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RESUMEN

Los jarabes de glucosa se pueden obtener a partir de la hidrolisis del almidén. Esta
técnica ha sido utilizada durante muchos siglos presentando como principal desventaja
la inhibicidn de enzimas y necesitar una posterior purificacion de los jarabes obtenidos.
Una de las maneras de disminuir estas desventajas es la integracion del sistema de
reaccion de hidrdlisis enzimética junto con la separacion de producto por medio de
membranas, llamado “In Situ Product Recovery (ISPR)”. Los estudios reportados
utilizando ISPR, se han enfocado en la alimentacién continua de sustrato y han
observado un incremento de las eficiencias comparados con produccién en discontinuo.
Ademas, otros estudios con diferentes enzimas han reportado que existe inmovilizacién
en las membranas por mecanismos de ensuciamiento. Sin embargo, hasta el momento
no se han explicado las reacciones que ocurren en la membrana y los parametros de
operacion que afectan la produccion de jarabes de glucosa en el proceso ISPR.

Esta investigacion tuvo como proposito establecer el efecto de las enzimas
inmovilizadas por ensuciamiento de la membrana en el disefio del proceso de hidrolisis
enzimatica y recuperacion de jarabe de glucosa in situ. Se realizaron cinco etapas
presentadas en cada capitulo. En la primera etapa se realizd una revision conceptual de
los parametros de operacion de los procesos de hidrdélisis enzimaética y separacion con
membranas, identificando el pH y la temperatura como pardmetros en comun que
pueden afectar la inmovilizacion de las enzimas durante la operacion del ISPR.

La segunda etapa evalud el proceso de hidrdlisis enzimatica para la licuefaccion y
sacarificacion del almidon de trigo y su aplicacion en un residuo agroindustrial. Se
llevaron a cabo disefios estadisticos de superficie de respuesta, encontrandose las
mejores condiciones para la produccion de glucosa y un modelo empirico en modo
discontinuo evaluando los parametros de operacion como pH, temperatura y relacién
enzima/sustrato. En la tercera etapa se realizd una revision de los diferentes modelos
cinéticos planteados para la hidrolisis enzimatica en procesos discontinuos. Se
selecciond el modelo representado por Morales et al. (2008) el cual plantea los efectos
de la produccién de los diversos oligosacéaridos, temperatura e inactivacion enzimatica
para los procesos de licuefaccion y sacarificacion. Se adiciono el efecto del pH segun lo
planteado por Tijskens et al. (2001) y se valido el modelo presentando un buen ajuste de
parametros.

Teniendo claro el comportamiento de la hidrélisis enzimatica en procesos discontinuos,
se realizd la etapa cuatro, evaluando los pardmetros en comun de la hidrolisis
enzimatica y el proceso de membranas. Para poder identificar el efecto que genera el
uso de membranas en la hidrélisis enzimatica, se operd el sistema en modo de
diafiltracion discontinua, evitando el ingreso de nuevo sustrato y enzimas que puedan
influenciar en el incremento de la produccion de glucosa. Como aporte novedoso de
investigacion, se utilizaron membranas sumergidas con material PVDF en un reactor de
1,5L, las cuales no han sido reportadas hasta el momento. Se realizd un disefio



estadistico de Box-Baken observando los efectos de pH y temperatura que mejoran la
produccion de jarabes de glucosa, analizando la respuesta de estos pardmetros respecto
al flux de las membranas. Esta etapa permitié obtener las mejores condiciones que
maximizan la produccion de jarabes de glucosa y se valido que existe inmovilizacion de
enzimas en las membranas al operar el proceso ISPR.

Con la validacion de las enzimas inmovilizadas, se realizé la Gltima etapa en la que se
plantea un modelo heterogéneo, identificando los efectos de transferencia de masa
interna y externa por las enzimas inmovilizadas en la membrana, y el aporte de las
enzimas libres en el proceso ISPR. Se utiliz6 como base el modelo de hidrdlisis
enzimética para la sacarificacion de la etapa tres, que incluye la produccion de los
diversos oligosacaridos, efectos de temperatura, inactivacion enzimética y pH.
Posteriormente se realizd la cinética del almiddén de trigo puro y un residuo
agroindustrial, validando el modelo heterogéneo. Este nuevo modelo heterogéneo
planteado presenta un nuevo aporte a la comunidad cientifica, siendo mas completo que
los modelos basicos de Michaels-Menten que se han reportado. Ademas, este modelo se
puede aplicar a otros sistemas con enzimas inmovilizadas y libres en el mismo reactor.

En general, los resultados de esta investigacion permitieron establecer el efecto de las
enzimas inmovilizadas por ensuciamiento de la membrana durante la operacion del
proceso ISPR en modo de diafiltracion, con membranas sumergidas y utilizando el
material PVDF. Este aporte permitird complementar un analisis especifico de los efectos
de transferencia de masa y no unicamente enfocandose en las eficiencias del proceso
como lo reportado en estudios con alimentacion continua.

