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RESUMEN

La inulina es un carbohidrato que se encuentra como reserva energética en varias especies
del reino vegetal, la cual por medio de una reaccion de hidrdlisis produce un glicido méas
sencillo como es la fructosa. Para replicar dicha reaccion el presente estudio consistié en
el uso de un biorreactor de flujo continuo con lecho empacado, empleando como material
de soporte para el catalizador luffa cilindrica. Los procesos quimicos ejecutados
permitieron atrapar a la inulinasa de manera estable para determinar la cinética de
reaccion, con un estricto control de los parametros operacionales que fueron pH (4,6),
temperatura (49 °C) y flujo (3, 5, 7, 11 ml/min), permitiendo establecer los tiempos de
residencia para la reaccion de hidrdlisis (35, 60, 75, 95 min); el factor determinante para
el andlisis del escalado (relacién geométrica 1:2) incluye al volumen y tiempo de la
reaccion, sabiendo en si cual fue la conversién exacta del proceso (52.86, 82.10, 114.40,
161.27 mg/h). La presente investigacion aporta con el entendimiento de uso de reactores
cataliticos en transformacion de productos de alto valor agregado enfatizando el campo

del escalado en las reacciones quimicas enzimaticas.

Palabras Clave: Inulina/Hidrdlisis/Lecho empacado/ Luffa/Fructosa/ Escalado.




ABSTRACT

Inulin is a carbohydrate found as an energy reserve in various species of the plant
kingdom, which through a hydrolysis reaction produces a simpler carbohydrate such as
fructose. To replicate this reaction, the present study consisted in the use of a continuous
flow bioreactor with a packed bed, using cylindrical luffa as support material for the
catalyst. The chemical processes carried out allowed the inulinase to be trapped in a stable
manner to determine the reaction kinetics, with a strict control of the operational
parameters that were pH (4.6), temperature (49 °C) and flow (3, 5, 7, 11 ml/min),
allowing to establish the residence times for the hydrolysis reaction (35, 60, 75, 95 min);
the determining factor for the analysis of the scaling (geometric relation 1:2) includes the
volume and time of the reaction, knowing in itself what was the exact conversion of the
process (52.86, 82.10, 114.40, 161.27 mg/h). This research contributes with the
understanding of the use of catalytic reactors in the transformation of high added value

products, emphasizing the field of scaling in enzymatic chemical reactions.

Keywords: Inulin/Hydrolysis/Packed bedding/ Luffa/Fructose/ Scaled.
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INTRODUCCION

PROBLEMA

Para Duran, Cordon & Rodriguez (2013) la industria de alimentos tiene un
aumento progresivo del uso de edulcorantes; el nivel calérico que se presenta se asocia a

varias enfermedades como: obesidad, diabetes entre otros Swithers (2013).

En los Gltimos afios, se ha incrementado el uso de la fructosa como edulcorante,
en donde la produccion se hace de forma industrial, utilizando catalizadores y enzimas,
se puede tener como ejemplo la hidrolizacién del maiz en fructosa Serna-Saldivar (2016).
El problema que se genera en la produccion de fructosa a partir de esta graminea es su
extraccion con niveles altos de toxicidad en sus residuos, causando contaminacion
ambiental. Al ser un proceso de extraccion de facil desarrollo se han dejado de lado otros
tipos de métodos de obtencion tales como los de tipo enzimatico, los cuales aprovechan

en su mayoria materias primas y desechos producidos por la agroindustria alimentaria.

Durante mucho tiempo se ha tratado de enfocar el uso de enzimas en procesos
agroindustriales en reciclos, es decir la posibilidad de usarla por repetidas ocasiones hasta
que se agote la capacidad de accion de lamisma. La reutilizacion de enzimas en el proceso
de conversién proporciona importantes ventajas a la industria como disminuir costos y

ser amigable con el medio ambiente.

La hidrolisis de inulina utilizando medios de extraccion enzimaticos es uno de los
procesos mas amigables con el medio ambiente por la posibilidad de reutilizacion y facil
purificacion de productos, pero a su vez dicho proceso tiene la desventaja de ser muy

lento causando pérdidas econémicas.
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El desconocimiento de los puntos criticos de la reaccion de hidrolisis de inulina a
fructosa por medio de encapsulacion de inulinasa, es uno de los limitantes a la hora de
obtener la cinética de conversion con el uso de reactores, busca obtener el mayor
rendimiento de la enzima para abaratar costos y obtener mayores ganancias. Una de las
incdgnitas es el tiempo de residencia que ocurre dentro del reactor a la hora de efectuar
la reaccidn, ya que se desconoce el comportamiento de hidrdlisis en tiempos prolongados

de reaccion al trabajar con diferentes medios de soporte.
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JUSTIFICACION

En Pinango (2019) se muestra la tabla de arancel nacional de importaciones
(COMEX), en donde se indica que la inulina ingresa al pais con una tarifa arancelaria del
20% por cada kilogramo. Dicho costo de importacion produce el alza en los productos
que contengan inulina, sin tener en cuenta que existen fuentes de obtencién mas baratas
que estan siendo desaprovechadas, tal es el caso del uso de procesos enzimaticos para la
extraccion de inulina por medio de hidrdlisis con la ayuda de reactores, hasta su posterior

transformacion en fructosa.

Investigaciones efectuadas en la zona 1 de Ecuador, especificamente en Carchi e
Imbabura manifiestan el aprovechamiento de desechos producidos por la agroindustria
tales como la tuna (Opuntia ficus-indica) y el ajo (Allium sativum), a los cuales después

de realizar un pre y post tratamiento se logro la extraccion de inulina mediante hidrolisis.

Se puede emplear un método de hidrolisis que se fundamenta en la inmovilizacion
enzimatica en distintos materiales de soporte. Esta técnica muestra ser una opcién
prometedora para la obtencion de fructosa, al permitir la mejora de los procesos
biocataliticos en la industria. Ademas, facilita la produccion de biocatalizadores estables
y eficientes, posibilitando la reutilizacion y una sencilla purificacion de los productos, en

contraste con las enzimas libres presentes en el medio de reaccion Giraldo y Diaz (2013).

El presente proyecto se basa en el uso de reactores como es el caso del lecho
empacado el cual posibilita la obtencion de datos referentes a las reacciones enzimaticas,
mediante la accion de diferentes métodos de soporte como puede ser encapsulacion por
medio de alginato o también el uso de luffa que permiten la retencion de la enzima

necesaria para el proceso en este caso inulinasa dentro del biorreactor para obtener la
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cinética de hidrolisis de la inulina hasta convertirse en fructosa, proceso estudiado con la
finalidad de buscar puntos criticos de reaccion para mejorar el desempefio y tener un
mayor aprovechamiento en beneficio de la industria como a su vez el aporte a la matriz

productiva.

16




OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar el proceso de escalado en la hidrolisis de inulina en un reactor continuo de lecho

empacado con enzimas inmovilizadas.

Objetivos especificos

e Modelar los resultados de estudios significativos de hidrélisis de inulina, para la
determinacion de la constante cinética a escala de laboratorio en un reactor de
lecho empacado.

e Evaluar criterios de escalado, a través de andlisis matematico.

e Evaluar los reactores propuestos de acuerdo a cada criterio de escalado estudiado.

HIPOTESIS:

Hipotesis alternativa (Hi)

Hi: El criterio de escalado influye en la cinética de la hidrolisis de inulina.

Hipotesis nula (Ho)

HO: El criterio de escalado no influye en la cinética de la hidrolisis de inulina.

17




CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Inulina

La inulina es una sustancia de gran tamafio molecular que se compone de 30 unidades
de fructosa, con una unidad de glucosa en el extremo. Es un carbohidrato que actiia como
reserva de energia y se encuentra en diversas plantas, principalmente en los rizomas de
las dalias y en las alcachofas, las cuales son fuentes de produccion industrial de este

compuesto. Beyer & Wolfgang (1987)

La inulina es un prebidtico derivado de la fructosa, que no puede ser digerido, no
tiene sabor y aporta pocas calorias. Se utiliza en la elaboracion de diversos
alimentos para brindarles cuerpo, textura, consistencia, viscosidad y humedad.
Ademas, proporciona una sensacion en la boca similar a la grasa. Ha demostrado
ser exitosa en la sustitucion de grasas en postres helados, aderezos, rellenos y
productos lacteos, y también se utiliza para agregar fibra a los alimentos (Brunel

,2015) p, 1.

Figura 1.

Estructura basica de la inulina

CH. OH 0\‘ CLS-.‘OJI"I_IO [=]
\—/Lh, Hy
-1 oH n-2

I

Tomado de: (Hern&ndez , Amador , & Botero, 2010)
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1.1.1. Caracteristicas Fisicoquimicas de la Inulina

Debido a su estructura quimica, los fructanos no pueden ser descompuestos por
las enzimas digestivas tanto en humanos como en animales. En consecuencia,
permanecen sin cambios en la parte superior del tracto gastrointestinal, pero son
completamente descompuestos y fermentados por bacterias presentes en la parte inferior
del tracto gastrointestinal, especificamente en el intestino grueso y el colon. Por esta
razon, estos compuestos se clasifican como fibra dietética. Es importante destacar que los
fructanos tienen un bajo contenido calérico (1,5 kcal/g), en comparacion con los
carbohidratos digeribles (4 kcal/g).

