino.

Del mismo modo explicado anteriormente, se inactivd la enzima sumergiendo el
recipiente conteniendo la muestra de jugo colectada en agua hirviendo, justo después de
recolectarla para finalmente congelarlas hasta el momento del analisis.

2.6.2. Aplicacion con variacion en la dosis recomendada

El procedimiento seguido en los ensayos en médulo productivo con variacién en la
dosis de Acrylaway es similar al descrito anteriormente para la dosis recomendada por el
fabricante, con la diferencia de que la dosis de enzima Acrylaway 3500 BG granulada que se
afiadid, fue de 1/2 y de 1/3 de la dosis recomendada. Se recolectaron muestras de jugo con
distintos tiempos de aplicacion, de 20, 30 y 45 minutos.



Capitulo 3
Resultados y discusion
3.1. Evaluacion del método enzimatico para cuantificar asparagina

Se analizé una solucién estdndar de asparagina con el kit K-ASNAM. Para ello, se
disolvié 0,1953 gramos de asparagina en agua destilada, teniendo como concentracién final
48,8 mg/L (0,0488 g/L), con la finalidad de evaluar el método enzimatico del kit K-ASNAM. La
asparagina disuelta es un estandar de control que forma parte de las enzimas del kit K-ASNAM
(botella 8).

El volumen utilizado para cada muestra fue de 0,1 mL, tal como indica el manual de
procedimiento, y no se utilizd un factor de dilucién adicional, ya que la cantidad de glutamina
y asparagina presente en la muestra esta entre 0,005y 0,50 g/L.

Al seguir el procedimiento detallado en el manual del Kit K-ASNAM, del cual se tiene
evidencia en el Anexo A, se obtuvieron 3 valores de absorbancia de la solucion estandar de
asparagina por cada ensayo. Cada ensayo se realizé por duplicado y en los resultados se
muestra el promedio de estos. Después de realizar los calculos detallados en el manual se
obtuvieron las concentraciones mostradas en la Tabla 5, en los que se tiene un error del 4,76 %
respecto del valor esperado.

Tabla 5. Resultados obtenidos en la evaluacion del método

enzimatico

Amoniaco (g/L) Glutamina (g/L) Asparagina (g/L)
0,0001 -0,0038 0,0465

Cémo el analisis se realizdé en una disolucion de agua destilada y asparagina, se
esperaba que los valores obtenidos de amoniaco y glutamina sean nulos; en este caso, se ha
obtenido valores cercanos al cero y negativos. Por tal motivo, a lo largo del desarrollo de este
trabajo de investigacién se presentaran resultados negativos, los que seran considerados
como ceros. Adicionalmente, se realizaron analisis con diferentes diluciones de la solucidn
estandar para evaluar el método, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 6.
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Tabla 6. Resultados de evaluacion del método enzimatico con
diferentes concentraciones de asparagina

Asparagina (g/L)
Concentracion de la solucion Concentracion calculada con el

estandar método enzimatico
0,6510 0,6656
0,4883 0,4518
0,2441 0,2351
0,1221 0,1128
0,0610 0,0703
0,0488 0,0470
0,0244 0,0292
0,0122 0,0158

Con estos resultados se observa que los resultados siguen una tendencia lineal como
se muestra en la Figura 1.

Asparagina (g/L)
0,7
e
0,6 y=0,9851x +4E-05 .-
R2=0,9957 ...
o5 T
....... °
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I
s 03 e
o
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Real

Figura 1. Correlacion entre la concentracién real y medida de asparagina (g/L)

Ademads, con un R? de 0,9957, se puede decir que se ajusta en un 99,57 % al valor real
del contenido de asparagina en jugo de cafa de azucar. Cabe mencionar que en manual del
fabricante se tiene un R?de 1 para la cuantificacién de asparagina.

Con estos resultados se puede comprobar que el método ha cuantificado
correctamente la asparagina contenida en la muestra estandar, por lo que se puede continuar
con los siguientes analisis sobre muestras de jugo de cafa, con mayor certeza en el resultado

obtenido.
3.2. Cuantificacidon de asparagina

Se han analizado un total de 101 muestras procedentes de los diferentes modulos de
produccién pertenecientes a la Cooperativa Agraria Norandino. Estas son: Cruz Misionera
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(24), Santa Rosa de Chonta (30), El Yantuma — Ambasal (24) y Aprocafia (15). Adicionalmente
se han analizado 8 muestras de jugo de cafia panelera con tratamiento con Acrylaway del afio
2020, del médulo de Santa Rosa de Chonta.

Las muestras fueron recibidas hasta febrero del 2021, con el formato de codificacidon
se muestra en la Figura 2, y el correspondiente a los mddulos es de: Cruz Misionera (CM),
Santa Rosa de Chonta (SR), El Yanyuma — Ambasal (YA) y Aprocafia (AP). Vale aclarar, que la
Cooperativa Agraria Norandino estuvo a cargo de establecer la codificacién. El criterio para la
toma de muestras fue establecido por Cooperativa Norandino, y se basd en resultados
anteriores del contenido de acrilamida en panela, de los distintos mdédulos de produccidn. Se
considerd que, mientras mas alto era el valor de acrilamida en panela proveniente de un
modulo, mas muestras de jugo de cafia se recogerian del mismo.

N° de Organizacion

Nombre del Modulo

0-03-SR-01 I Numero de socio

Organizacion

Figura 2. Formato de codificacion de muestras
provenientes de diversos médulos

Nota: Obtenido de Cooperativa Agraria
Norandino (2020)

Las muestras de jugo fueron conservadas en una cadena de frio desde que fueron
recolectadas. En primera instancia se almacenaron en un cooler con bolsas de gel refrigerante
congelado hasta que fueron recibidas en el Laboratorio de Quimica de la Universidad de Piura,

donde se mantuvieron en el congelador.

Para el andlisis del contenido de asparagina con el método enzimatico se
descongelaron las muestras totalmente y se agitaron para evitar sedimentacion de particulas.
Seguidamente se tomd 4 mL de jugo de cafia panelera con una jeringa y se filtré haciendo uso
de un filtro de jeringa de 0,45 um, almacendndose el filtrado en un vial de vidrio con su
respectiva codificacion. Del contenido filtrado se tomdé 0,1 mL y fue analizado segun lo
indicado en el manual del kit K-ASNAM. En algunos casos se realizé una o dos verificaciones
adicionales, a aquellas muestras cuyos resultados tenian un valor extrafio en relacién con sus
correlativas, lo que no significa que en todos los casos el método de cuantificacidon haya dado
un resultado erréneo, sino que la cantidad de asparagina presente en la muestra si era
diferente a sus correlativas.
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Para cuantificar los resultados a partir de las lecturas de absorbancia obtenidas con el
espectrofotémetro para cada una de las muestras, se hizo uso de hojas de cdlculo de Excel,
con las férmulas de cdlculo indicadas por el manual del kit K-ASNAM.

Los resultados de los andlisis que se muestran en la Tabla 7 corresponden a 101
muestras de jugo de cafia.

Tabla 7. Resultados obtenidos en los ensayos de cuantificacidon de asparagina

N2 Cédigo de muestra Asparagina (g/L) Procedencia de muestra
1 0-01-CM-01-J1 0,3444
2 0-01-CM-01-J2 0,2024
3 0-01-CM-01-J3 0,2756
4 0-01-CM-02-J1 0,4622
5 0-01-CM-02-J2 0,5151
6 0-01-CM-02-J3 0,4518
7 0-01-CM-03-J1 0,3677
8 0-01-CM-03-J2 0,4196
9 0-01-CM-03-J3 0,4493
10 0-01-CM-04-02 0,1420
11 0-01-CM-04-03 0,1618
1; 8:81:Em:8::ﬁ 8:411451:: Moddulo Cruz Misionera
14 0-01-CM-05-J2 0,4765
15 0-01-CM-05-J3 0,3776
16 0-01-CM-06-J1 0,2716
17 0-01-CM-06-J2 0,4186
18 0-01-CM-06-J3 0,4206
19 0-01-CM-07-J1 0,1524
20 0-01-CM-07-J2 0,1494
21 0-01-CM-07-J3 0,1618
22 0-01-CM-09-J1 0,5339
23 0-01-CM-09-J2 0,5067
24 0-01-CM-09-J3 0,5062
25 0-03-SR-004-A1-J1 0,3464
26 0-03-SR-004-A1-J2 0,2618
27 0-03-SR-004-A1-J3 0,2741 ,
Mddulo de Santa Rosa de Chonta
28 0-03-AP-003-A1-J1 0,0856
29 0-03-AP-003-A1-J2 0,0658
30 0-03-AP-003-A1-J3 0,0643
31 0-15-AP-003-A1-J1 0,0618
32 0-15-AP-003-A1-J2 0,0499
33 0-15-AP-003-A1-J3 0,1212 ) N
Moddulo de Aprocaiia
34 0-15-SR-004-A1-J1 0,1603
35 0-15-SR-004-A1-J2 0,1538
36 0-15-SR-004-A1-J3 0,1058
37 0-03-SR-01-J1 0,2281 i
Médulo de Santa Rosa de Chonta
38 0-03-SR-01-J2 0,1356
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N2 Cédigo de muestra Asparagina (g/L) Procedencia de muestra
39 0-03-SR-01-J3 0,1915
40 0-03-SR-02-J1 0,1945
41 0-03-SR-02-J2 0,1262
42 0-03-SR-02-J3 0,1584
43 0-03-SR-03-J1 0,2172
44 0-03-SR-03-J2 0,0267
45 0-03-SR-03-J3 0,1410
46 0-03-SR-05-J1 0,2336
47 0-03-SR-05-J2 0,1519
48 0-03-SR-05-J3 0,1336
49 0-03-SR-06-J1 0,3048
50 0-03-SR-06-J2 0,3305
51 0-03-SR-06-J3 0,3612
52 0-03-SR-07-J1 0,1806
53 0-03-SR-07-J2 0,2281
54 0-03-SR-07-J3 0,1965
55 0-03-SR-08-J1 0,0490
56 0-03-SR-08-J2 0,1425
57 0-03-SR-08-J3 0,0708
58 0-03-SR-09-J1 0,4177
59 0-03-SR-09-J2 0,3365
60 0-03-SR-09-J3 0,5097
61 0-10-YA-01-J1 0,2246
62 0-10-YA-01-J2 0,2108
63 0-10-YA-01-J3 0,1970
64 0-10-YA-03-J1 0,5483
65 0-10-YA-03-J2 0,5117
66 0-10-YA-03-J3 0,4973
67 0-10-YA-04-J1 0,3449
68 0-10-YA-04-J2 0,4053
69 0-10-YA-04-J3 0,3231
70 0-10-YA-05-J1 0,4538
71 0-10-YA-05-J2 0,4483
72 0-10-YA-05-J3 0,4567 Moddulo El Yantuma
73 0-10-YA-06-J1 0,4488
74 0-10-YA-06-J2 0,4597
75 0-10-YA-06-J3 0,4949
76 0-10-YA-07-J1 0,4384
77 0-10-YA-07-J2 0,4617
78 0-10-YA-07-J3 0,1475
79 0-10-YA-08-J1 0,4374
80 0-10-YA-08-J2 0,4616
81 0-10-YA-08-J3 0,4657
82 0-10-YA-09-J1 0,2538
83 0-10-YA-09-J2 0,2544
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N2 Cédigo de muestra Asparagina (g/L) Procedencia de muestra
84 0-10-YA-09-J3 0,2578