Palabras clave:
Biorreactor de membranas, catalisis enzimatica, inmovilizacion, jarabes de glucosa,
modelo heterogéneo, residuo agro-industrial.



ABSTRACT

Glucose syrups can be getting from starch hydrolysis. This method has been used
during centuries ago with the disadvantages as the enzyme inhibition and purification
process. A way to decrease the disadvantages is with the process called In Situ Product
Recovery — ISPR, consisting of the integration between hydrolysis process and
membranes. The previous articles have used continuous substrate feed and they show
more efficiency compared with fed-batch. Also, others articles with different kind of
enzymes have showed that the enzymes can be immobilized by membrane fouling. So
far, there is not an explanation about the reaction inside the membrane and the
parameters that affect the glucose syrup production on ISPR process.

The objective for this research was establish of the effect from immobilized enzymes by
fouling of the membrane in the design of starch hydrolysis process and in situ glucose
syrup recovery. There were five stages present in every chapter. The first chapter
presents a review about the operation parameters of the enzymatic hydrolysis and
separation with membranes. The pH and temperature are the common parameters
between both process and they can affect the enzyme immobilization during the
operation ISPR.

The second stage evaluated the enzymatic hydrolysis for the liquefaction and
saccharification process with pure wheat starch and its application with an agro-
industrial waste. A response surface design was applied to get the best conditions for the
glucose syrup production and a fed-batch empiric model with pH, temperature and
enzyme/substrate rate. The third stage shows an enzymatic hydrolysis Kinetic model
review in batch process. The most completely model has the effect on the
oligosaccharides production, temperature and enzyme inactivation for the liquefaction
and saccharification process. The model improved with the addition of pH effect and
validate with well adjust parameters.

The fourth stage evaluated the common parameters between enzymatic hydrolysis and
membrane process. To identify the effect to use membranes with enzymatic hydrolysis,
ISPR process operated in diafiltration semi-continuous mode avoid adding new
substrate and enzymes that they can increase the glucose syrup production. Innovate
contribution of this research is the use of submerge membranes PVDF in 1.5L volume
reactor, there are not any report. Statistical design of Box-Baken was applied with pH
and temperature parameters to get the best conditions and maximize the glucose syrups.
Also, this stage shows that the enzymes are immobilized in/fon the membrane when
ISPR process has operated.

With the enzymes immobilized in/on the membrane, the last stage shows a new
heterogeneous model. This model identified the internal and external mass transfer by
enzymes immobilized in/on the membrane with Michaels-Menten kinetic. The model
was validated with pure wheat starch and an agro-industrial waste. This new
heterogeneous model presents a new contribution for the scientific community because
it is more complete than others basic models reported. Also, this model can be used in
others systems with enzymes immobilized and free in the same reactor.



In general, the results of this research allow establish the effect of enzymes immobilized
by fouling of the membrane during the ISPR operation in diafiltration mode, submerges
membranes and PVDF material. This contribution will allow a specific analysis effect
of internal and external mass transfer, different with the other research focus in the
efficiency of the process.

Key words:
Agro-industrial waste, enzymatic hydrolysis, glucose syrups, heterogeneous model,

immobilization, membrane bioreactor.



OBJETIVOS DE INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Establecer el efecto de las enzimas inmovilizadas por ensuciamiento de la membrana en
el disefio del proceso de hidrolisis enzimatica y recuperacion de jarabe de glucosa in
situ.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Relacionar las variables y parametros de operacion méas importantes de la
hidrélisis enzimética y separaciobn por membranas que incrementan la
inmovilizacion de enzimas.

e Formular la cinética heterogénea para el proceso de hidrolisis con enzimas
inmovilizadas por ensuciamiento de la membrana.

e Integrar el proceso de hidrolisis enzimatica con la cinética heterogénea de las
enzimas inmovilizadas en la membrana
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CAPITULO 1: FUNDAMENTOS Y ANTECEDENTES DE
LA PRODUCCION DE JARABES DE GLUCOSA Y
APLICACION CON MEMBRANAS

1.1 INTRODUCCION

En este capitulo se sintetizan algunos conceptos y aspectos claves de los procesos de
hidrélisis enzimética y operacion con membranas. En el proceso de hidrolisis
enzimatica se presentan las caracteristicas de la produccion de jarabes de glucosa como
la gelatinizacion, licuefaccion y sacarificacion. Se incluyen los parametros de operacion
que influyen en la produccion de jarabes de glucosa a partir de almidon. Posteriormente,
para el proceso de membranas, se presentan conceptos claves de operacion y aplicacion
en la recuperacion de jarabes de glucosa. Y finalmente, se presentan los parametros de
operacion en comun entre el proceso de hidrolisis enziméatica y membranas que afectan
la inmovilizacion de enzimas.

1.2 PRODUCCION DE JARABES DE GLUCOSA

Los jarabes son liquidos de consistencia viscosa que generalmente estan conformados
por soluciones concentradas de azucares como la sacarosa (aztcar comun), en agua o en
otro liquido. Los jarabes se usan desde hace mucho tiempo y antes de descubrirse el
azucar, estos se preparaban con miel (Gerena Baron, 2013).