En el ambito industrial, la inulina se presenta en dos formas: como un polvo blanco
inodoro y con sabor neutro, y también como un jarabe viscoso (con un 75% de contenido
de materia seca), ambas presentaciones carecen de color. La inulina en su forma natural
contiene azUcares libres como glucosa, fructosa y sacarosa, lo que le otorga cierto nivel
de dulzura (equivalente al 10% de la dulzura de la sacarosa). Por otro lado, la inulina de
alta pureza (High Performance) o HP presenta una menor solubilidad que la inulina
natural debido a su casi completa ausencia de azUcares libres (constituyendo solo un 0,5%

de la materia seca). (Hernandez , Amador , & Botero, 2010)

La oligofructosa, cuando se encuentra en solucién acuosa al 5% (p/p) y a una
temperatura de 10°C, exhibe una baja viscosidad en comparacion con otros fructanos.
Esta caracteristica es fundamental para la formacion de geles y su utilizacion como
sustituto de grasas en alimentos. Ademas, la inulina tiene la capacidad de mejorar la
estabilidad de emulsiones y espumas, lo que la convierte en un estabilizante utilizado en
diversos productos alimenticios como helados, salsas, untables y postres cremosos

(Madrigal & Sangronis , 2007)
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Tabla 1.

Caracteristicas fisicoquimicas de la inulina, inulina de “alto desempefio” (HP)

Inulina HP
Caracteristicas Inulina (high Oligofructosa
performance)
e GFn{2=n= GFn(10=n-= GFn+Fn(2=n=
Estructura quimica (*) 60) 60) 7)
GPprom 12 25 4
Materiaseca (g/100g) 895 95 95
Pureza (g/100g) 92 99,5 95
Azlcares (g/100g) 8 0.5 5
pH 5-7 5-7 5-7
Cenizas (g/100g) =0,2 =02 =02
Metales pesados (g/100g <02 <02 <02
SECcos)
Apariencia Polvo blanco Polvo blanco I.:JDWD blgnc{: °
jarabe viscoso
Sabor Meutral Neutral Moderadamente
dulce
Dulzor % (vs. .
sacarosa=100%) 10 Ningunio *»
i i
Solubilidad en agua a 25°C 120 125 > 750
(g/L)
Vfiscosidad en agua (5% p/p
sol. acuosa)a 10 °C 1.6 2.4 =1,0
(mPa.s)
Funcionalidad en alimentos Sustituto de Sustituto de Sustituto de azlcar
grasas grasas
. . Con agentes Con agentes Con edulcorantes
Sinergismo - . .
gelificantes gelificantes intensos

(%) G: umidades de glucosa, F: uidades de fructosay oligofructosa

Tomado de: (Madrigal & Sangronis , 2007)
1.1.2. Obtencion de Inulina a Nivel Industrial

La produccion industrial de inulina se enfoca principalmente en la industria
alimentaria. Entre las especies vegetales que son reconocidas por su alta concentracién
de inulina se encuentran aquellas pertenecientes a las familias Liliaceae (como el ajo, la
cebolla y los esparragos) y Compositae (como la achicoria, la pataca o tupinambo y el
yacon). Especificamente, la pataca (Helianthus tuberosus) y la achicoria (Cichorium

intybus) son ampliamente utilizadas a nivel industrial para la extraccion de inulina.
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En su forma nativa, la inulina posee azucares libres como glucosa, fructosa y
sacarosa, lo que le otorga cierto grado de dulzura. Por otro lado, la inulina de alta pureza
(HP) o de alta calidad presenta una pureza superior, con una casi total ausencia de

azucares libres. (Hernandez , Amador , & Botero, 2010)

Tabla 2.

Contenido promedio de inulina en diferentes especies vegetales

Especie vegetal Inulina
(2/100g base seca)

Pataca (Helianthus tuberosus) 89
Achicona (Cichorium intybus) 79
Raiz de Dalia (Dahlia spp.) 59
Cebolla (Allium cepa L) 48
Ajoporro (Allium porrum L.) 37
Ajo (Allium sativum) 29
Yacon(Smallanthus sonchifolius) 27
Tuna (Opuntia ficus-indica) 9
Esparrago (Asparragus officinalis L.) -
Cambur (Musa cavendishii) 2
Centeno (Secale cereale) |

Tomado de: (Madrigal & Sangronis , 2007)
1.1.3. Usos

La inulina es una valiosa materia prima para la produccion de fructosa, y su
extraccion se realiza mediante el uso de agua caliente. Para obtener fructosa a partir de la
inulina, se puede realizar una hidrolisis quimica mediante la adicion de cidos fuertes a
un pH de 1-2 y temperaturas de 80-100 °C. Sin embargo, la fructosa es sensible a valores
acidos de pH, lo que resulta en la formacion de un producto oscuro bajo estas condiciones
de reaccion. Por lo tanto, la hidrolisis enzimatica se presenta como una alternativa
importante, evitando los problemas de coloracion y ofreciendo una forma mas adecuada

para obtener fructosa a partir de la inulina. (Dergal , 2006 )
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La inulina tiene un sabor dulce muy leve y su consistencia especial, asi como su
baja solubilidad relativa en agua, la convierten en un sustituto destacado para la
elaboracion de diversos postres. Se utiliza como un excelente agente para enriquecer en
fibra, reemplazar la materia grasa y como suplemento en productos que requieren una
mayor cantidad de fibras alimentarias. (Seminario , Valderrama , & Manrique , 2003 ),

La inulina presenta propiedades similares a las del almidon, mientras que la
oligofructosa se asemeja mas a la sacarosa. La inulina tiene el beneficio de mejorar la
aceptabilidad de los yogures elaborados con leche descremada, ya que le aporta mayor
cremosidad. Ademas, actla como agente espesante, retenedor y estabilizante. La
capacidad de formar gel es especialmente relevante cuando se utiliza como sustituto de
grasas en productos lacteos, untables, aderezos, salsas y otros productos donde las
propiedades funcionales que aportan las grasas son indispensables para lograr los efectos

sensoriales deseados por los consumidores. (Madrigal & Sangronis , 2007).

Tabla 3.

Propiedades funcionales de la inulina y derivados

Aplicacion Funcionalidad
Productos lacteos Cuerpo y palatabilidad, capacidad de formar gel,

emulsificantes, sustituto de azucares y grasas, sinergismo
con edulcorantes.

Postres congelados Textura, depresion en el punto de congelacion, sustituto de
azlcares y grasas, sinergismo con edulcorantes.

Productos untables Estabilidad de emulsion, textura y capacidad de ser untado,
sustituto de grasas

Productos horneados Disminucion de aw , sustituto de azlcares

Cereales de desayuno Crujencia, capacidad de expansion

Preparacion con frutas Cuerpo y palatabilidad, capacidad de formar gel, estabilidad

(no acidas) de emulsion, sustituto de azdcares y grasas, sinergismo con

edulcorantes
Aderezos de ensaladas Cuerpo y palatabilidad, sustituto de grasas
Productos camicos Textura, estabilidad de emulsidn, sustituto de grasas
Chocolate Sustituto de azlcares, humectante

Tomado de: (Madrigal & Sangronis , 2007)
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1.2. Fructosa

Segun Velasco (2016), menciona que la fructosa es conocida como el azlcar que
posee la fruta” debido a que es el tipo de azucar predominante en las frutas. También es
el azucar principal presente en la miel. Gracias a su elevado poder edulcorante, superior
al de la sacarosa, pero con un metabolismo mas lento que la glucosa, la fructosa se utiliza
ampliamente en productos dirigidos a personas con diabetes. Sin embargo, es importante
educar a los consumidores sobre el hecho de que, aunque un alimento se declare como
"sin azucar", esto se refiere principalmente a la sacarosa, y que la fructosa que se utiliza
como sustituto sigue aportando la misma cantidad de calorias.

En los ultimos afios, ha habido un notable aumento en el consumo de fructosa,
especialmente en forma de jarabe de maiz alto en fructosa, debido a su capacidad
edulcorante potente. Varios estudios han establecido una conexién entre el consumo
elevado de esta sustancia y diversas alteraciones metabdlicas, como el desarrollo de
higado graso no alcohdlico y la malabsorcion de fructosa, entre otras afecciones. Esta
revision tiene como objetivo proporcionar una actualizacion sobre los efectos de la
ingesta elevada de fructosa en el higado e intestino, principalmente relacionada con el
consumo de alimentos procesados gque contienen fructosa afiadida. (Riveros, 2014).

La fructosa es un componente esencial en la industria alimentaria debido a su
versatilidad y amplio uso en diversos procesos de produccion alimentaria. Se utiliza en la
fabricacion de bebidas, frutas confitadas, productos de reposteria y como edulcorante en
una amplia gama de productos alimenticios. Su dulzor caracteristico, combinado con su
capacidad para realzar sabores y texturas, la convierten en un ingrediente muy valorado
en la industria. Ademas, la fructosa tiene propiedades de conservacion que pueden ayudar

a conservar los alimentos. En resumen, la fructosa desempefia un papel fundamental en
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la industria alimentaria debido a su versatilidad y contribucion a la calidad y sabor de los

productos alimenticios.