85 0-15-AP-001-J1 0,0871

86 0-15-AP-001-J2 0,1341

87 0-15-AP-001-J3 0,1534

88 0-15-AP-002-J1 0,1588

89 0-15-AP-002-J2 0,1430 Médulo de Aprocafia

90 0-15-AP-002-J3 0,1777

91 0-15-AP-004-J1 0,1534

92 0-15-AP-004-J2 0,1024

93 0-15-AP-004-J3 0,0801

94 AC04-SR-001-T1-J1 0,4978

95 AC04-SR-001-T1-J2 0,4646

96 AC04-SR-001-T2-J2 0,0143

97 AC04-SR-001-T2-J3 -0,0212 Ensayo con Acrylaway en el
98 AC04-SR-001-T3-J1 -0,0143 Mdédulo Santa Rosa de Chonta
99 AC04-SR-001-T3-J2 -0,0203

100 ACO04-SR-001-T4-J1 -0,0232

101 ACO04-SR-001-T4-J2 -0,0158

Los valores negativos calculados con el método enzimatico se consideraran como cero.
Asi mismo, desde las muestras 41 a la 46, tienen una codificacion distinta puesto que fueron
procesadas en el mddulo de Aprocafia pero son provenientes del médulo de Santa Rosa de
Chonta y Aprocafiia.

Para una mejor visualizacion e interpretacion de resultados, se ha elaborado un grafico
de caja de bigotes con los datos verificados, mostrado en la Figura 3, teniendo como datos
principales las cantidades de asparagina y sus lugares de procedencia. Con estos, se deja en
evidencia que, al comparar los promedios, se nota que de acuerdo a la procedencia el nivel de
asparagina cambia, siendo las muestras de Aprocafia las que tienen menor contenido, y
adicionalmente, se pone de manifiesto que el jugo de cana tratado con la enzima Acrylaway
presenta bajos o nulos niveles de asparagina, a excepcion de las muestras 94 y 95 que son los
jugos testigos, es decir antes de aplicar la enzima.
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Figura 3. Contenido de asparagina en el jugo seguiin el médulo de procedencia (g/L)

Ademas, los resultados de las muestras provenientes del médulo de Aprocafia, ubicado
en la regién Cajamarca, presentan valores mds bajos en comparacion con los médulos de Cruz
Misionera, El Yantuma y Santa Rosa de Chonta, los cuales estdn ubicados en la regién Piura.

Las medianas obtenidas en estos ensayos se muestran en la Tabla 8 mostrada a
continuacion.

Tabla 8. Medianas del contenido de asparagina segiin médulo de procedencia

Moédulo de produccién Asparagina (g/L)
Médulo de Aprocafia 0,1341
Médulo Cruz Misionera 0,3981
Médulo El Yantuma 0,4434
Médulo de Santa Rosa de Chonta 0,1930

Aunque el andlisis de acrilamida en el producto final (panela granulada) no forma parte
de esta tesis, se considerd importante incluir en la discusién de resultados, una correlacion
entre el contenido de acrilamida en panela y el contenido de asparagina en el jugo de cafia
del que se obtuvo. En el marco del Proyecto Panela (financiado por SeCompetitivo) y del
estudio colaborativo sobre acrilamida de UDEP, Norandino y Bioversity, algunas muestras de
panela fueron enviadas al laboratorio GBA Group — Food de Alemania. Con el permiso del las
instituciones antes mencionadas, se usardn los resultados de acrilamida para mostrar la



correlacién que existe con el contenido de asparagina en el jugo de cafia, mostrado en la la

Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de acrilamida en panela, y de asparagina en sus correspondientes jugos

analizados por método enzimatico

42

Asparagina Acrilamida

N° Mddulo del proceso Codigo Panela Codigo Jugo de caiia /L) (ppb)

1 Yantuma 0-10-YA-01-P2 0-10-YA-01-J2 0,2108 1432
2 Aprocafia 0-15-AP-003-A1-P2 0O-15-AP-003-A1-J2 0,0500 235
3 Santa Rosa de Chonta 0-03-SR-01-P2 0-03-SR-01-J2 0,1356 837
4  Cruz Misionera 0-01-CM-02-P2 0-01-CM-02-J2 0,5151 1697
5 Santa Rosa de Chonta 0-03-SR-02-P2 0-03-SR-02-J2 0,1262 764
6 Aprocafa 0-15-AP-001-A1-P2 0-15-AP-001-A1-J2 0,1341 726
7 Aprocafia 0-15-AP-004-P2 0-15-AP-004-J2 0,1024 601
8 Yantuma 0-10-YA-03-P2 0-10-YA-03-J2 0,5117 3300
9 Cruz Misionera 0-01-CM-01-P2 0-01-CM-01-J2 0,2732 359
10 Yantuma 0-10-YA-04-P2 0-10-YA-04-J2 0,4053 2574
11 Aprocafia 0-15-AP-002-P2 0-15-AP-002-J2 0,1430 1015
12 Cruz Misionera 0-01-CM-03-P2 0-01-CM-03-J2 0,4196 1479
13 Yantuma 0-10-YA-05-P2 0-10-YA-05-J2 0,4483 1675
15 Yantuma 0-10-YA-07-P2 0-10-YA-07-J2 0,1475 374
16 Santa Rosa de Chonta 0-03-SR-05-P2 0-03-SR-05-J2 0,1519 775
17 Santa Rosa de Chonta 0-03-SR-004-A1-P2  0-03-SR-004-A1-J2 0,2618 711
18 Santa Rosa de Chonta 0-03-SR-03-P2 0-03-SR-03-J2 0,0267 567
19 Santa Rosa de Chonta 0-03-SR-06-P2 0-03-SR-06-J2 0,3306 1343
20 Santa Rosa de Chonta 0-03-SR-07-P2 0-03-SR-07-J2 0,2281 850
21 Cruz Misionera 0-01-CM-04-P2 0-01-CM-04-J2 0,1420 362
22 Cruz Misionera 0-01-CM-05-P2 0-01-CM-05-J2 0,4765 1135
23 Cruz Misionera 0-01-CM-06-P2 0-01-CM-06-J2 0,4276 1796
24 Yantuma 0-10-YA-06-P2 0-10-YA-06-J2 0,4597 3070
25 Cruz Misionera 0-01-CM-07-P2 0-01-CM-07-J2 0,1494 2199
26 Santa Rosa de Chonta 0-03-SR-08-P2 0-03-SR-08-J2 0,1425 228
27 Santa Rosa de Chonta 0-03-SR-09-P2 0-03-SR-09-J2 0,3365 1819
28 Cruz Misionera 0-01-CM-09-P2 0-01-CM-09-J2 0,5067 2734
29 Yantuma 0-10-YA-08-P2 0-10-YA-08-J2 0,4617 2449
30 Yantuma 0-10-YA-09-P2 0-10-YA-09-J2 0,2544 861

Nota: Obtenido de (Estudio conjunto Cooperativa Agraria Norandino, Universidad de Piuray
Bioversity International, 2021)

Existe una correlacion entre el contenido de asparagina del jugo de caina de azlcary el
contenido de acrilamida en la panela granulada, con un coeficiente de correlacién de 0,76.
Ademas, tal como se muestra en Figura 4, se puede apreciar que en todos los modulos se
puede obtener panela con bajo contenido de acrilamida. Sin embargo, al no existir un maximo
permitido de acrilamida en la panela por el momento, la Cooperativa Agraria Norandino ha
fijado una meta de 800 ppb, por lo que de las 30 muestras, solo 11 cumplirian con lo esperado.
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Figura 4. Grafica de dispersidn entre las variables asparagina y acrilamida segin mdédulo de
procedencia

A partir de estos resultados, se podria sugerir enfocar los esfuerzos en reducir el
contenido de asparagina en el jugo de cafia por debajo de 0,2 g/L, mas que en buscar
modificaciones en el proceso de elaboracidn de panela, pues se observa que es la asparagina
la que determina la formacion de acrilamida. Ademas, se puede monitorear el contenido de
asparagina en jugo segun regiones, parcelas y temporadas, a un costo de analisis mucho
menor que el que demandaria hacer los analisis de acrilamida en el extranjero.