El jarabe de glucosa es uno de los productos mas utilizados por diversos tipos de
industrias como fermentacién alcohdlica, alimentos, helados, confiteria, carnes
procesadas, farmacéuticos, entre otros (Davila et al. 2014; Rodriguez Reinoso, 2011).
Estos aportan textura, brillo, disminuyen la temperatura de congelacion, es
anticristalizante del azucar y regulador del dulzor (Hull, 2010; Rodriguez Reinoso,
2011) y se pueden obtener a partir de residuos agroindustriales que contengan celulosa
y/o almidén.

El almidén es la fuente de carbohidratos mas importante en el planeta y su produccion
mundial ha aumentado continuamente en los ultimos afios, debido a la demanda
constante de las industrias que consumen almidon (Fujita, 2017; Hua & Ruijin, 2016).
Quimicamente, el almidén se compone de dos polimeros de diferente estructura: la
amilosa y la amilopectina. La amilosa contiene el mondémero de D-Glucosa
representado como anillos de piranos, unidos en el enlace glucosidico a-1,4, siendo un
polimero de cadena lineal o recta (Cruz, 2012). La amilopectina, con mayor peso
molecular, es un polimero del mondémero de D-Glucosa de cadenas ramificadas de
longitud mediana unidos en la cadena principal mediante el enlace glucosidico a-1,4 y
con enlaces 0-1,6 en los puntos de ramificacion, formando una estructura ramificada
(Fujita, 2017) como se observa en la Figura 1.1.
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Enlace o-1,4 Enlace a-1,4 Enlace a-1,4 Enlace a-1,4 Enlace a-1,4
Figura 1.1 Enlaces glucosidicos de almidén para amilosa y amilopectina.
Fuente: Modificado de Fujita (2017)

Generalmente, la amilopectina representa entre 70 — 80% p/p y la amilosa entre 20 —
30% p/p del almidon en base seca (Acevedo-Estupifian et al. 2015). La composicion
quimica del almiddn varia dependiendo de la fuente, como se observa en la Tabla 1.1

Tabla 1.1 Contenido y composicion de diferentes fuentes de almidén

Materia prima | % Almidén | %Amilosa %Amilopectina
Arroz 62 — 86 18 82
Maiz 70-75 26 74
Trigo 57 -75 25 75
Yuca 14 - 40 17 83
Papa 12-14 20 80

Fuente: Hua & Ruijin (2016); Mahmood et al. (2017)

La Tabla 1.1 presenta las principales fuentes industriales de almidén como arroz, maiz,
trigo, yuca y papa (Apar & Ozbek, 2007). Los porcentajes de almidon de estas fuentes
varian entre un 12 a 86%, presentando al maiz, trigo y papa un mayor contenido de
amilosa, lo que facilitaria la produccion de jarabes de glucosa.

La amilopectina es la responsable de la estructura del granulo de almidén, el cual
consiste de areas cristalinas (cristales, micelas) y no cristalinas (amorfas, fase gel),
arregladas en capas concéntricas como se presenta en la Figura 1.2.

Capa amorfa

Capa semi-cristalina

Lémina Cristalina

Lamina amorfa

Capa amorfa

(a) (b)
Figura 1.2 Representacion esquematica de la estructura granular del almidén: (a) un granulo con capas

amorfas y semicristalinas, (b) vista expandida de la capa semicristalina de un anillo creciente.
Fuente: Sandoval et al. (2005)
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Las capas cristalinas estan conformadas por dobles hélices de las ramificaciones de la
amilopectina, mientras que los puntos de ramificacion estan en las zonas amorfas. El
almidon presenta un grado de cristalinidad entre 20-40% (Sandoval et al. 2005).

Para obtener los jarabes de glucosa se llevan a cabo cuatro operaciones: Gelatinizacion,
licuefaccidn, sacarificacion y purificacion, representados en la Figura 1.3.

' “u

Almidon

Buffer |

Gelatinizacion

a-Amilasa |

Waltodextrinas

Licuefaccion

Glucoamilasa m

Sacarificacion

Residuos ¢ | Purificacion Jarabe de glucosa

Figura 1.3 Operaciones para la produccidn de jarabes de glucosa a partir de enzimas
Fuente: Elaboracion propia

La produccién de jarabes de glucosa comienza con la gelatinizacién, ya que los granulos
de almiddn son practicamente insolubles en agua fria. Por lo tanto, se calientan con
exceso de agua para liberar los polimeros de amilosa y amilopectina, permitiendo el
acceso de las enzimas para la produccion del jarabe (Ruiz et al. 2011).

La Figura 1.4 presenta las transiciones de fase de estado y de aparicion del almidédn
durante el calentamiento. Calentar una mezcla de almidon y agua experimenta, en
primer lugar, la transicion vitrea reversible. Si la temperatura aumenta mas, se puede
detectar el proceso de gelatinizacion irreversible (Sandoval et al. 2005; Schirmer et al.
2015).