Figura 2.

Estructura quimica de la fructosa

CH,0H CH,OH
(=0 HO—C----0
CHOH ~ CHOH
CHOH = CHOH
CHOH CH
CH,0H CH,OH

Tomado de: (Castillo P. , 2003)

1.3. Inulinasa

La inulinasa es una enzima que se destaca por su capacidad para hidrolizar y romper
los enlaces presentes en la inulina, lo que permite su transformacién en fructosa
practicamente pura. Esta enzima es ampliamente utilizada en la industria alimentaria,
donde la fructosa resultante se utiliza como un edulcorante dietético. La fructosa obtenida
a partir de la inulina tiene un poder edulcorante de aproximadamente 1.5 a 2 veces mayor
que el de la sacarosa, lo que la hace una opcion popular para la reduccion de calorias en

productos alimenticios. Castillo & Charmy (2010).

Con el pasar del tiempo, ha existido un creciente interés en las inulinasas (también
conocidas como 2,1-B-D fructan frutanohidrolasas) debido a su amplio rango de
aplicaciones en las industrias alimentaria y farmacéutica. Estas enzimas pertenecen al
grupo de las hidrolasas y tienen la capacidad de catalizar la hidrolisis de los enlaces

glucosidicos presentes en la inulina, un polimero compuesto por fructosa. La accion de la
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inulinasa sobre la inulina resulta en la produccion de fructosa, siendo este su producto
principal. Ademas, durante la hidrolisis, se generan entre un 5% y un 6% de moléculas

de glucosa que se encuentran en los extremos de la cadena quimica de la inulina.

Las inulinasas son producidas por diversos microorganismos, incluyendo hongos
filamentosos como Aspergillus sp., levaduras como Kluyveromyces sp. y varias bacterias.
Estas enzimas son objeto de estudio e investigacion debido a sus potenciales aplicaciones
en la industria, tanto en la produccion de fructosa como en otros procesos relacionados
con la degradacion de inulina y la modificacion de sus propiedades. (Saavedra , Gaona ,

Patron , Castillo, & Contreras , 2007).

1.3.1. Variedades
Segun Alfa Editores (2017) las inulinasas se dividen en dos tipos de enzimas:

endoinulinasa o exoinulinasa.

e Exo-inulinasa: Su funcion es la de catalizar la hidrélisis de las fructosas en las

regiones terminales, generando fructosa como resultado de la reaccion.

e Endo-inulinasa: Estas enzimas son responsables de romper los enlaces internos
que se encuentran en la molécula, lo que resulta en la formacién de
inulooligosacaridos. Estos ultimos son oligébmeros con variados grados de
polimerizacion y una cantidad diversa de residuos de fructosa como producto final

de la reaccion.

1.3.2. Microorganismos Productores de Inulinasa
La evaluacion de la produccion de una enzima mediante fermentacion microbiana

se basa en varios parametros de rendimiento. Estos incluyen la actividad por mililitro de
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caldo de cultivo o por miligramo de inulinasa. Estos pardmetros ayudan a determinar la
cantidad de enzima producida en relacion con el volumen o la masa de cultivo utilizado.

Ademas de los rendimientos, las propiedades de la enzima también son evaluadas
durante la produccion. Estas propiedades pueden variar segun el tipo de microorganismo
utilizado, el método de fermentacion empleado, el medio en que se cultivo y la forma de
incubacion.

El tipo de microorganismo empleado es crucial, ya que diferentes especies
microbianas pueden producir enzimas con caracteristicas y propiedades distintas. El
modo de fermentacion, ya sea en cultivo en lote, continuo o en alimentacion, también

puede influir en la produccion de la enzima.

El medio de cultivo y las condiciones de incubacién, como la temperatura, pH,
tiempo de fermentacidn, entre otros factores, son importantes. Por lo tanto, la evaluacién
de la produccion de una enzima por fermentacién microbiana implica tener en cuenta
tanto los rendimientos obtenidos como las propiedades especificas de la enzima,
considerando los factores relacionados con el microorganismo, el proceso de

fermentacion y las condiciones de cultivo utilizadas. (Castillo & Chamy , 2010)

Es cierto que muchas cepas de levaduras, bacterias y mohos tienen la capacidad
productora de inulinasas, y se ha logrado cultivar con éxito y extraer, concentrar y
purificar la enzima a partir de ellos. Entre los microorganismos mas utilizados para su
produccion se encuentran los mohos (Aspergillus sp.) y las levaduras (Kluyveromyces
marxianus). En particular, se ha observado que las cepas de levaduras suelen producir

mayores cantidades de inulinasa en comparacion con las cepas de hongos y bacterias.
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Esto puede deberse a diferencias en la capacidad metabdlica y la regulacion genética de
estos microorganismos.

Sin embargo, es importante destacar que la produccion de inulinasas puede variar
entre diferentes cepas y especies de microorganismos, y que la seleccién de la cepa
adecuada depende de varios factores, como la eficiencia de produccién, la actividad
enzimatica, la estabilidad y la viabilidad en condiciones de fermentacion.

En general, el cultivo y la utilizacion de microorganismos productores de inulinasas
proporcionan una fuente valiosa de esta enzima, que puede ser utilizada en diversas
aplicaciones en la industria alimentaria y otras areas relacionadas. (Castillo & Chamy ,

2010).

1.4. Enzima

Las enzimas son proteinas compuestas por cadenas de aminodcidos unidos
covalentemente, y su funcion principal es catalizar una amplia gama de reacciones
quimicas en los organismos vivos. La capacidad de las enzimas para llevar a cabo su
funcién catalitica depende de su estructura tridimensional, que se mantiene durante la
transformacion del sustrato y la liberacion del producto en el sitio activo. Después de
completar la reaccion, la enzima vuelve a su forma original y esta lista para participar en
nuevos ciclos de catalisis. Este proceso es similar al funcionamiento de otros
catalizadores, por lo tanto, las enzimas son catalizadores eficaces y amigables con el
ambiente, los avances en la ciencia han permitido utilizarlas en la industria. (Ramirez,

2014)

1.4.1. Mecanismo de Accion Enzimatico

En Diestra & Margarito (2015), podemos observar que su papel principal no

consiste en llevar a cabo una reaccion por si misma, sino en modificar la velocidad de la
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reaccion. La velocidad de una reaccion consiste en la cantidad de producto que se forma
en un periodo determinado de tiempo. Esta modificacion se produce debido a la reduccién
de la energia de activacion (Ea). En una reaccion quimica, la Ea representa la energia
necesaria para convertir los reactivos en especies en estado de transicion, que son

moléculas inestables con una energia libre mayor que los reactivos y los productos.

Figura 3.

Mecanismo de accion enzimatico
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Tomado de: (Gacesa & Hubble, 1990)

1.4.2. Energia de Activacion

La energia de activacion se refiere a la energia que un sistema necesita para que
inicie un proceso especifico. Es comun utilizar este término para describir la energia
minima requerida para que ocurra una determinada reaccién. Existe una barrera, conocida
como Energia de Activacion, que limita la reaccion. Solo las moléculas con suficiente
energia pueden reaccionar y formar el producto. Para acelerar la velocidad de la reaccion,
es necesario aumentar la energia de toda la poblacién de moléculas. Esto se puede lograr

mediante el calentamiento de la mezcla o adicionando un catalizador.
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La energia de activacion disminuye con la ayuda de catalizadores al permitir que
una mayor cantidad de moléculas interactde en cualquier momento dado. Esto puede
lograr el catalizador al formar un compuesto intermedio no estable con el sustrato, que se
descompone velozmente para formar el producto. De esta manera, se proporciona una

ruta para que la reaccion supere la barrera de energia de activacion. (Doran , 1998).

1.4.3. Cinética Enzimética

La velocidad de las reacciones quimicas que son aceleradas por las enzimas es
analizada por la cinética enzimatica. Al estudiar la cinética de una enzima, podemos
obtener informacion detallada sobre su mecanismo de accidn catalitica, su funcion en el
metabolismo, como se regula su actividad dentro de la célula, y como puede ser afectada

negativamente por farmacos o toxinas, o potenciada por otras moléculas. (Valero , 1998).

El conocimiento obtenido sobre la estructura de las enzimas ha sido de gran
utilidad para comprender y analizar los datos cinéticos. La estructura enzimatica puede
proporcionar pistas sobre la forma en que el sustrato y el producto se unen cuando sucede
la catalisis, los cambios conformacionales que ocurren durante esta reaccion e incluso el
papel especifico de ciertos aminoacidos en el mecanismo catalitico. Existen enzimas que
experimentan cambios significativos en su conformacién durante la reaccion, por lo que
resulta crucial conocer la estructura molecular de la enzima tanto en presencia como en
ausencia del sustrato unido. Para ello, se suelen utilizar analogos que se unen a la enzima,
pero no permiten que la reaccion se lleve a cabo, lo que mantiene a la enzima en una

conformacién similar a la del sustrato unido. (Valero , 1998).
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Figura 4.