3.3. Cuantificacion de asparagina segun dias post cosecha

Se realizaron dos ensayos para conocer la influencia del tiempo post cosecha de cafia
(dias transcurridos desde que fue cortada) en el contenido de asparagina en el jugo. El primero
fue realizado en marzo del 2021 y el segundo en junio del 2021.

Para la realizacidn del primer ensayo, la Cooperativa Agraria Norandino brindé 40 varas
de caiia panelera provenientes del mismo productor, las cuales llegaron a sus instalaciones de
envasado (Planta Panela) el dia 8 de marzo del 2021 y fueron almacenadas en condiciones
ambientales bajo sombra.

Se cortaron las cafias por la mitad para tener un total de 80 pedazos, los cuales se
separaron en grupos aleatoriamente para evitar cualquier variacidn en el ensayo.

La recoleccion de muestras de jugo se realizé durante 5 dias consecutivos a partir de
la llegada de las cafias paneleras. Se extrajo un minimo de 1,5 L cada dia, pero se almacené
segun la distribucién de la Tabla 10.
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Tabla 10. Cantidades almacenadas de jugo
de caia para primer ensayo post cosecha

Dia post cosecha  Cantidad almacenada (L)

1 0,5
2 0,5
3 3,0
4 0,5
5 3,0

El resultado de los analisis se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Resultados de primer
analisis segun el tiempo post cosecha

Asparagina (g/L)

N° Muestra

Réplica 1 Réplica 2
1 Dial 0,3657 0,3662
2 Dia2 0,6809 0,6626
3 Dia3 0,6626 0,6755
4 Diad 0,6141 0,6121
5 Dia5 0,2732 0,2484

En los resultados se evidencié una tendencia creciente en el contenido de asparagina
presente en el jugo de la cafia desde el dia 1 de post cosecha hasta el dia 2, manteniéndose
hasta el dia 4 y teniendo una disminucién en el dia 5, que estuvo posiblemente afectado por
el factor de “maduracién” de la cafia, ya que se extrajo jugo de una combinacién de cafias
verdes y maduras. Para la representacién de los datos mostrados en la Figura 5, se utilizo el
promedio simple de los resultados obtenidos para cada dia.

0,8
0,7
— 0,6
0,5
0,4
0,3

Asparagina (g/L

0,2
0,1

0
0 1 2 3 4 5 6

Dias post-cosecha

Figura 5. Contenido de asparagina segun los dias post- cosecha en el
primer ensayo
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Para la realizacién del segundo ensayo, la Cooperativa Agraria Norandino brindé 10
varas de cafia panelera provenientes del mismo productor, las cuales llegaron a sus
instalaciones de envasado el dia 14 de junio del 2021 y fueron almacenadas en las mismas
condiciones del primer ensayo.

La recoleccidon de muestras se realizd durante 4 dias consecutivos a partir de la llegada
de las canas paneleras. A diferencia del primer ensayo, se extrajo solo el volumen requerido
para cada uno de los ensayos segun la distribucion de la Tabla 12.

Tabla 12. Cantidades almacenadas de jugo de
cana para el segundo ensayo post cosecha

Dia post cosecha  Cantidad almacenada (L)

1 0,5
2 0,5
3 2,0
4 2,0

Los resultados de los analisis se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Resultados de segundo andlisis
segln el tiempo post cosecha

Asparagina (g/L)

N° Muestra

Réplica 1 Réplica 2
1 Dial 0,1767 0,1722
2 Dia2 0,0995 0,0920
3 Dia3 0,4993 0,5033
4 Diad 0,3177 0,2771

En los resultados se evidencié una tendencia creciente de asparagina presente en el
jugo de cana desde el dia 1 de post-cosecha hasta el dia 3, teniendo una leve disminucién en
el dia 2 y una mas notoria en el dia 4. Sin embargo, los resultados de los primeros dos dias
pueden estar influenciados por la poca cantidad de jugo extraido de la cafa, ya que se extrajo
solo 0,5 L, por lo que el jugo no provenia de una mezcla de cafias, sino de un par de estas. Para
la representacién de los datos mostrados en la Figura 6, se utilizé el promedio simple de los
resultados obtenidos para cada dia.
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Figura 6. Contenido de asparagina segun los dias post- cosecha en el
segundo ensayo

Los ensayos mostrados en la Figura 5 y en la Figura 6 no son comparables, pues
muestran tendencias distintas debido a que se tuvieron factores dificiles de controlar como la
cantidad de cafia disponible y el grado de maduracién de estas, por lo que las condiciones no
fueron iguales.

3.4. Aplicacidon de enzima Acrylaway en jugo de cana panelera en laboratorio

Con el fin de obtener a nivel de laboratorio, las mejores condiciones de aplicacidn, se
hicieron tratamientos tomando en cuenta distintas variables, acordes al proceso de
produccién de panela granulada en los médulos, del cual se tiene evidencia en el Apéndice A.

3.4.1. Aplicacion de la enzima Acrylaway segun la dosis recomendada

Se realizé un primer tratamiento en marzo del 2021, donde se tuvieron como variables
la temperatura de aplicacién de la enzima Acrylaway 3500 BG granulada, el tiempo de
actuacién de la enzima y el pH del jugo de cafia panelera. Para lo cual, del mismo jugo de 3
dias post cosecha, fueron separadas 12 muestras de 100 mL para la adicion de la enzima bajo
diferentes condiciones.

Debido a que el pH del jugo de cafa panelera es de 5,5 aproximadamente, durante la
etapa de clarificacion se eleva a 6 con la adicidn de bicarbonato de sodio. En el laboratorio, en
cada muestra se verificé el pH inicial y final (antes y después de la adicidon de bicarbonato),
utilizando un pH-metro.

Para los tratamientos, se optd por tomar dos variaciones en el pH, de 6 y 7, para lo cual
se hizo una adiciéon de 0,08 g/100 mL y 0,24 g/mL aproximada y respectivamente. Estas
cantidades corresponden a las concentraciones que se utilizan durante en proceso de panela
en maédulos.
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La cantidad de enzima Acrylaway adicionada a la muestra de jugo, después de la
regulacion de pH, es de 0,01 g/100 mL aproximadamente, que es la concentracion
recomendada por el fabricante Novozymes.

Las temperaturas de actuacion de la enzima fueron de 30 °C, 60 °Cy 80 °C, esto debido
a que la temperatura recomendada por el fabricante de la enzima es de 60 °C teniendo en
cuenta que es una enzima disefiada para procesos de panificacién.

El resumen de los pardmetros controlados se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Parametros controlados en el primer ensayo de aplicacién de enzima Acrylaway
segln la dosis recomendada por el fabricante

Dia post , .. Temperatura Bicarbonato de Acrylawa .. .

cos:cha Réplica r(,°C) Sodio (g/100 mL) (g/1y00 mI3 PH Inicial - pH Final
3 1 30 0,08499 0,01052 5,22 6,02
3 2 30 0,08563 0,01286 5,67 6,16
3 1 30 0,25181 0,01088 5,18 6,90
3 2 30 0,24386 0,01357 5,35 6,81
3 1 60 0,08479 0,01060 5,29 6,31
3 2 60 0,08465 0,01067 5,39 6,20
3 1 60 0,25221 0,01468 5,17 6,81
3 2 60 0,25342 0,01137 5,29 6,81
3 1 80 0,08557 0,01108 5,63 6,28
3 2 80 0,08525 0,01268 5,73 6,10
3 1 80 0,25437 0,01001 5,11 6,72
3 2 80 0,25620 0,01054 5,42 6,78

Para conseguir jugo a diferentes temperaturas, se colocd la muestra en un horno de
microondas por breve tiempo, y la temperatura fue verificada por termémetro digital. Para
mantener la temperatura durante todo el tiempo de actuacién de la enzima y mantener una
agitacion constante de la muestra y enzima, se utilizé un agitador magnético con regulacion

térmica.

Se tomaron muestras de 5 mL de jugo para el andlisis, a diferentes tiempos de
actuacién de la enzima: 0, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos. Dando un total de 72 muestras a

analizar.

Para inactivar la enzima en cada muestra tomada, se sumergid el recipiente con la
muestra recolectada en agua hirviendo durante 5 minutos, y se dejé enfriar en agua fria por
otros 5 minutos. Finalmente, las muestras de jugo fueron filtradas y almacenadas en el
congelador hasta el analisis de contenido de asparagina por el método enzimatico.