La transicion vitrea de las suspensiones es una transicion inducida por la temperatura de
un estado vitreo amorfo a un estado progresivamente mas viscoso. Esta "absorcion de
agua" en regiones amorfas es ciertamente posible antes de que se completen los pasos
irreversibles dentro del proceso de gelatinizacion. Los cambios estructurales resultantes
de la transicion vitrea facilitan la hidratacion y la disociacion de dobles hélices en
cristalitos. La disociacion de los cristalitos se inicia despues de la temperatura de
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transicion vitrea de las regiones amorfas, y se denomina gelatinizacion (Schirmer et al.
2015).

Temperatura
(°C) e,
.. %
120 - ."2
- e,
Gelatinizacion
ﬂ Irreversible
100 - ‘
I S — Transicion vitrea
50 .
&

Gelatinizacion
Reversible

Tiempo de proceso

Figura 1.4 Diagrama de fase del estado y la transicidn de fase del almidon con perfil de temperatura.
Fuente: Modificado de Schirmer et al. 2015

La gelatinizacion se inicia por la absorcion de agua en los granulos que conduce a la
hidratacion de la capa amorfa y la interrupcién simultanea de enlaces de hidrégeno. En
un cierto grado de expansion de los granulos provocada por la hidratacion, las tensiones
desestabilizadoras y perturbadoras inducidas por el hinchamiento de los anillos amorfos
se transmiten ademas a los cristalitos. Este proceso estd mediado por largas cadenas
amilopectina que interconectan los grupos de cadenas laterales dentro de las regiones
semicristalinas, asi como dentro de las dos regiones alternas semicristalinas y amorfas.
La continua transferencia de calor da como resultado cambios irreversibles
comprobados con la gelatinizacion de los granulos de almidon (Jenkins & Donald,
1998).

La gelatinizacion representa la mayoria de los cambios estructurales de los granulos de
almidén que se producen durante el calentamiento de un sistema con una relacion
almidon/agua. Estos cambios ocurren en un rango de temperatura definido para
diferentes fuentes de almidon debido a las propiedades especificas (Schirmer et al.
2015). La Tabla 1.2 presenta un rango de contenido de agua, temperaturas y tiempos
utilizados para el proceso de gelatinizacion y diferentes materias primas.

Tabla 1.2 Condiciones de proceso de gelatinizacion para diferentes materias primas de almidon

Tipo DOS!S (,je Temperatura | Tiempo .
Almidon almidon °C) (horas) Referencia
(%6p/p)

Trigo 32-35 105 - 110 0,08-0,12 Genencor, 2006
5-20 50-90 0,1-1 Baks et al. 2008
10 66 0,5 Ruiz et al. 2011

Yuca Krajang & Chamsart,
20 60 1 2015

Papa 28 97 0,5 Betiku et al. 2013

Maiz 10-60 90 1 Li et al. 2015
70 aprox. 90 0,08-0,25 Zabed et al. 2016
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Dependiendo de la estructura del almiddn semicristalino, la temperatura exacta para la
transicion vitrea puede ser dificil de detectar, lo cual se observa en la Tabla 1.2. En
general, se han evaluado diferentes dosis de almidon o contenido de agua, utilizando
temperaturas promedio entre 50 a 110°C con un tiempo entre 0,08 y 1h. Esto es debido
a la dependencia de la temperatura de la transicion vitrea, la cual se ve afectada por
factores como las propiedades de barrera del almidon amorfo (permeabilidad y
porosidad), la densidad, el volumen libre y la densidad energética (Schirmer et al.
2015).

A partir del almidon gelatinizado se continda con el proceso enzimatico utilizando
amilasas: alfa-amilasas para el proceso de licuefaccion y glucoamilasas para el proceso
de sacarificacion. La Figura 1.5 presenta un esquema de la accion de estas enzimas en el
almidon.

Enlace a-1-4

ototototorelebes acaclorioloney

Amilosa

o
Enlace a-1-6
SO0V &G

Amilopectina
(a) (b)

L8 bbbbbbbdb
Qe 3,QQ
Q5

L5888 5L E

(c) (d)

Figura 1.5 Esquema del efecto de la accién de las enzimas que degradan el almidén.

(a) estructuras de amilosa y amilopectina. (b) Efecto de a-amilasa fungica sobre amilosa y Amilopectina
(proceso de licuefaccidn). (c) Efecto de una enzima desramificante sobre amilosa y Amilopectina
(proceso de licuefaccién). (d) Efecto de la enzima glucoamilasa en amilosa y Amilopectina (proceso de
sacarificacion).