Velocidad de reaccion enzimatica
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Tomado de: (Gacesa & Hubble, 1990)

Los mecanismos enzimaticos se pueden clasificar en mecanismos de un solo
sustrato 0 mecanismos de multiples sustratos. En el caso de enzimas que se unen a un
sustrato, como por ejemplo la triosa fosfato isomerasa, los estudios cinéticos se centran
en determinar la afinidad con la que el sustrato se une a la enzima y la velocidad a la que
se convierte en producto. Por otro lado, al investigar una enzima que se une a varios
sustratos, como la dihidrofolato reductasa, la cinética enzimatica también puede revelar
el orden en el que los sustratos se unen a la enzima y el orden en el que se liberan los

productos. (Cunnigham & Lopez , 1994).

Estas caracteristicas cinéticas fundamentales de una enzima son el nivel maximo
de saturacion alcanzado y el tiempo requerido para alcanzar la saturacion con un sustrato
especifico. El entendimiento de estas propiedades nos permite formular hipdtesis sobre el
comportamiento de una enzima en un entorno dado y su respuesta ante cambios de
condiciones. Los principios generales de la cinética quimica pueden aplicarse a las

reacciones catalizadas por enzimas, asumiendo una concentracion constante de enzima.
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La Figura 4 ilustra como cambia la velocidad de la reaccién catalizada por la enzima
en funcion de la concentracion del sustrato. Se nota claramente que a concentraciones
bajas del sustrato, la velocidad de formacion del producto es proporcional a la
concentracion del sustrato. A medida que se aumenta la concentracion de sustrato se
aprecia una pérdida de la proporcionalidad, en esta zona la reaccion es de orden mixto y
finalmente, a altas concentraciones, la velocidad de la reaccion es independiente de esta

(Cunnigham & Lopez , 1994).

1.5. Inmovilizaciéon Enziméatica

Una enzima inmovilizada se refiere a aquella que se encuentra retenida en un espacio
especifico, conservando su capacidad catalitica y permitiendo su reutilizacion continua.
Se han creado diversas técnicas para lograr la inmovilizacién de enzimas, lo que ha
facilitado su aplicacion en diversos campos, como la produccién de alimentos, la industria
farmacéutica, la biomedicina y su uso como biosensores en métodos analiticos. (Cedillo,

2014).

La inmovilizacién implica retener la biomolécula en un soporte fisico, preservando
la capacidad catalitica y permitiendo el flujo de productos y sustratos. Las enzimas
pueden ser inmovilizadas en sustratos sintéticos o naturales mediante métodos quimicos,
como la formacion de enlaces covalentes con el sustrato, 0 mediante métodos fisicos,
como fuerzas electrostaticas 0 membranas. Ademas, existe la opcion de encapsular
mecanicamente las enzimas, mediante la adicion de agentes que forman una pelicula

protectora alrededor de la enzima inmovilizada. (Ochoa, 2011).

Hay una gran diversidad de opciones para utilizar como soportes en la inmovilizacion
de enzimas. Se han utilizado compuestos tanto naturales como sintéticos, organicos e

inorganicos, que varian en forma, porosidad, tamafio y densidad. Estos soportes pueden
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presentarse en forma de laminas, tubos, fibras, cilindros o, especialmente, esferas, siendo
estas Ultimas las mas populares. Es importante que los soportes seleccionados
proporcionen la permeabilidad y el area superficial adecuada para facilitar las reacciones

biotransformadoras del sistema. (Diaz, 2012).

1.6. Retencion Medios fisicos (Encapsulacion)

En Parra (2010) encontramos que los métodos de encapsulacion se pueden dividir en
dos categorias principales: procesos quimicos y procesos mecanicos. Los procesos
quimicos abarcan técnicas como coacervacion, co-cristalizacién, polimerizacién
interfacial, gelificacion idnica, incompatibilidad polimérica, atrapamiento por liposomas
e inclusién molecular. En contraste, los procesos mecanicos incluyen técnicas como

secado por aspersion, secado por congelamiento/enfriamiento y extrusion.

La técnica de encapsulacion se originé en las décadas de 1930 y 1940 cuando la
empresa National Cash Register desarrolld6 un método para aplicar un tinte comercial
utilizando gelatina como agente encapsulante. A partir de la década de 1950, la
microencapsulaciéon comenzd a utilizarse en investigaciones sobre recubrimientos
sensibles a la presion para la produccion de papel carbonado. En la actualidad, es posible
encapsular una amplia variedad de sustancias en particulas sélidas en forma de polvo, o

incluso microencapsularlas en emulsiones estructuradas.
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1.7. Alginato como medio de retencion

El alginato, un polimero derivado de algas, se emplea como agente encapsulante
debido a sus cualidades no tdxicas, biocompatibles y su habilidad para solubilizarse
mediante la captura de iones de calcio. Un ejemplo de su aplicacion es el alginato de
calcio, ampliamente utilizado para la inmovilizacion de bacterias acido-lacticas (BAL).
Este uso se justifica por su facilidad de manipulacion, su naturaleza no toxica y su bajo
coste. Estudios han demostrado que los cultivos inmovilizados en alginato de calcio
brindan una mayor proteccién, ya que se ha observado un aumento en la supervivencia
de las bacterias bajo diferentes condiciones de prueba en comparacion con las bacterias

en estado no encapsulado. (Parra, 2010).

1.8. Reactor de Flujo Continuo

Segun Fall (2004), el reactor de flujo continuo en tanque agitado (RFCTA) es un
sistema que funciona en modo continuo y bajo condiciones estacionarias, lo que implica
que las propiedades del sistema se mantienen constantes a lo largo del tiempo. Los
reactivos o sustratos son introducidos de manera continua en el reactor y permanecen alli
durante un tiempo especifico. Los productos de la reaccién son eliminados del sistema
con una concentracion uniforme y equivalente a la concentracion presente dentro del
reactor. En resumen, en un reactor RFCTA, la concentracion de los componentes en el

sistema es igual a la concentracion del efluente.
Figura 5.

Reactor RFCTA

v
o

o

e
- .
Ce

reactor RFCTA
Tomado de: (Fall, 2004)
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Tanto la concentracion de reactivo (o sustrato) como la tasa de reaccion son

uniformes dentro del sistema (Ce, r salida), lo que significa que:

( dm
— =0
d

t
. Q= Q=0
r =cte — frdV = Tsaida -V

\

El balance de materia del RFCTA viene dado por:

_ QG -0)

—Tsalida

0= CoQ — CcQ + 75qiiqa -V — |4

La ecuacion de disefio permite calcular el volumen del reactor RFCTA que se
requiere, para llevar la reaccién de Co (inicial) a C. Una vez que el caudal a tratar es
conocido, se puede también expresar este volumen en término del tiempo de residencia T,

como:

1, el tiempo de residencia hidraulica, representa el tiempo promedio que cada
elemento del volumen alimentado en el reactor permanece en el sistema antes de alcanzar
la salida. El tiempo de residencia es una variable importante para la calidad del efluente

en el reactor.
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1.8.1. Escalado de Reactores

Segun Gonzéles (2000) El escalado es el proceso de llevar a cabo de manera
rentable una unidad a escala comercial, basandose, al menos en parte, en los resultados
de investigaciones previas realizadas a una escala mas pequefia. Un proceso de escalado
exitoso puede implicar un enfoque paso a paso fundamentado en la experiencia, donde el
tamano del reactor se incrementa gradualmente para comprender detalladamente como
afecta el cambio de escala a la velocidad y el rendimiento de la reaccion. Este
procedimiento puede ser largo y costoso, por lo cual se han desarrollado diversos métodos
semiempiricos alternativos para abordar esta situacion y reducir los desafios asociados al
escalado.

Algunos de los enfoques empleados abarcan el uso del Principio de Semejanza, la
modelizacion matematica y la utilizacion de modelos a gran escala (mockups). En muchos
casos, los resultados mas 0ptimos se obtienen mediante la combinacidn de estos métodos.
No obstante, todos estos enfoques demandan datos cinéticos y termodindmicos
fundamentales, los cuales pueden obtenerse de la literatura si estan disponibles o a traves
de experimentacion directa.

El principio de semejanza es esencial para el proceso de escalado, tanto en &mbitos
fisicos como quimicos, y se refiere a las relaciones entre sistemas de diferentes tamafios.
Este principio, originalmente enunciado por Newton, inicialmente se aplicé a sistemas
compuestos por particulas solidas en movimiento y luego se extendio a sistemas fluidos,
donde ha demostrado ser particularmente util. Segun el principio de semejanza, la
configuracion espacial y temporal de un sistema fisico se determina mediante relaciones
internas de magnitud del propio sistema, sin depender del tamafio del sistema o las

unidades de medida utilizadas para dichas magnitudes.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1. Caracterizacion del area de estudio

2.1.1 Ubicacién

En la tabla 4 se encuentra la ubicacion del area de estudio.