Es importante mencionar que todos los tratamientos del ensayo fueron realizados por
duplicado, al igual que los analisis de asparagina para cada una de las muestras obtenidas, y
los resultados se presentan en la Tabla 15.
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Tabla 15. Resultados obtenidos en el primer ensayo de

aplicacién
recomendada por el fabricante

de enzima

Acrylaway

segun

la

cantidad

Asparagina (g/L)

N° pH Muestra — —
Réplical Réplica2
1 6 Dia3-30°C—0min 0,2479 0,3553
2 6 Dia3-30°C—10min 0,0153 0,2029
3 6 Dia3-30°C—15min 0,0000 0,1059
4 6 Dia3-30°C-20min 0,0000 0,0000
5 6 Dia3-30°C—-25min 0,0000 0,0000
6 6 Dia3-30°C—-30min 0,0000 0,0000
7 7 Dia3-30°C—-0min 0,4820 0,5260
8 7 Dia3-30°C-10min 0,2529 0,2727
9 7 Dia3-30°C—15min 0,0940 0,2544
10 7 Dia3-30°C—-20min 0,1148 0,1242
11 7 Dia3-30°C—-25min 0,0000 0,0322
12 7 Dia 3-30°C—-30min 0,0000 0,0000
13 6 Dia3-60°C—-0min 0,5993 0,5923
14 6 Dia3-60°C-10min 0,5552 0,4558
15 6 Dia3-60°C—15min 0,5839 0,4696
16 6 Dia 3-60°C—20 min 0,5913 0,4820
17 6 Dia3-60°C-25min 0,5829 0,4661
18 6 Dia 3-60°C—30 min 0,5750 0,4003
19 7 Dia3-60°C—-0min 0,4696 0,5938
20 7 Dia3-60°C—10 min 0,4063 0,5859
21 7 Dia3-60°C—15min 0,4419 0,6012
22 7 Dia3-60°C—-20 min 0,4483 0,5889
23 7 Dia3-60°C—25min 0,4241 0,5894
24 7 Dia3-60°C—-30 min 0,4523 0,5854
25 6 Dia3-80°C—-0min 0,3301 0,4765
26 6 Dia3-80°C—10 min 0,6779 0,5592
27 6 Dia3-80°C—-15min 0,6997 0,6354
28 6 Dia3-80°C—20 min 0,6339 0,6591
29 6 Dia3-80°C—-25min 0,6923 0,6591
30 6 Dia3-80°C—-30min 0,5849 0,6245
31 7 Dia3-80°C—0min 0,5161 0,7705
32 7 Dia3-80°C—10min 0,4449 0,7245
33 7 Dia3-80°C—15min 0,4587 0,7923
34 7 Dia3-80°C—20min 0,4310 0,7918
35 7 Dia3-80°C—25min 0,4736 0,7596
36 7 Dia3-80°C—-30min 0,5018 0,5681

Los resultados evidenciaron que la enzima se inactiva antes de que el jugo llegue a los
60 °C, por lo que no hubo reduccién en el contenido de asparagina en el ensayo realizado a
60 °C, mostrado en la Figura 7, ni en el ensayo realizado a 80 °C, mostrado en la Figura 8. Cabe
mencionar que se ha utilizado el promedio simple entre las réplicas para cada uno de los

analisis.
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Figura 7. Resultados de tratamiento con enzima Acrylaway a 60 °C
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Figura 8. Resultados de tratamiento con enzima Acrylaway a 80 °C

Mientras que en los tratamientos realizados a 30 °C si se observé una reduccion en la
cantidad de asparagina presente en el jugo de cafia, como se muestra en la Figura 9 . Esta
reduccion es significativa a partir de los 20 minutos de aplicacién de la enzima en el jugo de
cafa.



50

Acrylaway a 30 °C
—@—pH6 pH 7
0,6
0,5
= 04
X
o 0,3
c
)
© 0,2
©
[oX
£ 01
0 v
01 0 5 10 15 20 25 30 35
' Tiempo (min)

Figura 9. Resultados de tratamiento con enzima Acrylaway a 30 °C

Por tal motivo, se continuaron con los ensayos de tratamiento con la enzima Acrylaway
3500 BG en el jugo de caia, pero considerando temperaturas inferiores a los 60 °C. Por otro
lado, el distinto valor de pH del jugo no evidencid una diferencia significativa en los resultados,
por lo que no se tomdé como variable para los siguientes ensayos de tratamiento con
Acrylaway, ademds de hacerse notoria la gran cantidad requerida de bicarbonato de sodio
para elevar el pH sobre 6.

Tomando el pH 7 como referente, al hacer la comparacidon entre las tres temperaturas
tomadas para los ensayos de tratamiento con la enzima Acrylaway 3500 BG, se aprecia que,
en términos de porcentaje, la temperatura de 30 °C es la que obtuvo resultados de reduccidn
del contenido de asparagina en un 100 %, tal como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Resultado comparativo del tratamiento con Acrylaway en
jugo de cafia de pH 7 en términos de porcentaje
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Para el segundo tratamiento realizado en junio del 2021, se tuvieron como variables la
temperatura de aplicacién y el tiempo de actuacién de la enzima Acrylaway 3500 BG
granulada. Se utilizé jugo de cafa de 3 dias post cosecha, y fueron separadas 6 muestras de
100 mL para la adiciéon de enzima, con lo que se obtuvieron 36 muestras para analisis del
contenido de asparagina.

Las temperaturas de aplicacion elegidas para este ensayo fueron de 20 °C, 30 °Cy 40 °C,
ya que se evidencié en el primer ensayo que a partir de 60 °C la enzima queda inactiva y no
hay reduccién en el contenido de asparagina, y el pH se mantuvo préoximo a 6.

La cantidad de enzima y bicarbonato de sodio adicionados son iguales a los del primer
ensayo, y de la misma manera se realizaron los tratamientos por duplicado para reducir
incertidumbre en los resultados. El resumen de los parametros controlados en este ensayo se
muestra en la Tabla 16.

Tabla 16. Pardmetros controlados en el segundo ensayo de aplicacidon de enzima Acrylaway
segun la cantidad recomendada por el fabricante

Dia post , .. Temperatura Bicarbonato de Acrylawa .. .

cos:cha Réplica F(,°C) Sodio (g/100 mL) (g/:lyOO mIY) PH Inicial - pH Final
3 1 20 0,08898 0,01296 5,62 6,32
3 2 20 0,08682 0,01620 5,68 6,26
3 1 30 0,08670 0,01621 5,49 6,21
3 2 30 0,08600 0,01449 5,66 6,21
3 1 40 0,08521 0,01205 5,61 6,25
3 2 40 0,08820 0,01152 5,70 6,28

El procedimiento seguido es igual al descrito anteriormente, con diferencia en las
temperaturas de aplicacion, obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Resultados obtenidos en el segundo ensayo de
aplicacion de enzima Acrylaway segun la cantidad
recomendada por el fabricante

Asparagina (g/L)

N° Muestra — ———
Réplica 1 Réplica 2

1 Dia3-30°C—-0min 0,4993 0,5033
2 Dia3-30°C-10 min 0,1682 0,0742
3 Dia3-30°C—-15min 0,2469 0,0134
4 Dia 3-30°C—-20 min 0,1450 0,0069
5 Dia3-30°C—-25min 0,0584 0,0049
6 Dia3-30°C—-30min 0,0035 0,0045
7 Dia3-40°C—-0min 0,4889 0,4513
8 Dia3-40°C—-10 min 0,1890 0,2024
9 Dia 3-40°C-15 min 0,0648 0,0727

10 Dia 3-40°C-20 min 0,0000 0,0144

11 Dia 3-40°C—-25min -0,0045 0,0035
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Asparagina (g/L)

N° Muestra — T
Réplica 1 Réplica 2

12 Dia3-40°C—-30min -0,0005 -0,0104
13 Dia3-20°C—-0min 0,4859 0,5275
14 Dia3-20°C—-10min 0,2741 0,3380
15 Dia3-20°C—-15min 0,0821 0,1381
16 Dia3-20°C—-20min 0,0792 0,0752
17 Dia3-20°C—-25min 0,0663 0,0277
18 Dia 3-20°C—-30min 0,0500 0,0064

Los resultados mostrados en la Figura 11, evidenciaron que a las tres temperaturas se
consigue una reduccidn significativa de la cantidad de asparagina presente, a partir de los 15
minutos de actuacion.
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Figura 11. Resultados de tratamiento con enzima Acrylaway a 20 °C, 30 °C
y40°C

De las temperaturas utilizadas para el ensayo no se evidencia una diferencia
significativa entre sus resultados, por lo que a cualquier temperatura dentro de este rango
serd efectivo el tratamiento del jugo de caiia con la enzima Acrylaway 3500 BG granulada.

En el tercer ensayo se utilizé la enzima Acrylaway L High T a una temperatura de 80 °C
y manteniendo el pH de 6 aproximadamente. Siguiendo un procedimiento similar a los
anteriores, se afiadid 10 puL/100 mL de cafia de azucar en el proceso de concentracion,
recolectando muestras a los tiempos de actuacion de la enzima: 0, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos,
los cuales fueron analizados por duplicado, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla
18.
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Tabla 18. Resultados obtenidos en el tercer ensayo de
aplicacion de enzima Acrylaway segun la dosis
recomendada por el fabricante

Asparagina (g/L)
Réplica 1 Réplica 2

N° Codigo de muestra

1 80 °C/10 pL/0 min 0,2113 0,2138
2 80 °C/10 uL/10 min 0,1005 0,1014
3 80 °C/10 pL/15 min 0,0564 0,0564
4 80 °C/10 pL/20 min 0,0440 0,0297
5 80 °C/10 pL/25 min 0,0327 0,0242
6 80 °C/10 uL/30 min 0,0129 0,0084

Los resultados mostrados en la Figura 12 evidencian que, a diferencia de la enzima
Acrylaway 3500 BG granulada, la enzima Acrylaway L High T si es efectiva a temperaturas
mayores a 60 °C, sin embargo se debe tener en cuenta que el contenido inicial de asparagina
en el jugo de cafia empleado para este ensayo es casi la mitad del contenido en los
tratamientos anteriores, por lo que haria falta comprobar con un nuevo ensayo en las mismas
condiciones sobre una muestra con una concentracidn de asparagina de aproximadamente
0,50 g/L.
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Figura 12. Resultados de tratamiento con enzima Acrylaway L High T a 80 °C

3.4.2. Aplicacion de la enzima Acrylaway con variacion en la dosis recomendada

Las muestras fueron obtenidas a partir de jugo extraido al tercer dia de post cosecha,
para tener condiciones similares a los ensayos realizados previamente. Cada tratamiento se
aplicé a 100 mL de jugo de cafia panelera, llegando a un total de 4 tratamientos.
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En el primer ensayo realizado, todos los tratamientos fueron a una temperatura de 30
°C del jugo de cafia panelera y con un pH de 6, el cual fue regulado con 0,08 g/100 mL de
bicarbonato de sodio aproximadamente.