Fuente: Olsen, 1995

La licuefaccion es llevado a cabo por enzimas alfa-amilasas que hidrolizan
aleatoriamente el enlace quimico a-1-4 en amilosa y amilopectina, produciendo
maltodextrinas con 5 a 10 unidades de glucosa, pequefias cantidades de polisacaridos de
alto peso molecular, maltosas, maltotriosas y maltopentosas con un equivalente de
dextrosa (DE) entre 15-30 (Baks et al. 2008; Ruiz et al. 2011; Cruz, 2012; Tomasik &
Horton, 2012). Este procesamiento enzimatico del almidon permite una reduccion
rapida en la viscosidad de la solucion en virtud de una hidrdlisis parcial (Cruz, 2012).
La Tabla 1.3 presenta condiciones del proceso de licuefaccion para diferentes materias
primas.
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Tabla 1.3 Condiciones del proceso de licuefaccion para diferentes materias primas de almidon

Tipo

Relacion E/S

Temperatura

pH

Tiempo

Almiden Enzima (%) °C) (und) (Hora) Referencia
o amilasa de B. yankov et al
licheniformis 56 U/mL 100 7,0 NR 1986 '
MB-80
o amilasa BAN Ewa Nebesn
240L de Novo 0,15%p/p 80 6,5 NR Y.

. 1998
Nordisk
. Ozbek &
0,
Gemsize 4A 0,25 %viv 65 6,5 0,5 Yuceer, 2001
o amilasa
A6814, A6211 Apar &

Trigo y A3403 de NR 40 6,5 1,5 Ozbek, 2004a
Sygma
company.

Termamyl type

L. De 10%plp 50 5,8 NR Baks et al.
2008

Novozymes

Liquozyme .

SC DS de 130 U/g 80 5,0 NR Ruiz etal.
2011

Novozymes.

Liquozyme .

Supra de 0,068%p/p | 90 7.0 2 Smrckovd et
al. 2013

Novozymes

Starmax TG 120 o Collares et al.

de Prozyn 0.8%p/p % 55 1 2012

Liquozyme .

SC DS de 0,01-0,2%plp | 85 4550 |2 Virunanon et
al. 2013

Novozymes.

Yuca Amilasa UEB-S | 4U,90U y 80 50 2 Khawla et al.
(purificada) 135U ’ 2014
Spezyme alpha .
de Bacillus Cinética Krajang &

. - . NR 40 NR Chamsart,
licheniformis de de 72h
2015
Genencor
Spezyme® Fred 0 Murthy et al.

Papa de Genencor 0,66%p/p %0 58 L5 2009
Enzima 0 Betiku et al.
purificada 1%viv 56.4 6.5 1 2013

Johnston &
2%‘9;3’(2“;?“52?‘1 NR 90 58 1 McAloon
2014

Maiz Alfaamilasade | 12U/igde | o5 6,0 2 Lietal. 2015
Bacillus subtilis | almidon
Spezyme® Fred 0 Zabed et al.
de Genencor 0,003% p/p 0 6 2 2016

NR: No reporta

Como se observa en la Tabla 1.3 existen diferencias entre las condiciones del proceso
de licuefaccion dependiendo de las propiedades, tipo y porcentaje de almidén utilizado
que define la dosis de enzima/sustrato oscilando entre 0,003 hasta 10%p/p. En general,
enzimas alfa-amilasas tienen mejor desempefio en el rango de temperatura 40-100°C y
pH de 4,5-7,0 lo que indican que toleran los medios alcalinos mejor que las soluciones

acidas.

Las enzimas alfa-amilasas son producidas por una variedad de bacterias y hongos
(Presecki et al. 2013). Las a-amilasas producidas por el género Bacillus, como Bacillus
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licheniformis, Bacillus stearothermophilus y Bacillus amyloliquefaciens (Pandey et al.
2000; Konsoula & Liakopoulou-Kyriakides, 2007) y algunos Actinomicetos
termoestables, incluidos Thermomonospora y Thermoactinomyces, tienen una buena
termoestabilidad, que puede cumplir con los requisitos de licuefaccion en la industria
del almidon (Sindhu et al. 1997). El peso molecular reportado para las a-amilasas
provenientes de Bacillus licheniformis se encuentra alrededor de los 60kDa (Cheetham,
1991; Ivanova et al. 1993; Mendu et al. 2005).

Los hongos que producen a-amilasa se han limitado principalmente a algunas especies
de hongos mesofilos, principalmente Aspergillus y Penicillium (Kathiresan &
Manivannan 2006). La produccion de a-amilasa por Aspergillus ha atraido cada vez méas
atencion ya que la cepa puede secretar o-amilasa extracelular con cantidades
considerables y alta actividad hidrolitica (Jin et al. 1998). Ademas, Aspergillus puede
tolerar un pH de fermentacion bajo (< 3) evitando la contaminacion por bacterias.