Tabla 4.

Datos Geograficos de Ibarra

Provincia: Imbabura
Canton: Ibarra
Parroquia: El sagrario

Laboratorio de Analisis Fisico-Quimicos- Antiguo Hospital “San Vicente de

Lugar: Paul”

Tomado de: Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal San Miguel de Ibarra

2.2. Localizacion del experimento

La fase experimental de este estudio se llevd a cabo en el laboratorio de Analisis
Fisico-Quimicos, que se encuentra en las instalaciones del Antiguo Hospital "San Vicente
de Paul", perteneciente a la Facultad de Ingenieria en Ciencias Agropecuarias y
Ambientales (FICAYA). Este laboratorio se ubica en la interseccién de la avenida Juan

Montalvo y Juan de Velasco, en Ibarra - Imbabura, CP 100110, Ecuador.

2.2.1.Caracteristicas climatolégicas
En la tabla 5 se describen las caracteristicas climatoldgicas.

Tabla 5:

Caracteristicas climatoldgicas

Provincia: Imbabura
Canton: Ibarra
Ubicacion: 0°17°30” y 0°22°30” de latitud norte y sur 78°05°00” y 78°09°00” de longitud este y

oeste.
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Altitud:

Clima:

Precipitacion:

2225 m.s.n.m.
Se caracteriza por un clima templado seco con una temperatura promedio de 18°C

623mm/afio

Tomado de: Gobierno Auténomo Descentralizado Municipal San Miguel de Ibarra

2.3. Materiales y equipos

2.3.1. Reactivos de Laboratorio e Insumos

Inulina comercial (Anexo I)

Luffa (luffa cylindrica)

Inulinasa (Anexo 11)

Etanol [C2HsOH]; (C % 70% a 90 %)
Papel empaque

Acido 3,5- dinitrosalicicilico (DNS)

Acido Citrico

2.3.2. Equipos de Laboratorio

Balanza analitica
TermoOmetro de mercurio
Autoclave
Espectrofotémetro
Estufa

Agitador magnético

2.3.3. Materiales

Probeta
Micropipeta
Vasos de precipitacion

Tubos de ensayo

(Marca: SIGMA)

(Marca: SIGMA)

[CeHgOr]; (C: 0.2 M)

(Ap.=+0.01g)

(Ap.=£°C); Ran=[-20 a +100]°C
(Marca: PHCBI)

(Marca: Jenway)

(Marca: BIOBASE)

(Ran:[100 rpm-2200 rpm])

(\Vol. 50ml); (Ap.=x1ml)
(\VVol. 100-1000ul); (Ap.=%0.5pl)
(Vol. 500ml); (Ap.= £100ml)

(Vol. 20ml); (Ap.= nocalibrado)
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e Frascos de vidrio (Vol. 500ml); (Ap.= £50ml)

e Erlenmeyer (Vol. 500ml); (Ap.= £50ml)
e Pipeta (Vol. 5ml); (Ap.= £0.05ml)
e Pipeta (Vol. 1ml); (Ap.=£0.01ml)

e Cubetas para espectrofotometro

2.4. Métodos

2.4.1. Modelado de resultados de estudios significativos de hidrdlisis de inulina, para
la determinacion la constante cinética a escala de laboratorio en un reactor de lecho
empacado.

Los estudios significativos tomados en cuenta para lo obtencidn de las constantes
fueron investigaciones previas realizadas en la Universidad Técnica del Norte acerca de
la evaluacion del proceso de encapsulacion por union quimica enzimatica de inulina a
sirope de fructosa a partir de tuna blanca (Montalvo , 2020) y andlisis del proceso
conversion enzimatica de fructosano a sirope de fructosa en reactores flujo continuo y por
lote (batch) utilizando como medio de soporte materia organica (Godoy, 2023).

Dichos estudios proporcionaron datos acerca de los puntos éptimos en los cuales
las reacciones dieron una mayor produccion y en ciertos casos se tuvo que reproducir los
experimentos utilizando los datos anteriormente mencionados.

Para la obtencion de la cinética de la reaccion, se utilizo los fundamentos de la ecuacion
de Michaelis-Menten (Ecuacién 2) posterior a la obtencion de datos experimentales, los
cuales también son evidenciados en graficas del modelado.

El modelo cinético de Michaelis-Menten es una ecuacién de velocidad empleada
para describir el comportamiento cinético de las enzimas. Esta ecuacion ofrece una

explicacion sobre la relacién entre la velocidad inicial (Vo) de la reaccion enzimética y
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la concentracion inicial del sustrato ([S]). De acuerdo con Michaelis y Menten, las
reacciones catalizadas por enzimas ocurren en dos etapas: primero, se forma un complejo

entre la enzimay el sustrato, y posteriormente, este complejo se convierte en producto.

Figura 6.

Modelo cinético de Michaelis-Menten

E+S k1 ES E+P
—_— -
k-1

Vo = Vmax *[S]

K +[S] (Ec 1)

Tomado de: (Cortés , Pérez , & Jimenez , 2016)

Figura 7.

Cinética Enzimatica modelo Michaelis-Menten

(uM/min

Initial velocity, Vi,

Substrate concentration, |S| (mM

Tomado de: (Cortés , Pérez , & Jimenez , 2016)

_ Vmax[S] .
km+[S] '

V= Velocidad de reaccion
Vméx= Velocidad mé&xima de reaccion
S= Concentracion del sustrato

Km= Constante de Michaelis-Menten
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El diagrama de Lineweaver-Burk es la representacion grafica de los parametros
cinéticos de una enzima, observada en la (Ecuacion 3), a partir de medidas de parametros

experimentales de la constante de Michaelis-Menten y la velocidad maxima de reaccion.

1 Km1 1
- = + (Ec 3)
V  Vmax|[S] Vmax

V= Velocidad de reaccién
Vméx= Velocidad méxima de reaccion
S= Concentracion del sustrato

Km= Constante de Michaelis-Menten

Con la finalidad de establecer la influencia de la variacion de velocidad de
reaccion, se incluird una funcion que contemple una variable respuesta con un tiempo
constante, la cual permita maximizar la velocidad de reaccion y minimizar el Km.

V =f(Vmax, km)
V Optima= (Vmax, km)

_ Vmax [S ]
km + [S]

V= Velocidad de reaccién enzimatica
Vméx= Velocidad mé&xima de reaccion
S= Concentracion del sustrato

Km= Constante de Michaelis- Menten
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Se distinguen tres fases en Cinética Enzimatica:

e Orden Cero: Cuando es alta la concentracion de sustrato, un valor constante en la
velocidad de la reaccion y se vuelve independiente de la concentracidn de sustrato.

e De Primer Orden: Cuando es baja la concentracion de sustrato, la velocidad de la
reaccion muestra una relacion lineal directamente proporcional con la
concentracion del sustrato.

e Cinética Mixta: Para concentraciones de sustrato intermedias la velocidad del

proceso deja de ser lineal (Cortés , Pérez , & Jimenez , 2016).

2.4.2. Evaluacion de criterios de escalado, a través de analisis matematico.

2.4.2.1. Disefo del Reactor

Segln IQR Ingenieria Quimica (2020) los reactores de flujo piston, también
conocidos como reactores PFR (Plug Flow Reactor), son reactores quimicos homogéneos
que operan en estado estacionario, lo que significa que sus propiedades se mantienen
constantes a lo largo del tiempo. Estos reactores se utilizan para realizar reacciones
quimicas en fase liquida o fase gaseosa. A diferencia de otros tipos de reactores, en los
reactores de flujo piston no se mezclan axialmente las corrientes presentes en el reactor,

lo que forma parte del proceso.

Usualmente, un reactor de flujo piston consta de un tubo vacio, aunque también
puede contener catalizadores en forma de empaque para acelerar o retrasar las reacciones
que ocurren dentro del mismo. Los perfiles de temperatura y concentracion se expresan
en funcién de la posicion del fluido dentro del reactor. Los reactivos ingresan al reactor
y fluyen a lo largo de él en direccion axial. Conforme avanzan, los reactivos son
consumidos y su conversién aumenta a medida que recorren la longitud del reactor. El

funcionamiento de este tipo de reactor se puede observar en la figura 8:

41




Figura 8.
Reactor de flujo pistén o reactor PFR

Reactivos que entran

al reactor Productos que salen

del reactor

No hay variacién radial en la velocidad, la
concentracion, la temperatura o la velocidad

de reaccion

Tomado de: (IQR Ingenieria Quimica , 2020)

Para obtener una ecuacion que represente la composicion de los reactivos en
funcion de la distancia dentro del reactor, fue necesario analizar la variacion de la

concentracion de los reactivos a lo largo del tiempo.

Previo a esto, se realizaron ciertas suposiciones, como la perfecta mezcla del
fluido en direccion radial y la disminucién de la concentracion de los reactivos a medida
que fluyen a lo largo del reactor. Ademas, se consideré que no hay acumulacion dentro
del reactor. Con todas estas consideraciones en cuenta, El reactor fue considerado como
un sistema con flujo continuo de entrada y salida para llevar a cabo un balance de masa,

tal como se muestra en la Figura 9:
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Figura 9.