Las variaciones en la dosis de enzima fueron: la mitad de la dosis recomendada, es
decir 0,005 g/100 mL de Acrylaway aproximadamente y un tercio de la dosis recomendada, es
decir 0,003 g/100 mL de Acrylaway.

El resumen de los pardmetros controlados en este ensayo se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19. Pardmetros controlados en el ensayo de aplicacion de enzima Acrylaway con
variacion en la dosis recomendada por el fabricante

Dia post - Temperatura  Bicarbonato de Acrylawa .. .

cos:cha Réplica r(,°C) Sodio (g/100 mL) (gllz)o mIY) PH Inicial ~ pH Final
3 1 30 0,08171 0,00530 5,71 6,06
3 2 30 0,08211 0,00507 5,51 6,14
3 1 30 0,08200 0,00354 5,65 6,16
3 2 30 0,08079 0,00347 5,56 6,22

Se hizo una réplica para cada tratamiento, recolectdndose muestras de jugo de 5 mL
para el posterior andlisis a los tiempos de actuacién de 0, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos para
asegurar la actividad de la enzima.

Al realizar los andlisis de asparagina, se obtuvieron los resultados mostrados en la
Tabla 20.

Tabla 20. Resultados obtenidos en el ensayo de aplicacién de
enzima Acrylaway con variacién en la dosis recomendada por
el fabricante

Asparagina (g/L)

N° Caddigo de muestra — ——
Réplica 1 Réplica 2

1 1/2-30°C-0min 0,2464 0,2103
2 1/2-30°C-10min 0,0985 0,1005
3 1/2-30°C-15min 0,0559 0,0747
4 1/2-30°C-20 min 0,0346 0,0500
5 1/2-30°C-25min 0,0158 0,0302
6 1/2-30°C-30min 0,0124 0,0178
7 1/3-30°C-0min 0,2118 0,2167
8 1/3-30°C-10 min 0,1148 0,1193
9 1/3-30°C-15min 0,0866 0,1049
10 1/3-30°C-20 min 0,0619 0,0807
11 1/3-30°C-25min 0,0356 0,0549

=
N

1/3-30°C- 30 min 0,0188 0,0396
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Al realizar una disminucién en la dosis de enzima recomendada por el fabricante,
también se obtuvo una reduccién en la cantidad de asparagina presente en el jugo de cana de
azucar, lo que significa una posibilidad de disminuir costos de enzima para la reduccién de
asparagina. Sin embargo, la cantidad inicial de asparagina presente en el jugo usado para este
ensayo fue de aproximadamente 0,22 g/L, que es casi la mitad del contenido inicial en el jugo
usado en ensayos anteriores, por lo que habria que realizar futuros ensayos con otro jugo, por
este motivo, los graficos de la Figura 11 y la Figura 13 no se pueden superponer y comparar
directamente en la temperatura de 30 °C.

—@— Mitad de la dosis recomendada Tercera parte de la dosis recomendada
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Figura 13. Resultados de tratamiento con enzima Acrylaway con variacion
en la dosis recomendada

3.5. Aplicacion de enzima Acrylaway en jugo de cana panelera en mdédulos productivos

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos en el laboratorio, se hicieron
tratamientos del jugo de cafa con Acrylaway en algunos mdédulos de produccién de panela
granulada de la sierra de Piura, siguiendo el procedimiento establecido por los técnicos de
Norandino en cada caso, con las condiciones sugeridas a partir de los resultados de
laboratorio.

3.5.1. Aplicacion de la enzima Acrylaway segtn la dosis recomendada

Se realizaron 3 ensayos de aplicacion de la enzima Acrylaway 3500 BG granulada a
escala de mddulo productivo con el fin de comprobar los resultados obtenidos a escala de
laboratorio. Estos ensayos fueron realizados por personal de la Cooperativa Agraria
Norandino y del Proyecto Panela de la UDEP, y las muestras de jugo se analizaron
posteriormente. Los cddigos fueron asignados por Norandino.

En todos los ensayos se recolectaron muestras de jugo para su posterior andlisis, tanto
del jugo sin regulador de pH como después de haberse afiadido el regulador de pH
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(bicarbonato de sodio) y a los tiempos de actuacion de la enzima de 10, 20, 30 y 45 minutos.
Ademas, se inactivd la enzima sumergiendo el envase conteniendo la muestra en agua
hirviendo justo después de recolectarla. Las muestras fueron congeladas para ser enviadas a
Piura y se mantuvieron asi hasta su andlisis.

En el primer ensayo realizado en el médulo Cuiala del 23 al 26 de junio del 2021, la
enzima fue anadida a la temperatura ambiente del mddulo, que oscilaba entre 20 °Cy 25 °C
aproximadamente durante los 4 dias, donde se procesaron 8 lotes de jugo de cafia panelera
con enzima Acrylaway en polvo. De este primer ensayo, se obtuvieron 56 muestras para
analisis de asparagina y 12 muestras de panela granulada.

Los resultados de los andlisis de asparagina se muestran en la Tabla 21. La descripcién
“0 min” significa que es el jugo con pH regulado, justo antes de la aplicacion del Acrylaway. Ya
que estos ensayos de Acrylaway en modulo productivo eran muy importantes para las
decisiones operativas de Norandino, se opté por realizar réplicas en todas las muestras

analizadas.

Tabla 21. Resultados obtenidos en la aplicacidn de la enzima Acrylaway en el médulo Cuiiala con

la dosis recomendada por el fabricante

Asparagina (g/L)

N° Diad t Cadigo de muestra Descripcién
ia de muestreo ddigo de m p Réplica 1 Réplica 2
1 Dia 01 - Testieos CU-2306-TS-01 Testigo sin regulador 0,3850 0,3949
2 & CU-2306-TC-02 Testigo con regulador 0,4172 0,4394
3 CU-2306-SA1-J0 Sin enzima con regulador 0,3860 0,3939
4 CU-2306-CA1-J10 Acrylaway 10 min 0,1405 0,1717
5 , CU-2306-CA1-J20 Acrylaway 20 min 0,0653 0,0648
Dia 01 -Ensayo 1l .
6 CU-2306-CA1-J30 Acrylaway 30 min 0,0109 0,0119
7 CU-2306-CA1-J45a  Acrylaway 45 min "a" 0,0119 0,0054
8 CU-2306-CA1-J45b  Acrylaway 45 min "b" -0,0356 0,0000
9 CU-2306-SA2-J0 Sin enzima con regulador 0,4365 0,4335
10 CU-2306-CA2-J10 Acrylaway 10 min 0,2049 0,1984
11 , CU-2306-CA2-J20 Acrylaway 20 min 0,1039 0,1044
Dia 01 - Ensayo 2 .
12 CU-2306-CA2-J30 Acrylaway 30 min 0,0104 0,0109
13 CU-2306-CA2-J45a  Acrylaway 45 min "a" 0,0163 0,0144
14 CU-2306-CA2-J45b  Acrylaway 45 min "b" 0,0124 0,0099
15 Dia 02 - Testigos CU-2406-TS-01 Testigo sin regulador 0,4083 0,4097
16 & CU-2406-TC-02 Testigo con regulador 0,3697 0,3825
17 CU-2406-SA1-J0 Sin enzima con regulador 0,3603 0,3508
18 CU-2406-CA1-J10 Acrylaway 10 min 0,2479 0,2415
19 , CU-2406-CA1-J20 Acrylaway 20 min 0,0614 0,1272
Dia 02 - Ensayo 1 .
20 CU-2406-CA1-J30 Acrylaway 30 min 0,0450 0,0440
21 CU-2406-CA1-J45a  Acrylaway 45 min "a" 0,0193 -0,0059
22 CU-2406-CA1-J45b  Acrylaway 45 min "b" 0,0252 -0,0099
23 , CU-2406-SA2-J0 Sin enzima con regulador 0,2489 0,2054
Dia 02 - Ensayo 2 .
24 CU-2406-CA2-J10 Acrylaway 10 min 0,1890 0,1856
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Asparagina (g/L)