Son también conocidas como a-1,4glucanohidrolasa EC 3.2.1.1 es una glucanasa
endoactiva que cataliza la hidrdlisis al azar de los enlaces a-(1,4) glicosidicos de la
region central y con una velocidad de hidrolisis més lenta en los enlaces cercanos a los
puntos de ramificacion de las cadenas de amilosa y amilopectina (Suckling, 1990;
Akerberg et al. 2000). La hidrdlisis de la amilopectina por esta enzima produce glucosa,
maltosa y una serie de maltodextrinas que contienen enlaces ramificados conformados
por cuatro o mas residuos de moléculas de glucosa que presentan enlaces o -1,6
provenientes de las uniones glucosidicas de la estructura original. Los productos
obtenidos en mayor concentracion son maltosa, maltotriosa y maltopentosas,
hidrolizando completamente la maltohexosa (Cheetham, 1991; Presecki et al. 2013).

Se cree que las enzimas clasificadas en la familia oa-amilasa (GH13) tienen un
mecanismo de accion similar, por lo que se cree que los restos de aminoacidos
cataliticos son comunes a todas las enzimas (Svensson, 1994 citado por Hua & Yang,
2016). EI doble mecanismo de accion de las alfa-amilasas citado por Hua & Yang
(2016) se presenta en la Figura 1.6.

En primer lugar, el grupo carboxilo de la enzima protona el oxigeno glucosidico en el
sustrato, dando como resultado la division del enlace C1-O y la formacién transitoria de
un estado de transicion de iones como oxocarbenio. Mientras tanto, un grupo
carboxilico disociado ataca nucleofilicamente el carbono anomérico del azlcar para dar
un intermedio de la enzima B-glicosil mientras que la aglicona del sustrato sale del sitio
activo. En la segunda etapa, el proceso descrito se invierte esencialmente mediante un
ataque en el centro anomérico por una molécula de agua activada por la forma
carboxilato del donador de protones.

Una de las caracteristica de las enzimas alfa-amilasas provenientes de Bacillus
licheniformis es que pueden actuar en presencia de bajo contenido de calcio, ya que
estas enzimas contienen tres iones de calcio por molécula que participan en la
estabilizacion de su estructura tridimensional y evitan que la enzima se inactive
(Presecki et al. 2013; Hua & Yang, 2016).

El resultado de las alfa-amilasas hidrolizan en general el almidon entre 30-40% vy el
siguiente proceso de sacarificacion entre 50-90% utilizando enzimas glucoamilasas
(Tomasik & Horton, 2012; Hua & Yang, 2016). Las enzimas glucoamilasas o
amiloglucosidasas EC 3.2.1.3 son empleadas en la produccion de jarabes de glucosa, ya
que tienen la capacidad de hidrolizar los enlaces a-1,4 de los extremos no reductores de
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polisacaridos para la formacion de glucosa. Estas enzimas también poseen la capacidad
de hidrolizar enlaces a-1,6 a mas baja velocidad (Cruz, 2012). La Tabla 1.4 presenta
condiciones del proceso de sacarificacion para diferentes materias primas.
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Figura 1.6 Mecanismos de las O-glicosil hidrolasas: (a) mecanismo de retencién; (b) mecanismo de

inversi
Fuente: Hua &

on
Yang, 2016

Tabla 1.4 Condiciones del proceso de sacarificacion para diferentes materias primas de almidon

Tipo Enzima Relacion E/S | Temperatura | pH | Tiempo Referencia
Almidén (%) (°C) (und) | (Horas)
Glucoamilasa AMG . )
Trigo 300L de Novo 0’2’09’2/5’ 03 60 4,5 72 Nebelsggget al.
Nordisk PP
Spirizyme Ruiz et al.
Fuel from Novozymes 58 Ulg 46 45 0,75 2011
Starmax GA 400 de 0 Collares et al.
Prozym 0,52%p/p 60 4 4 2012
Yuca Spirizyme 0,046- 70 4,5- 2 Virunanon et
Fuel from Novozymes 0,066%p/p 5,0 al. 2013
Krajang &
DISTILLASE ASP de 0,1%p/p 40 NR 72 Chamsart,
Genencor
2015
Enzima purificada 1 %vliv 45 NR 1 Betlzlz)ulgt al.
Papa Amiloglucosidasa de 9U 60 45 24 Khawla et al.
Novozyme ' 2014

NR: No reporta
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Como se observa en la Tabla 1.4 existen diferencias entre las condiciones del proceso
de sacarificacion dependiendo de las propiedades, tipo y porcentaje de almidén utilizado
que define la dosis de enzima/sustrato las cuales varian entre 0,046 hasta 0,52%p/p. En
general, enzimas glucoamilasas tienen mejor desempefio en el rango de temperatura 40-
70°C y el rango pH entre 4,5-5,0 unidades.

La glucoamilasa puede ser producida tanto por hongos como por bacterias. Los diversos
hongos que sintetizan glucoamilasa son activos a temperaturas mas altas como
Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Aspergillus terreus, Mucor rouxians, Mucor javanicus, Neurospora crassa, Rhizopus
delmar, Rhizopus oryzae (Pandey et al. 2000) y Arthrobotrys amerospora (Jaffar et al.
1993; Norouzian & Jaffar, 1993). El peso molecular de las glucoamilasas de diversas
fuentes fungicas suele estar en el rango de 60 a 70 kD (Cruz, 2012).