Variables a tomar en cuenta en el disefio de un
reactor PFR

Cho

Fao
Xao
Vo

Distancia a través del reactor

Tomado de: (IQR Ingenieria Quimica , 2020)

Al realizar el balance de masa, se lleg6 a la siguiente expresion:

dm

a - Mentra — Mgare + agotamiento de reactivos

El primer término representa la acumulacion de masa, al no haberla, se hace cero,

quedando la expresion de la siguiente manera:

Mentra = Mgale + agotamiento de reactivos

Sustituyendo términos:

Menira = Fy
Mggie = Fy+dF,

agotamiento de reactivos = —(F,)dV
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Reagrupando y simplificando, llegamos a la siguiente ecuacion de disefio para un reactor

de flujo piston:
FAodXA = (_rA)dV

Al igual que en un reactor CSTR, el tiempo espacial para un reactor PFR viene definido

por:

Donde:
V: Volumen del reactor tubular.

v0: Flujo volumétrico a la entrada del reactor.

El tiempo de residencia puede ser calculado utilizando la siguiente expresion:

dV = vdt

2.4.2.2. Método de Soporte Enzimatico

El método de retencién enzimatico utilizado fue: atrapamiento de la enzima con
ayuda de luffa (Montalvo, 2020), método descrito a continuacion.
Inmovilizacion enzimatica mediante Luffa Cylindrica

Para realizar la inmovilizacion enzimatica utilizando Luffa cylindrica, se empleara
el método de union covalente. El proceso de preparacion de la luffa implica diversos

pasos, que se detallan en el siguiente procedimiento: Saeed & Igbal (2013)

Para realizar la inmovilizacion enzimética con Luffa cylindrica, se deben seguir
los siguientes pasos: primero, se corta L. Cylindrica por la mitad en discos rectangulares
de 18x20 mm y con un espesor de 2-3 mm. Luego, estos discos se sumergen en agua

hirviendo durante 30 minutos y se enjuagan con agua corriente. A continuacion, se
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colocan en agua destilada durante 24 horas, cambiando el agua de 3 a 4 veces. Después
de este proceso de remojo, se dejan secar y una vez que estén completamente secos, se
esterilizan en autoclave a una temperatura de 120°C, una presion de 1,06 kg/cm? y durante
20 minutos.

En Montalvo (2020) se lleva a cabo un procedimiento similar para los factores de
esterilizacion y, ademas, se emplea acido citrico a una concentracion de 0.2 M en una
proporcién de 1:50 como brazo espaciador. Esto resulta en la obtencién de una luffa activa
lista para la encapsulacion enzimatica, para ser posteriormente implementada en el
reactor.

Figura 10.

Reactor con uso de Luffa cylindrica

Tomado de: Autor

2.4.2.3. Manejo Especifico del Experimento

En el presente trabajo se utilizd datos obtenidos de investigaciones previas
realizadas en la Universidad Técnica del Norte, acerca de la evaluacion del proceso de
encapsulaciéon por uniéon quimica enzimatica de inulina a sirope de fructosa a partir de
tuna blanca (Montalvo , 2020) y analisis del proceso conversion enzimatica de fructosano
a sirope de fructosa en reactores flujo continuo y batch utilizando como medio de soporte

materia organica (Godoy, 2023).
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2.4.3. Evaluacion de los reactores propuestos de acuerdo a cada criterio de escalado
estudiado:

Para la productividad del experimento se aplico el método de Miller o método del
acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS), para esto se realizo una dilucion de acuerdo con Diaz
(2020) para el proceso se disolvieron 0,8 g de NaOH en agua destilada, luego se
adicionaron 15 g de tartrato de sodio y potasio tetra hidratado mas 0,5 g de DNS, y se
aforé a 50 ml con agua destilada, es necesario guardar en un frasco ambar a temperatura
de 4 °C. Fue necesario elaborar una curva de calibracién de la fructosa para servir como
referencia en los procesos de conversion enzimatica o hidrdlisis de esta. Se utiliz6 el

espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm para llevar a cabo dicha calibracion.

La construccion de la curva de calibracion se llevo a cabo utilizando soluciones
que contienen concentraciones conocidas del analito, las cuales se denominan soluciones
patrén o estandar. (Dorsal & Villanueva , 2008). En el mismo apartado, el autor indica
que los estandares o soluciones patron empleados para construir la curva de calibracion
deben ser preparados individualmente, utilizando una o varias soluciones madre. El
nimero de puntos seleccionados para la curva de calibracién dependera del propoésito
especifico para el cual se utilice dicha curva.

Figura 11.
Método DNS

Tomado de: Autor
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2.4.4. Factores en estudio

Los factores que se estudiaron fueron el pH, temperatura, tiempo de residencia y
medio de soporte, determinando la mejor combinacion para obtener un tiempo de reaccion
mas rapido.

Los factores de pH, temperatura y medio de soporte se tomaron de investigaciones
anteriores realizadas en la Universidad Técnica del Norte (Montalvo, 2020) y (Godoy,
2023). En cuanto al tiempo de residencia los datos fueron tomados mediante un proceso
de escalado geométrico con la finalidad de amplificar el tamafio de un reactor tres veces

mas al de uno comun (Gonzales, 2000).

Valores Constantes:

e Temperatura de 49.5 °C — 4.6 pH (Montalvo,2020)

Factor A: Tiempo de residencia

NIVEL Tiempo (min)

Al: 35
A2: 60
A3: 75
A4: 95

Factor B: Medio de soporte

NIVEL Medio de soporte

B1: Luffa
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2.4.4.1. Tratamientos de Estudio

N° Simbologia Experimentos

1 T1 AlB1
2 T2 A2B1
3 T3 A3B1

4 T4 A4B1




2.4.4.4. Diagrama de Activacion de Luffa Cilindrica

Figura 12

Diagrama del Proceso

=D

Luffa Cilindrica

ESTERILIZADD

Luffa activada

Tomado de: Autor
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se exponen los resultados de la investigacion, los cuales se
obtuvieron mayoritariamente utilizando el programa estadistico Design Expert version

13, para lograr el cumplimiento de los objetivos planteados.

3.1. Modelado de resultados de estudios significativos de hidrdlisis de inulina,
para la determinacion de la constante cinética a escala de laboratorio en un reactor

de lecho empacado.

Segun (lllanes, 2008) la cinética revela la manera en que el reactor responde a las
condiciones necesarias para medir la produccion, y como estas condiciones impactan en
el resultado final y en la eficiencia de la transformacion del sustrato. En esta
investigacion, se examinan varios factores, tales como la temperatura, el pH, el flujo y el
tiempo de residencia, los cuales tienen un impacto significativo en el estudio del reactor
de flujo continuo. Para representar estos efectos, se presentan graficas que muestran las

concentraciones de fructosa en cada tratamiento (Mm) y la velocidad de reaccion (Mm).
Figura 13

Cinética del reactor de Flujo continto
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Al igual que la temperatura y pH fueron valores claves dentro de la
experimentacion, también se pudo conocer que el tiempo de residencia tiene mucho que
ver con la velocidad de reaccion. En la Figura 13 se puede apreciar, los valores mas
representativos en cuanto a produccion de fructosa se encuentran en los flujos de 3 ml/min
(0,29 g/L 0 1,63 mM) y 5 ml/min (0,27 g/L 0 1,52 mM), sin embargo los valores en este
rango tienen un valor alto y son similares, cabe destacar que los valores de produccion
qgue manejan los flujos de 7 ml/min (0,27 g/L 0 1,51 mM) y 11 ml/min (0,24 g/L 0 1,36
mM) también son representativos en cuanto a productividad, con la Unica diferencia que
el agotamiento enzimatico presente en los mismos es alto por la cantidad de liquido que
pasa por el lecho empacado en un corto tiempo, causando asi que la reaccion de hidrolisis
de inulina sea espontanea y efectiva. Se puede utilizar cada flujo a conveniencia,
dependiendo la concentracion y rapidez con la que se desea obtener la solucion de
fructosa, pero siempre teniendo en cuenta el agotamiento de la enzima que produce cada

uno.

Todos los datos mencionados anteriormente se compararon con la cinética
obtenida en la investigacion de Godoy (2023) donde manej6 un reactor de flujo continuo
con lecho empacado, con similares valores de productividad como los obtenidos en el
presente trabajo. Y también a partir del punto 6ptimo con mas alta productividad de
Montalvo (2020), con un pH de 4,6 en la solucion de inulina que fue hidrolizada dentro
del lecho empacado y una temperatura de la camisa de calentamiento del reactor de 49
°C, tratando de que esta Gltima sea constante para que no exista una variacion significativa
de la temperatura y a su vez verse afectada la reaccion de hidrolisis de la inulina a fructosa

dentro del reactor. (Anexo VI)
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3.2.  Evaluacion de criterios de escalado, a través de andlisis matematico.