N° Diade muestreo Cddigo de muestra Descripcion
! “ '8 “ P Réplica 1 Réplica 2
25 CU-2406-CA2-J20 Acrylaway 20 min 0,0534 0,0554
26 CU-2406-CA2-J30 Acrylaway 30 min 0,0262 0,0242
27 CU-2406-CA2-J45a  Acrylaway 45 min "a" 0,0035 -0,0119
28 CU-2406-CA2-J45b  Acrylaway 45 min "b" -0,0144 0,0139
29 ) . CU-2506-TS-01 Testigo sin regulador 0,5379 0,5206
Dia 03 - Testigos .
30 CU-2506-TC-02 Testigo con regulador 0,2855 0,2816
31 CU-2506-SA1-J0 Sin enzima con regulador 0,5067 0,4597
32 CU-2506-CA1-J10 Acrylaway 10 min 0,3588 0,3355
33 CU-2506-CA1-J20 Acrylaway 20 min 0,0297 0,0346
Dia03 -Ensayo 1 .
34 CU-2506-CA1-J30 Acrylaway 30 min 0,0109 0,0129
35 CU-2506-CA1-J45a  Acrylaway 45 min "a" 0,0015 0,0084
36 CU-2506-CA1-J45b  Acrylaway 45 min "b" 0,0000 0,0084
37 CU-2506-SA2-J0 Sin enzima con regulador 0,4686 0,4683
38 CU-2506-CA2-J10 Acrylaway 10 min 0,2652 0,2845
39 CU-2506-CA2-J20 Acrylaway 20 min 0,1395 0,1321
Dia 03 - Ensayo 2 .
40 CU-2506-CA2-J30 Acrylaway 30 min 0,0703 0,0322
41 CU-2506-CA2-J45a  Acrylaway 45 min "a" 0,0135 0,0104
42 CU-2506-CA2-J45b  Acrylaway 45 min "b" 0,0812 0,0025
43 Dia 04 - Testigos CU-2606-TS-01 Testigo sin regulador 0,2247 0,2192
44 & CU-2606-TC-02 Testigo con regulador 0,4953 0,4394
45 CU-2606-SA1- JO Sin enzima con regulador 0,4592 0,4533
46 CU-2606-CA1-J10 Acrylaway 10 min 0,2311 0,2291
47 CU-2606-CA1-J20 Acrylaway 20 min 0,1059 0,0995
Dia 04 - Ensayo 1 .
48 CU-2606-CA1-J30 Acrylaway 30 min 0,0139 0,0183
49 CU-2606-CA1-J45a  Acrylaway 45 min "a" -0,0124 0,0079
50 CU-2606-CA1-J45b  Acrylaway 45 min "b" 0,0020 0,0084
51 CU-2606-SA2-J0 Sin enzima con regulador 0,4780 0,4553
52 CU-2606-CA2-J10 Acrylaway 10 min 0,3132 0,2875
53 _, CU-2606-CA2-J20 Acrylaway 20 min 0,2182 0,2073
Dia 04 - Ensayo 2 .
54 CU-2606-CA2-J30 Acrylaway 30 min 0,0777 0,0886
55 CU-2606-CA2-J45a  Acrylaway 45 min "a" -0,0059 0,0134
56 CU-2606-CA2-J45b  Acrylaway 45 min "b" 0,0119 -0,0089

Después de realizar el primer tratamiento en el mddulo Cufiala, los resultados

evidenciaron una disminucidn significativa en el contenido de asparagina presente en el jugo

de cana a partir de los 20 minutos de actuacién de la enzima, como se muestra en la Figura

14. Al afiadir el regulador de pH (bicarbonato de sodio) se presenta un aumento o disminucién

en el contenido de asparagina, a este comportamiento no se le ha podido encontrar una

explicacion por el momento. Los resultados mostrados son los promedios de los obtenidos en

los analisis de muestras por duplicado.
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Figura 14. Resultados de aplicacién de la enzima Acrylaway en el médulo Cufiala

En el segundo ensayo con Acrylaway realizado en el médulo Taylin del 13 al 15 de julio
del 2021, la enzima fue afiadida a la temperatura ambiente del médulo, que oscilaba entre
20 °Cy 25 °C aproximadamente, donde se procesaron 8 lotes de jugo de cana panelera con
enzima Acrylaway en polvo. De este segundo ensayo se obtuvieron 24 muestras para analisis
de asparagina y 8 muestras de panela granulada.

Los resultados de los anadlisis de asparagina se muestran la Tabla 22. La descripcién
“0 min” significa que es el jugo con pH regulado, justo antes de la aplicacién del Acrylaway.
Ya que estos ensayos de Acrylaway en mdédulo productivo eran muy importantes para las
decisiones operativas de Norandino, en el mddulo se colectaron muestras por triplicado en
cada uno de los dias, y ademas de eso, se opté por realizar réplicas en todos los analisis de

muestras.

Tabla 22. Resultados obtenidos en la aplicacién de la enzima Acrylaway en el médulo Taylin
con la cantidad recomendada por el fabricante

Asparagina (g/L)

N°  Dia de muestreo Codigo de muestra Descripcion — o
Réplical Réplica2

1 , . TA-1307-TS-01 Testigo sin regulador 0,4078 0,4340
Dia 01 - Testigos .

2 TA-1307-TC-02 Testigo con regulador 0,4864 0,4894

3 , TA-1307-SA1-J0 Sin enzima con regulador 00,4572 0,4563
Dia 01 - Ensayo 1 .

4 TA-1307-CA1-J20 Acrylaway 20 min 0,0930 0,1019
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Asparagina (g/L)

N°  Dia de muestreo Cédigo de muestra Descripcién Réplical Réplica 2
5 TA-1307-CA1-J30 Acrylaway 30 min 0,0421 0,0455
6 TA-1307-CA1-J45 Acrylaway 45 min 0,0198 0,0163
7 TA-1307-SA2-J0 Sin enzima con regulador  0,4617 0,4587
8 , TA-1307-CA2- 120 Acrylaway 20 min 0,0861 0,0871

Dia 01 - Ensayo 2 .

9 TA-1307-CA2-J30 Acrylaway 30 min 0,0089 0,0069
10 TA-1307-CA2-J45 Acrylaway 45 min 0,0064 0,0025
11 TA-1307-SA2-J0 Sin enzima con regulador  0,4327 0,4924
12 , TA-1307-CA2- )20 Acrylaway 20 min 0,0198 0,0124

Dia 01 - Ensayo 3 )

13 TA-1307-CA2-J30 Acrylaway 30 min 0,0114 0,0109

14 TA-1307-CA2-J45 Acrylaway 45 min 0,0119 0,0109

15 i . TA-1507-TS-01 Testigo sin regulador 0,4577 0,4622

Dia 02 - Testigos ,

16 TA-1507-TC-02 Testigo con regulador 0,4553 0,4449

17 TA-1507-SA1-J0 Sin enzima con regulador 00,5630 0,5605

18 , TA-1507-CA1-1J20 Acrylaway 20 min 0,0643 0,0633

Dia 02 - Ensayo 1 )

19 TA-1507-CA1-J30 Acrylaway 30 min 0,0064 0,0054

20 TA-1507-CA1-J45 Acrylaway 45 min 0,0035 0,0035

21 TA-1507-SA2- J0 Sin enzima con regulador  0,5406 0,5422

22 , TA-1507-CA2- 120 Acrylaway 20 min 0,0129 0,0124

Dia 02 - Ensayo 2 )

23 TA-1507-CA2-J30 Acrylaway 30 min -0,0124 -0,0094

24 TA-1507-CA2-J45 Acrylaway 45 min -0,0124 -0,0035

25 TA-1507-SA2- J0 Sin enzima con regulador 00,3820 0,3988

26 , TA-1507-CA2- 120 Acrylaway 20 min 0,0718 0,0604

Dia 02 - Ensayo 3 )
27 TA-1507-CA2-J30 Acrylaway 30 min 0,0114 0,0124
28 TA-1507-CA2-J45 Acrylaway 45 min 0,0059 0,0109

Los cuales también son mostrados en la Figura 15, donde se aprecia la disminucién
significativa en el contenido de asparagina en el jugo de cafia a partir de los 20 minutos de
actuacion. Al anadir el regulador de pH (bicarbonato de sodio) se presenta un aumento o
disminucion en el contenido de asparagina, a este comportamiento no se le ha podido
encontrar una explicacién por el momento. Los resultados mostrados son el promedio de lo
obtenido en los analisis de muestras.

—@—Dia 01-Ensayo 1 Dia 01 - Ensayo 2 —@—Dia 02 - Ensayo 1 Dia 02 - Ensayo 2
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Figura 15 Resultados de aplicacién de la enzima Acrylaway en el mddulo Taylin
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En el tercer ensayo con Acrylaway realizado en el médulo La Pefia del 13 al 15 de julio
del 2021, la enzima fue anadida a la temperatura ambiente del mddulo, que oscilaba entre
20 °Cy 25 °C aproximadamente, donde se procesaron 4 lotes de jugo de cafa panelera con
enzima Acrylaway, de las cuales se obtuvieron 18 muestras para analisis de asparagina y 4
muestras de panela.

Los resultados de los analisis de asparagina se muestran la Tabla 23 mostrada a
continuacion. Ya que estos ensayos de Acrylaway en moédulo productivo eran muy
importantes para las decisiones operativas de Norandino, en el mddulo se colectaron
muestras por triplicado en cada uno de los dias, y ademas de eso, se opté por realizar réplicas
en todos los analisis de muestras.

Tabla 23. Resultados obtenidos en la aplicacion de la enzima Acrylaway en el médulo La Peiia
con la cantidad recomendada por el fabricante

Asparagina (g/L)

N° Diade muestreo Cddigo de muestra Descripcién
: g P Réplica 1 Réplica 2
1 . PL-1607-TS-01 Testigo sin regulador 0,0035 0,0168
Dia 01 - Testigos .

2 PL-1607-TC-02 Testigo con regulador 0,0539 0,0539

3 PL-1607-SA1-J0O Acrylaway 10 min 0,0144 0,0178

4 PL-1607-CA1-J20 Acrylaway 20 min 0,0109 0,0139

Dia0l1l-Ensayo 1 .

5 PL-1607-CA1-J30 Acrylaway 30 min 0,0119 0,0144

6 PL-1607-CA1-J45 Acrylaway 45 min 0,0129 0,0099

7 PL-1607-SA2-J0 Acrylaway 10 min 0,0134 0,0158

8 PL-1607-CA2-J20 Acrylaway 20 min 0,0109 0,0134

Dia 01 - Ensayo 2 .