Estas enzimas presentan un mecanismo clasico de desplazamiento en un solo paso
Koshland, que implica la transferencia de protones del catalizador al oxigeno
glucosidico del enlace escindible (Weil et al. 1954). ElI mecanismo intermedio del i6n
oxocarbenio se considera adecuado para la glucoamilasa (Chiba, 1997) y este
mecanismo es sustancialmente un mecanismo catalitico &cido base general.

En general se ha identificado que los parametros que afectan la produccidon de jarabes de
glucosa en los procesos de licuefaccion y sacarificacion son la temperatura, el pH, la
concentracion de sustrato y la dosis de enzima.

Efecto de la temperatura

La temperatura puede alterar significativamente la susceptibilidad del almidon en la
hidrdlisis enzimatica siendo un factor crucial en la actividad de la enzima. Una
temperatura demasiado alta puede desactivar completamente la enzima, aunque las
enzimas desactivadas de forma incompleta pueden restaurar su actividad (Guzman-
Maldonado et al. 1993; Vijayakumar et al. 2005). Por debajo de la temperatura de
inactivacion, el perfil del producto de hidrélisis cambia con la temperatura y depende
del origen del almidon (trigo, yuca, papa, maiz, entre otros) (Tomasik & Horton, 2012;
Presecki et al. 2013; Virunanon et al. 2013).

Cambios en la temperatura altera de manera irregular la hidrolisis de los almidones de
maiz, trigo, arroz y papa con alfa amilasa de B. subtilis a 50 y 60°C a pH 6,0. El orden
de hidrolisis de tales almidones después de 1 h a 50°C cambi6 de arroz> papa = trigo >>
maiz a papa> trigo >> arroz> maiz después de 1 h de hidrolisis a 60°C (Sujka et al.
2006).

Efecto del pH

Las alfa-amilasas permiten que los procesos funcionen a un pH maés bajo, ya que su
rendimiento éptimo generalmente es de alrededor de pH 5-7 (Yankov et al. 1986; Ruiz
et al. 2011; Smrckova et al. 2013; Khawla et al. 2014). El pH optimo es especifico para
cada enzima dada. Con las alfa amilasas, un pH inferior suprime la formacién de
maltotetraosa y productos de oligosacaridos superiores. A medida que el pH aumenta,
aumenta el rendimiento de maltotetraosa y mayores oligosacaridos (Ramesh & Lonsane,
1989). Para las glucoamilasas, el rango de pH reportado es 4,5-5,0 unidades, lo que
indica que cualquier cambio de pH puede influir en la estabilidad de la enzima y afectar
la hidrdlisis (Ewa Nebesny, 1998; Murthy et al. 2009; Khawla et al. 2014; Zabed et al.
2016).
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Efecto de la concentracion de sustrato y la dosis de enzima

La concentracion de la suspension de almidén también es importante. Las amilasas
provenientes de bacterias, presentan buena hidroélisis entre 2-30% de almidon, por
encima de cuya concentracion se inhiben las enzimas (Slaughter et al. 2011). Los
primeros estudios de Myrback & Johansson (1945) y Eadie (1926) citados por Tomasik
& Horton, (2012) sobre el modo de accion de las amilasas en almidon, confirmaron que
la tasa de hidrolisis es una funcién del tipo de almidon y la afinidad de los almidones
por las enzimas es igual a su concentracion.

Apar & Ozbek (2004b) evaluaron concentraciones de almidén de 10 a 80 g/L=1%, 2%,
4%, 8% Yy observaron que al aumentar la cantidad de almidon, el grado de hidrdlisis se
redujo desde 83,5 hasta 75,9% (reduccion de 9,1%) al final de 10 minutos, debido a una
mayor producciéon de inhibidores como resultado de una mayor concentracion de
almidon. La concentracion de sustrato debe ser analizada con la cantidad de enzima
utilizada para lograr una adecuada hidrdlisis de acuerdo con la relacion enzima/sustrato.
Zanin & De Morales (1996) y Hua & Ruijin (2016), indican que al aumentar la dosis de
enzima, aumenta la velocidad de reaccion hasta un cierto maximo, pero un mayor
aumento en la cantidad de enzima tendria poco efecto, confirmando que es necesario
encontrar una relacion adecuada de enzima/sustrato.

1.3 PURIFICACION DEL JARABE DE GLUCOSA

Después de producirse los jarabes de glucosa provenientes de la hidrolisis enzimatica,
es necesario retirar y/o inactivar las enzimas y el almidén no hidrolizado, los cuales
aportan turbiedad al jarabe, para posteriormente ser utilizados en la industria alimenticia
(Olsen, 1995; Menkhaus et al. 2010). Los métodos que se llevan a cabo incluyen
sedimentacion, floculacion, filtracion y en algunos casos un tratamiento con carbono
para la eliminacion de impurezas organicas solubles junto con el intercambio i6nico
(Olsen, 1995; Singh & Cheryan, 1998; Dominguez et al. 2004).