Gonzales (2000) manifiesta que, el escalado es el proceso de implementar y operar
de manera rentable una unidad a escala comercial, utilizando como base, al menos en
parte, los resultados de investigaciones realizadas a una escala mas pequefia. Un proceso
de escalado exitoso puede implicar un enfoque paso a paso, basado en la experiencia, en
el cual el tamafio del reactor se incrementa gradualmente para comprender detalladamente

como afecta el cambio de escala a la velocidad y rendimiento de la reaccion.

Figura 14

Boceto del Biorreactor

Tomado de: Autor

Mediante los datos proporcionados en las investigaciones de Montalvo (2020) y
Godoy (2023), se obtuvo un punto de partida para el disefio del nuevo bioreactor de lecho

empacado con flujo continuo, mismos que son especificados en la Tabla 6.
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Tabla 6

Medidas Biorreactor Pequefio

Medidas Biorreactor Pequeiio (cm)

Altura 18,35
Circunferencia Externa 2,61
Diametro Interno 1,36
Diametro Externo 2,15
Cilindro Interno Largo 10,62
Radio 0,68

Volumen 125 ml

Tomado de: Autor

La escala inicial a ser utilizada para la elaboracién del nuevo reactor pretendia ser
una relacién geométrica de 1:3, por motivos de manufactura y disefio se decidio6 bajar la
relacion a 1:2, lo cual indic6 que los factores a escalar serian duplicados para la
construccion del nuevo disefio, mismos que son especificados en la Tabla 7.

Tabla 7

Medidas Biorreactor Grande

Medidas Biorreactor Grande (cm)

Altura 40,55
Circunferencia Externa 5,77
Diametro Interno 3,01
Diametro Externo 4,75
Cilindro Interno Largo 23,47
Radio 1,50

Volumen 415 ml

Tomado de: Autor

Luego de la fabricacion del reactor se empezo con la estandarizacion del
proceso para la hidrolisis de la inulina a fructosa, mismo que fue tomado de Montalvo
(2020). Cuando llevamos una actividad de pequefia a gran escala existira presencia de
inconvenientes, tal fue el caso de la esterilizacion y activacion del método de retencion
enzimatico, asi como en el llenado del reactor con el lecho empacado (luffa), problemas

que no se manifestaron en el uso del reactor a menor escala, mismos que fueron resueltos

53




para el uso del equipo a mayor graduacién. Todo esto fue realizado con el fin de evitar
pérdidas econoémicas, ya que el uso de insumos Y reactivos a nivel industrial afecta en el

costo beneficio de estos reactores. (Anexo VII)

Figura 15

Biorreactor Pequefio vs Grande

Tomado de: Autor
Figura 16

Estandarizacion del Proceso

Tomado de: Autor
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3.3.  Evaluacion de los reactores propuestos de acuerdo a cada criterio de escalado

estudiado

El criterio de escalado que tuvo mas énfasis en esta investigacion, fue el tiempo
de residencia en el cual se desarrollo la reaccion de hidrolisis de inulina a fructosa con la
ayuda del reactor. Segun Gutiérrez (2016) nos explica que el tiempo de residencia es el
tiempo que permanece un elemento de fluido en un reactor continuo; la distribucion de
tiempos de residencia debe conocerse para el correcto disefio del reactor, en otras
palabras, también puede definirse como el tiempo en que un liquido o sustancia tarda en
pasar de un punto A hasta un punto B mientras en este se produce la reaccion que se

desea.

Figura 17

Extraccién de muestras del proceso

Tomado de: Autor

Con la ayuda del método DNS utilizado en Montalvo (2020), mediante el uso del
espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm se desarroll6 una curva patrén de
fructosa (Anexo 111) la cual fue utilizada para la cuantificacion de las muestras obtenidas
en el experimento, manifestando en la Tabla 8 los resultados del reactor de flujo continuo

con lecho empacado.
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Tabla 8

Resultados de concentracion y productividad del proceso

Tiempo de Muestra Flujo Concentracion Tiempo de Productividad
(min) (ml/min) (mg/L) residencia (h) (mg/h)
5 11 244,35 0,58 161,27
10 11 191,57 0,58 126,44
15 11 148,13 0,58 97,77
20 11 103,61 0,58 68,38
25 11 59,08 0,58 38,99
30 11 46,05 0,58 30,39
5 7 272,37 1 114,40
10 7 211,99 1 89,04
15 7 195,48 1 82,10
20 7 168,33 1 70,70
25 7 129,67 1 54,46
30 7 102,52 1 43,06
5 5 273,68 1,25 82,10
15 5 251,52 1,25 75,46
25 5 244,35 1,25 73,31
35 5 231,97 1,25 69,59
45 5 217,20 1,25 65,16
55 5 187,66 1,25 56,30
5 3 293,66 1,58 52,86
15 3 279,76 1,58 50,36
25 3 261,73 1,58 47,11
35 3 250,43 1,58 45,08
45 3 229,15 1,58 41,25
55 3 209,60 1,58 37,73

Tomado de: Autor

La fase experimental se evalué utilizando los pardmetros de puntos dptimos
obtenidos en Montalvo (2020), los cuales indicaron una solucion de inulina con un pH de
4,6, temperatura de calentamiento durante todo el proceso de 49 °C, todo lo anteriormente
mencionado en un tiempo de residencia de 1 hora (0,2 ml/min), siendo asi la combinacion
de todos estos factores los mejores resultados de la reaccion. Con este punto de partida se
replico el experimento a una escala mayor modificando el flujo de entrada de la solucion
para que existan cambios en el tiempo de residencia, siendo los nuevos flujos utilizados

3(1,58 h), 5 (1,25 h), 7 (1 h) y 11 (0,58 h) ml/min. (Anexo 1V y V)
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Se pudo determinar que no existié una diferencia significativa para los valores de
productividad entre los 3 y 5 ml/min , como a su vez entre 7 y 11 (ml/min) ya que la
variacion de los flujos es minima y por ende la reaccion fue parecida, pero en lo que si se
logré determinar una variacion a tomar en cuentas es al momento de comparar la
productividad entre 3 ml/min y 11 ml/min, ya que a menor flujo se pudo obtener una
solucion mas concentrada de fructosa, dando como resultado que el agotamiento
enzimatico esta ligado a la cantidad de flujo y velocidad con la que este pase por el método

de retencion que contiene a la enzima (inulinasa), en este caso como fue la luffa cilindrica.

Figura 18

Biorreactor en Funcionamiento

Tomado de: Autor

Para corroborar que los datos obtenidos en la fase experimental de esta
investigacion son fiables, se utilizé el programa estadistico Desing Expert 13, el cual es

un programa de analisis estadistico avanzado.
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El siguiente modelo, desarrollado a partir de la fase experimental, estima la
productividad de fructosa durante la hidrélisis enzimatica en un reactor de flujo continuo

con lecho empacado.

e Modelo para la variable de productividad en términos de factores codificados
PR = —856,56 * A — 795,59 x B — 140,33 * AB + 52,76 (Ec 4)
Donde:
PR= Productividad expresada en mg/h
A= Variable codificada para Flujo (ml/min)
B= Variable codificada para Tiempo de Residencia (min)

AB= Interaccién entre ambas variables

e Modelo para la variable productividad en términos de factores reales

PR = —138,36165 x A — 1100,03922 * B — 70,16422 * AB + 2739,78031 (Ec 5)
Donde:
PR= Productividad expresada en mg/h
A= Variable codificada para Flujo (ml/min)
B= Variable codificada para Tiempo de Residencia (min)
AB= Interaccion entre ambas variables

En la Tabla 9 se muestra el analisis de varianza (ANOVA) de los factores (Flujo
y Tiempo de residencia) y variable respuesta (Productividad), datos obtenidos de la
experimentacidn en esta investigacion, el analisis de varianza de la variable respuesta nos
permitid conocer si el modelo estadistico sugerido es util para obtener el mejor
rendimiento en la reaccion. El analisis de varianza para la productividad de fructosa nos

indica que el valor —p del modelo es significativo debido a que posee un valor-p < 0.05
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Tabla 9
ANOVA de la productividad del modelo

Fuente CSuL;rgfa?iis GL Clﬁgg%clos F-value p-value
Modelo 27326.05 3 9108.68 166.50 < 0.0001 significativo
A-Flujo 897.15 1 897.15 16.40 0.0037
B-Tiempo de
Resideﬁcia 768.39 1 768.39 14.05 0.0056
AB 803.44 1 803.44 14.69  0.0050
Residual 437.65 8 54.71
Total 27763.70 11

Tomado de: Autor

En el analisis de varianza muestra que el Valor-F del Modelo es de 254,20 por lo
tanto es significativo, y el coeficiente de determinacion (R?) es de 0.9842 lo cual indica
que los datos obtenidos son fiables, pero el (R2?) predicho es 0.9645 y se encuentra de

acuerdo con el (R?) ajustado de 0.9783; es decir, la diferencia es inferior a 0.2.

En la Tabla 10 podemos observar el coeficiente de variacion existente en los datos
de la experimentacion, el cual posee un valor de CV=3,70%, el cual al ser menor a 10%

nos indica que hay confiabilidad y una buena precision en los experimentos.