9 PL-1607-CA2-J30 Acrylaway 30 min 0,0124 0,0084
10 PL-1607-CA2-J45 Acrylaway 45 min 0,0079 0,0084
11 PL-1607-SA2-J0 Acrylaway 10 min 0,0109 0,0129
12 PL-1607-CA2-J20 Acrylaway 20 min 0,0109 0,0124

Dia 01 - Ensayo 3 )
13 PL-1607-CA2-J30 Acrylaway 30 min 0,0069 0,0114
14 PL-1607-CA2-J45 Acrylaway 45 min 0,0129 0,0119

Los resultados mostrados en la Figura 16, permiten apreciar la disminucién del
contenido de asparagina en la cafla de azlcar desde los 10 minutos. Sin embargo, es
imprescindible mencionar que la cantidad inicial de asparagina en este jugo de cafia es
relativamente baja, en corto tiempo es degradada por la enzima. Al afiadir el regulador de pH
(bicarbonato de sodio) se presenta un aumento en el contenido de asparagina, a este
comportamiento no se le ha podido encontrar una explicaciéon por el momento.



61

Asparagina (g/L)

——Dial

0,06

0,05

0,04

0,03

0,02

0,01

0,00

Sin regulador

Con
regulador

Dia 1 réplica 1

10 min 20 min

Dia 1 réplica 2

30 min

45 min

Figura 16. Resultados de aplicacion de la enzima Acrylaway en el médulo

La Pefa

Con lo mencionado anteriormente, se pueden comprobar los resultados obtenidos en

el laboratorio.

La Cooperativa Agraria Norandino y el Proyecto Panela UDEP, mandaron a analizar
muestras de panela granulada provenientes del jugo de cafia analizado en los médulos de
Cuiala, Taylin y La Pefia, con el fin de evaluar la correlacién que existe entre el contenido de
asparagina en el jugo de cafia y el contenido de acrilamida en la panela granulada como se

muestra en la Tabla 24.

Tabla 24. Resultados de acrilamida a partir de jugo de cafa de muestras

analizadas por método enzimatico con tratamiento de Acrylaway

. Madulo del Cadigo Descripcion Asparagina  Acrilamida
proceso Panela (g/L) (ppb)
1 FUP-01 Sin enzima dia 1 0,4283 4109
2 FUP-02 Acrylaway 1° Lote -0,0046 673
3 FUP-03 Acrylaway 2° Lote 0,0133 216
4 FUP-04 Sin enzima dia 2 0,2942 2412
5 FUP-05 Acrylaway 1° Lote 0,0072 53
6 Cufiala FUP-06 Acrylaway 2° Lote -0,0022 44
7 FUP-07 Sin enzima dia 3 0,4064 2726
8 FUP-08 Acrylaway 1° Lote 0,0081 108
9 FUP-09 Acrylaway 2° Lote 0,0269 175
10 FUP-10 Sin enzima dia 4 0,3447 3453
11 FUP-11 Acrylaway 1° Lote 0,0015 34
12 FUP-12 Acrylaway 2° Lote 0,0026 204
13 Taylin FUP-13 Sin enzima dia 1 0,4875 5147
14 FUP-14 Acrylaway 1° Lote 0,0181 477
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15 FUP-15 Acrylaway 2° Lote 0,0045 124
16 FUP-16 Acrylaway 3° Lote 0,0114 33
17 FUP-17 Sin enzima dia 2 0,4501 5152
18 FUP-18 Acrylaway 1° Lote 0,0050 471
19 FUP-19 Acrylaway 2° Lote 0,0112 58
20 FUP-20 Acrylaway 3° Lote 0,0000 50
21 FUP-21 Sin enzima dia 1 0,0539 113
22 La Pefia FUP-22 Acrylaway 1° Lote 0,0114 38
23 FUP-23 Acrylaway 2° Lote 0,0082 10
24 FUP-24 Acrylaway 3° Lote 0,0124 <10

Nota: Obtenido de (Estudio conjunto Cooperativa Agraria Norandino, Universidad de

Piura y Bioversity International, 2021)

entre la asparagina y acrilamida con una correlacidon de 0,97 obtenido en el programa
RStudio. Por lo que es posible predecir el contenido de acrilamida en el producto final
de panela granulada a partir del contenido inicial de asparagina presente en el jugo de
cafa.

aplicacion de enzima Acrylaway 3500 BG para la reduccion de asparagina, y por tanto

Los resultados de acrilamida mostrados en la Figura 17, evidencian la relacién

También muestra la efectividad del tratamiento enzimatico por medio de la

de acrilamida en la panela granulada.

Figura 17. Grafica de dispersion entre las variables asparagina y acrilamida con

tratamiento de Acrylaway en mdédulos
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3.5.2. Aplicacion de la enzima Acrylaway con variacion en la dosis recomendada

Se realizd un ensayo de aplicacién de la enzima Acrylaway 3500 BG granulada en el
maodulo Aroma Monterina el 27 de agosto del 2021, en el que se procesaron 4 lotes de jugo
de cana panelera con enzima, de las cuales se obtuvieron 18 muestras para analisis de

asparagina.
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La enzima fue afiadida a la temperatura ambiente del mddulo, que oscilaba entre
20 °C y 25 °C aproximadamente. Se uso distintas dosis de Acrylaway: 1/3 de la dosis
recomendada en el 2° lote, es decir 0,003 g/100 mL aproximadamente, mientras que en el 3°
y 4° lote se afiadié 1/2 de la dosis recomendada, es decir 0,005 g/100 mL aproximadamente,
mientras que en el ler lote se afiadié la dosis recomendada de 0,01 g/100 mL
aproximadamente.

Ademas, se inactivd la enzima sumergiendo cada muestra en agua hirviendo justo
después de recolectarla.

Los resultados de los andlisis de asparagina se muestran en la Tabla 25. Ya que estos
ensayos de Acrylaway en mddulo productivo eran muy importantes para las decisiones
operativas de Norandino, se optd por realizar réplicas en todos los analisis de muestras.

Tabla 25. Resultados obtenidos en la aplicacion de la enzima Acrylaway en el médulo
Aroma Monterina con variacion en la dosis recomendada por el fabricante

o s Cédigo de L., Asparagina (g/L)
N° Dia de muestreo Descripcion — .
muestra Réplica 1 Réplica 2
1 Dia 01 - Testigo AM-01 Testigo sin regulador 0,4504 0,4449
2 AM-02 Testigo con regulador 0,5013 0,5176
3 AM-03 Acrylaway 1/3 0 min 0,4370 0,4092
4 AM-04 Acrylaway 1/3 20 min 0,3855 0,3835
Dia0Ol1-E 1
5 DT TENSAYO L Avios Acrylaway 1/3 30 min 0,3499 0,3796
6 AM-06 Acrylaway 1/3 45 min 0,3454 0,3489
7 AM-07 Acrylaway 1/2 0 min 0,4884 0,4993
8 AM-08 Acrylaway 1/2 20 min 0,2479 0,3123
Dia0O1-E 2
g ~@TETENSAYOS AM-09 Acrylaway 1/2 30 min 0,2464 0,2425
10 AM-10 Acrylaway 1/2 45 min 0,0089 0,0059
11 AM-11 Acrylaway 0 min 0,4394 0,4691
12 AM-12 Acryl 20 mi
Dia 01 - Ensayo 3 crylaway m!n 0,1202 0,1059
13 AM-13 Acrylaway 30 min 0,0094 0,0035
14 AM-14 Acrylaway 45 min 0,0074 0,0104
15 AM-15 Acrylaway 1/2 0 min 0,3375 0,3469
16 AM-16 Acryl 1/2 20 mi
Dia 01 - Ensayo 4 crylaway 1/ m!n 0,3325 0,3226
17 AM-17 Acrylaway 1/2 30 min 0,2727 0,3325
18 AM-18 Acrylaway 1/2 45 min 0,0124 0,0158

Los resultados mostrados en la Figura 18, permiten apreciar la comparacion entre las
diferentes dosis de enzima aplicada al jugo de cafia. Con 1/3 de la dosis recomendada, la
enzima no consigue reducir el contenido de asparagina, mientras que con 1/2 de la dosis
recomendada, se logra la disminucién a los niveles conseguidos con la dosis completa, pero
en un tiempo de 45 minutos, que son 15 minutos mas que lo requerido para la dosis completa.
Al afadir el regulador de pH (bicarbonato de sodio) se presenta un aumento en el contenido
de asparagina, a este comportamiento no se le ha podido encontrar una explicacion por el
momento.
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Figura 18. Resultados de aplicacion de diferentes dosis de
enzima Acrylaway en el médulo Aroma Monterina



Conclusiones

Después de evaluar el método enzimatico, en el cual se cuantifica la cantidad de
asparagina por medio de la adicién y posterior reaccién con la asparaginasa, se ha
comprobado que permite cuantificar la cantidad de asparagina presente en el jugo de cafia
por medio de un método rapido y sencillo de implementar, con un coeficiente de correlacion
del 99,57 %.

Con los resultados obtenidos se pone en evidencia que la formacién de acrilamida
depende en gran medida del contenido inicial de asparagina presente en el jugo de cafa y no
tanto del proceso que puedan darse en cuanto a temperatura y tiempos, los cuales ya fueron
evaluados en estudios anteriores encontrando una gran variabilidad, sin evidencia de una
correlacién con el contenido de acrilamida.