Tabla 10

Anélisis de varianza ANOVA para el modelo lineal

Término Respuesta
Desviacion Estandar 7,40
Media 200,16
R? 0,9842
R2 ajustado 0,9783

R2 predicha 0,9645
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Coeficiente de Variacion (%) 3,70

Precision Adecuada 28,5515

Tomado de: Autor

En la Figura 19 se puede apreciar los valores predichos por el programa y los
valores reales obtenidos en la experimentacion, por lo que al tener un coeficiente de

determinacion de 0,9842 nos indica que la dispersion existente es minima.

Figura 19

Valores predichos vs reales

Predicted vs. Actual

260 —

240 —

220 —

200 —

Predicted

180 —

160 —

140 —

120 —

T T T T T T T T
120 140 160 180 200 220 240 260

Actual

Tomado de: Autor

En la Figura 20 se puede apreciar la grafica de contorno, la cual nos indica los
diferentes puntos de productividad, siendo el area azul los de menor valor, teniendo a
52,86 mg/h correspondiente al flujo de 3 ml/min (tiempo de residencia = 1,58 h) como el
resultado con mas baja productividad del experimento, en cambio si nos referimos al
punto con mayor productividad, seria 161,27 mg/h referente a 11 ml/min (tiempo de

residencia = 0,58 h) ocupando el area de color rojo de la grafica. A pesar de la alta
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productividad existente en los flujos mayores, siempre se debe destacar el agotamiento

enzimatico y que el experimento manejé constantes descritas en capitulos anteriores.

Figura 20

Gréfica de contorno para la productividad del proceso

Concentracion (mg/L)

1.58

B: Tiempo de Residencia (h)

3 5 7 9 11

A: Flujo (ml/min)

Tomado de: Autor

La Figura 21 indica la gréafica del anélisis de superficie respuesta correspondiente
a la productividad en la conversion de fructosa, en la que se puede observar que se

encuentra dentro de los parametros establecidos.
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Figura 21

Disefio de superficie respuesta correspondiente a la productividad

a) Modelo superficie respuesta con vista b) Modelo superficie respuesta con vista
superior horizontal

3D Surface 3D Surface

2000

Concentracién (mg/L)

A: Flujo (ml/min)

Concentracién (mg/L)

8

£ 33
A: Flujo (ml/min) 5 e

B: Tiempo de Residencia (h)

Tomado de: Autor
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

La grafica de estudio cinético muestra continuidad en cuanto a la velocidad de
reaccion y conversion en la mayor parte del proceso de hidrolisis de inulina, lo
que permitio determinar la constante cinética que se produce a diferentes flujos y

evaluar las diferentes condiciones para el escalado del reactor.

Se logr6 determinar que la relacion geométrica de 1:2 utilizada en el escalado,
permite la mejora del proceso en cuanto a velocidad de reaccién y productividad
final de fructosa alcanzando valores que duplican al reactor original o base, lo que
permite aumentar la versatilidad del proceso y obtener los modelos matemaéticos

en el reactor.

Se determiné que la hipdétesis alternativa es aceptada, ya que los criterios de
escalado del biorreactor influyen directamente en la cinética de hidrdlisis de
inulina a fructosa, al tener valores mayores de productividad en comparacion del
reactor base y el reactor modificado, esto permite establecer que la tecnologia es
escalable para alcanzar producciones aun mayores a las obtenidas en la presente

investigacion.
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RECOMENDACIONES

Estandarizar el armado del reactor, antes del proceso de hidrolisis de inulina a

fructuosa, debido a los altos costos en reactivos e insumos.

Implementar un controlador de temperatura para la camisa de calentamiento del

reactor.

Implementar una linea de vapor en el proceso de esterilizado de la luffa para poder
realizarlo dentro del mismo equipo, facilitando la manipulacién y ahorrando

tiempo en cada llenado del reactor.

Realizar estudios en cuantificacién de los tipos de glucidos encontrados dentro de

la solucion para su posterior separacion.
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ANEXOS

Anexo |

Ficha técnica Inulina

Sigma-Aldrich. J e ageassonn.csee
FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD Pochia i revestin 13,03 2030
e scuerds ol Reglamento (CF) No. 1907,/2006 Fecha de imprexdn 06.17.2021

GENERIC 1L MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OZL DATA
SECCION 1. Identificacion de Ia sustancia © la mezcia y de Ia sociedad o la empresa
1.1 Identificadores del producto

Nombee ded producte = Inylin, from chicory

Referencia : 12258

Marca : Sigma

REACH No. : Un ndmero de registro no estd disponitée para esta sustancia,

ya que 12 sustanda o sus US0S estan exentos del registro, el
tonelaje anual No requiere registro o dicho registro estd previsto
para una fecha posterior

No. CAS : 9005-80-5

1.2 Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezda y usos
desaconsejados

Usos identificados : Reactives para laboratorio, Fabricacion de sustancas
1.3 mumaumunmumm
Compahia : Sigma-Aldrich Inc.

3050 SPRUCE ST
ST. LOULIS MO 63103
UNITED STATES

Teléfono : +1 314 771-5765
Fax : +1 800 325-5052
1.4 Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgenca : 800-424-9300 CHEMTREC (USA) +1-703-

527-3887 CHEMTREC (Intemational) 24
Hours/day; 7 Days/week

SECCION 2. Identificacion de 1os peligros
2.1 Clasificacién de la sustancia o de la mezcla

No es una sustancia o mexcla pefigrosa de acuerdo con & Reglamento (CE) n ® 127272008
2.2 Elementos de la ctigqueta

No es una sustancia o mexcla peligresa de acuerdo con & Reglamento (CE) n ® 1272/2008
2.3 Otros Peligros - ningunola)

Sgrma- 12253 Pagral dm 7

The ife sclence Dusness of Marck operates s MilipereSigma in
he US ant Canadta




Anexo 11

Ficha Técnica Inulinasa

S’GMA -ALDH’EH sigma-aldrich.com

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Specification
Product Name:
Inulinase from Aspergillus niger - aqueous glycerol solution

Product Number: 186285
CAS Number: 9025-67-6

Storage Temperature: 2-81T

TEST Specification

Density 1.10 - 1.30 g/mi

MNote —_—
Novozym is a registered trademark of Novozymes Corp.

Activity = 200
Enzymatic;
INW/G; Inulinase Units

Specification: PRD.0.ZQ5.10000060631

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information contained in
this publication. The current Specification shest may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service.
Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms
and conditions of sale.
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Anexo 111
Curva Patron de Fructosa para cuantificacion por medio de espectrofotémetro

Curva de Calibracion (Fructosa)

y = 0,4604x - 0,0153
R?=0,9913
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Anexo IV

Proceso completo de la experimentacion
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Anexo V

Metodologia DNS
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Anexo VI

Datos para la obtencion de la cinética de la reaccion

Tiempode  Flujo Tiempo de
Muestra (ml/mi  Concentrac  residencia  Productivi Concentra U=C/TR Pend
(min) n) ion (mg/L) (h) dad (mg/h) cién (mM) (mM/h) iente
5 11 244,35 0,58 161,27 1,356 233 171
10 11 191,57 0,58 126,44 1,063 1,82 1,71
15 11 148,13 0,58 97,77 0,822 1,41 1,71
20 11 103,61 0,58 68,38 0,575 099 171
25 11 59,08 0,58 38,99 0,328 056 1,71
30 11 46,05 0,58 30,39 0,256 044 171
5 7 272,37 1 114,40 1,512 1,51 1
10 7 211,99 1 89,04 1,177 1,18 1
15 7 195,48 1 82,10 1,085 1,09 1
20 7 168,33 1 70,70 0,934 0,93 1
25 7 129,67 1 54,46 0,720 0,72 1
30 7 102,52 1 43,06 0,569 0,57 1
5 5 273,68 1,25 82,10 1,519 1,22 0,8
15 5 251,52 1,25 75,46 1,396 1,12 0,8
25 5 244,35 1,25 73,31 1,356 1,09 0,8
35 5 231,97 1,25 69,59 1,288 1,03 0,8
45 5 217,20 1,25 65,16 1,206 0,96 0,8
55 5 187,66 1,25 56,30 1,042 0,83 0,8
5 3 293,66 1,58 52,86 1,630 1,03 0,63
15 3 279,76 1,58 50,36 1,553 098 0,63
25 3 261,73 1,58 47,11 1,453 092 0,63
35 3 250,43 1,58 45,08 1,390 0,88 0,63
45 3 229,15 1,58 41,25 1,272 0,80 0,63
55 3 209,60 1,58 37,73 1,163 0,73 0,63
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Anexo VIl

Costos del equipo

Reactivos/insumos/Equipos Unidades Unidad  Precio $
de medida USD
Luffa Cylindrica 1 Unidad 2,60
Agua destilada 2 galones 8,00
Inulinasa 1 kg 130,00
Inulina sigma 10 gramos 64,02
Acido citrico 1 kg 3,50
Bombas 2 5V 33,50
Mangueras 100 cm 1,00
Ensamble de bombas 30,00
Construccion del reactor 60,00
Total general 332,62
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