El estudio realizado en el presente trabajo permite reportar el contenido de asparagina
libre en jugo de cafa de azlcar de una variedad de caina poco estudiada en Perd, como la
usada en la produccién de panela, ya que, a pesar de presentarse en pequefias cantidades,

resulta siendo crucial para la formacion de acrilamida.

La enzima Acrylaway 3500 BG granulada puede ser afiadida en el rango de
temperaturas de 20 °C — 40 °C, pues no se evidencia una diferencia significativa entre su
efectividad.

La aplicacién de la enzima Acrylaway 3500 BG granulada en mddulos productivos
puede hacerse efectiva desde los 20 minutos de aplicacidon, por lo que se recomienda
mantener el tiempo de aplicacion entre los 30 y 35 minutos, para asegurar su efectividad.

Al aplicar la mitad de la cantidad recomendada por el fabricante de la enzima
Acrylaway 3500 BG granulada en mddulos se obtiene una reduccion a los 30 minutos de
aplicacién, por lo que se recomienda hacer una comparacion entre los recursos requeridos al

momento de tomar una decisidon en cuanto a la dosis de la enzima a utilizar.

No es estrictamente necesario llegar a una concentracion de 0 g/L de asparagina en el
jugo para obtener valores de acrilamida por debajo de los 800 ppb. En el presente trabajo de
investigacion, las muestras cuyo contenido de asparagina fue menor que 0,2 g/L, obtuvieron
niveles de acrilamida por debajo de 800 ppb.






Recomendaciones

Se recomienda que la Cooperativa Agraria Norandino implemente este método de
cuantificacidn de asparagina en su laboratorio de control de calidad de la Planta Panela.

Se recomienda continuar analizando muestras de jugo y de panela de distintos
madulos a lo largo del tiempo y de varios afios, de modo que con gran nimero de datos de
contenido de asparagina y de acrilamida, se construya una base de datos con la que se pueda
realizar practicas de regresion. Si se sigue verificando una buena correlacién asparagina-
acrilamida, se podria optar por analizar solo asparagina, y asi contribuir a bajar los costos del
analisis del contenido de acrilamida en la panela granulada, que exigen los compradores
europeos a las cooperativas exportadoras.

Para evitar sesgos en los futuros analisis relacionados a la composicion del jugo de cafia
de azucar se recomienda extraer como minimo 2 litros de jugo de caia, ya que existen factores
como la maduracién que pueden afectar significativamente los resultados.

Se recomienda continuar con los ensayos utilizando la enzima Acylaway L High T,
teniendo como variables principales la cantidad y la temperatura de aplicacion, con el fin de
encontrar los parametros adecuados para su aplicacién en jugo de cafa de azucar.
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Apéndice A. Evidencia fotografica de la realizacién de la tesis

Kit enzimdtico K-ASNAM de la empresa
Megazyme.

Contenido del kit enzimatico K-ASNAM.

Equipo utilizado para destilar agua, la cuales  yso de espectrofotdmetro para medir la
requerida para los andlisis enzimaticos. absorbancia de la muestra de jugo de cafia
durante los analisis.

Muestras de jugo de cafia debidamente
identificadas.




Muestras de jugo de cafia congeladas antes
de iniciar con los andlisis.

Filtraciéon de una muestra de jugo de cafia de
azucar previa al andlisis enzimatico.

de
instalaciones de la planta Panela de la

Canas azucar almacenadas en
Cooperativa Agraria Norandino para los
ensayos de asparagina segun los dias post

cosecha.
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A e \ f A
Cubetas de plastico en las que se realiza el
analisis enzimatico.

¥

Extractor ljbicado en las

eléctrico,
instalaciones de la planta Panela de la
Cooperativa Agraria Norandino, utilizado
para la extraccion de muestras de jugo de
cafa en los ensayos de asparagina segun
dias post cosecha.
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& ! / Y ~ -
Proceso de extraccidén de jugo de cafia para Tratamiento con la enzim
los ensayos de asparagina segun dias post BG en el jugo de cafia de azucar a nivel de
cosecha. laboratorio.

a Acrylaway 3500

Acrylaway 3500 BG realizados en los médulos productivos de la Cooperativa Agraria
Norandino.
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Anexo A. Formato manual de procedimiento del kit K-ASNAM

Longitud de onda: 340 nm

Cubetas: Paso de luz de 1 cm (vidrio o pldstico)
Temperatura: ~25°C
Volumen final: 2,34 mL (amoniaco y L-glutamina)

2,36 mL (L-asparagina)
Solucion de 0,2-7,0 ug de amoniaco por cubeta o 0,50-
muestra: 50 pg de L-asparagina por cubeta 0 0,5-50 pg

de L-glutamina por cubeta (en un volumen
de muestra de 0,1-1,0 mL)
Leer contra el aire (sin cubeta en la trayectoria de la luz) o contra
el agua

Pipetear en cubetas Amoniaco GLN/ASN
Blanco Muestra Blanco Muestra
Soluciéon 1 (tampdn, 4,9) - - 0,20 mL 0,20 mL
Solucidon de muestra - 0,10 mL - 0,10 mL
Suspension 4 (glutaminasa) - - 0,02 mL 0,02 mL
Mezclar® e incubar durante 5 min a temperatura ambiente. Luego aiade:
Agua destilada (a ~ 25 °C) 1,82 mL 1,72 mL 1,60 mL 1,50 mL
Solucién 2 (tampdn, 8,0) 0,30 mL 0,30 mL 0,30 mL 0,30 mL
Solucién 3 (NADPH) 0,20 mL 0,20 mL 0,20 mL 0,20 mL

Mezclar®y leer las absorbancias de las soluciones (A1) después de aprox. 5 minutos.
Luego comience la reaccidn agregando:

Suspension 5 (GIDH) 002mL 0,02mL 0,02mL  0,02mL

Mezclar® y leer las absorbancias de las soluciones (A2) al final de la reaccién (aprox.
5 min). Si la reaccion no se ha detenido después de 5 minutos, continte leyendo las
absorbancias a intervalos de 1 minuto hasta que las absorbancias sigan siendo las
mismas. Luego aiade:

Suspension 6 (asparaginasa) - - 0,02 mL 0,02 mL

Mezclar® y leer las absorbancias de las soluciones (A3) al final de la reaccién (aprox.
5 min). Si la reaccidn no se ha detenido después de 5 min, continle leyendo las
absorbancias a intervalos de 1 min hasta que las absorbancias permanezcan iguales.

2 Por ejemplo, con una espatula de plastico o mediante inversién suave después de
sellar la cubeta con un tapdn de cubeta o Parafilm®.

Nota: Obtenido de Manual del KIT K-ASNAM (Megazyme, 2018)
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Anexo B. Calculo de resultados del formato manual del kit K-ASNAM

Determine las diferencias de absorbancia (A1-A2) y (A2-A3) tanto para blancos como
para muestras. Reste la diferencia de absorbancia del blanco de la diferencia de absorbancia
de la muestra correspondiente, obteniendo asi el cambio de absorbancia (AA) resultante del
analito en cuestién, como sigue:

Determinacién de amoniaco:
AAamoniaco=(A1'A2)muestra de amoniaco_(Al_Az)bIanco de amoniaco

Determinacion de L-glutamina:

Para calcular AA_gytamina, Primero es necesario calcular AA( _gutamina+amoniaco), Para

tener en cuenta los iones de amonio libres en la muestra:

AA(L—qutamina+amoniaco)=(A1'A2)GLN/A5N muestra” (Al_Az)GLN/ASN blanco

Entonces:
AAL—qutaminaz AA(L—glutamina+amoniaco)' AAamoniaco
Determinacion de L-asparagina:

AAL-asparagina= (AZ_A3)GLN/ASN muestra (AZ'A3)GLN/ASN blanco

Los valores de AA,moniacor AALglutamina Y AA-asparagina debe ser, por regla general, de al

menos 0,100 unidades de absorbancia para lograr resultados suficientemente precisos.

La concentracién de amoniaco, L-glutamina y L-asparagina se puede calcular de la

siguiente manera:

i *DA......(g/L)
c= ——*AA....
e*d*v 8

Donde:
Vv = volumen final (mL)
MW = peso molecular del analito (g/mol)
€ = coeficiente de extincion de NADPH a 34 nm = 6300 (1* mol * * cm 1)
d = camino de luz (cm)
v =volumen de la muestra (mL)

Sigue para el amoniaco:

2,34*17,03

€= 5300%1,0%0,10  “Aamoniaco
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Sigue para L-glutamina:

2,34*146,1
6300*1,0*0,10 AALglutamina

c=

c= 0,5427*AA_giutamina----(&/L)

Sigue para L-asparagina:

2,36%132,1
6300*1 0*0 10 AAL—asparagina

c= 0,06325* AAL—asparagina ...... (g/l.)

Si la muestra se ha diluido durante la preparacion, el resultado debe multiplicarse por
el factor de dilucidn, F.

Al analizar muestras soélidas y semisélidas que se pesan para la preparacion de la

muestra, el contenido (g/ 100 g) se calcula a partir de la cantidad pesada de la siguiente
manera:

Contenido de amoniaco:

g
_ Camoniaco ( /L de solucion de muestra) ¥100 (/100 g)

peso

g
muestra ( /L de solucidon de muestra

Contenido de L-glutamina:

g
_ CLglutamina ( /L de solucion de muestra) 100 (/100 g)
peso

g
muestra ( /L de solucion de muestra

Contenido de L-asparagina:

(8
- Cl-asparagina ( /L de solucion de muestra )
peso

7 *100...... (3/100 g)
muestra ( /L de solucidon de muestra

Nota: Obtenido de Manual del KIT K-ASNAM (Megazyme, 2018)