Estos métodos requieren de espacios grandes y en algunas ocasiones la adicién de
quimicos que incrementan los costos por almacenamiento, inestabilidad en el proceso
productivo y disposicién final. De acuerdo a lo anterior, existen diversas alternativas
técnicas que son rentables, faciles de incorporar dentro de los sistemas existentes y no
contaminantes, como los procesos de separacion por membrana (microfiltracion,
ultrafiltracion, nanofiltracion, intercambio i6nico o electrodialisis), principalmente la
microfiltracion y ultrafiltracion, ya que son adecuados para la separacion y eliminacion
del color sin ningin efecto negativo sobre la calidad nutricional del jarabe (Hamachi et
al. 2003; Abels et al. 2013).

Una membrana se denomina a las barreras delgadas entre dos medios fluidos, a través
de las cuales bajo la accién de una fuerza (diferencia o gradientes de presion,
concentracion, temperatura o potencial eléctrico), tiene lugar un transporte que permite
la transferencia de determinados componentes de un medio al otro a través de ella y
evita o restringe el paso de otros componentes (Benito et al. 2004). En todos los
procesos con membranas existen tres corrientes como se presentan en la Figura 1.7.
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Figura 1.7 Corrientes dentro de las membranas
Fuente: Raventds & Duarte, 2005

1) Alimento: Solucién que se quiere tratar.

2) Permeado: Corriente que es capaz de pasar a través de la membrana. Esta constituido
por el solvente y algunos solutos. Es rico en sustancias con tendencia a atravesar la
membrana.

3) Retenido: Corriente que no ha pasado a través de la membrana. Ha perdido parte de
la disolucion del alimento y, por tanto, aumenta la concentracion de sustancias que no
pueden atravesar la membrana.

Las membranas de méas aplicacién en la industria alimentaria son las de microfiltracion
(MF) y ultrafiltracion (UF), ya que pueden trabajar a altas temperaturas y garantizan una
desinfeccion y esterilizacion de los sistemas en que se manipulan alimentos, a la vez
que se mantienen sus cualidades organolépticas. El transporte a través de este tipo de
membranas se efectla por la accién de la presién como fuerza impulsora (Raventds &
Duarte, 2005). La Tabla 1.5 presenta los tamarfios y presiones aplicadas en los procesos
de microfiltracion y ultrafiltracion.

Tabla 1.5 Diferentes presiones de trabajo en procesos de membrana

Membrana Tamafio de poro Presion Aplicaciones tipicas

(um) aplicada (bar)
Microfiltracion (MF) 10 -0,05 01-2 Separacién de coloides y particulas
Ultrafiltracion (UF) 0,05 - 0,002 1-10 Separacion de macromoléculas

Fuente: Beier (2006)

La microfiltracion y ultrafiltracion son basicamente similares en que el modo de
separacion es tamizado molecular a través de poros cada vez mas finos. Las membranas
de microfiltracion filtran particulas coloidales y las bacterias de 0,1 a 10 micras de
didmetro. Las membranas de ultrafiltracion se pueden utilizar para filtrar
macromoléculas disueltas, tales como proteinas a partir de soluciones (Baker, 2004).

Una de las razones mas importantes por las que el proceso de membranas no se utiliza
en la industria es la disminucion del flux durante la filtracion. El ensuciamiento puede
resultar en un aumento en los costos operativos, debido a un aumento de la demanda de
energia, mano de obra adicional para el mantenimiento, la limpieza y los costos
quimicos, més la corta vida de la membrana (Shi et al. 2014).

28



La disminucién del flux se debe principalmente a una pérdida de la fuerza impulsora y/o
a un incremento en las resistencias del proceso. La Figura 1.8 presenta las resistencias
que existen generalmente en un proceso de filtracion.

R,;: Bloqueo de poros
R,: Adsorcién

R,: Membrana

R,: Formacion de un gel
(concentracién elevada de solutos)

Rep: Concentracion de Polarizacion

t o4
Rg R'CP

Figura 1.8 Posibles resistencias sobre el transporte de solvente
Fuente: Raventds y Duarte, (2005)

La adsorcion se produce cuando existen interacciones especificas entre particulas y
solutos con la membrana. Es una consecuencia de la energia superficial y un proceso de
equilibrio termodinamico. Las interacciones tienen generalmente tres tipos: debido a las
fuerzas débiles de VVan der Waals, atraccion electrostatica o union quimica, dependiendo
de los grupos funcionales implicados. Una monocapa de solutos se puede formar en la
superficie de una membrana, incluso en ausencia de un flux de permeacion,
produciéndose de forma espontanea y casi instantaneamente. Este es un problema
comun para la separacion de macromoléculas como proteinas y acidos humicos, siendo
a menudo irreversible (Jones y O’Melia, 2000; Shi et al. 2014).

La fuerte afinidad de las proteinas hacia la superficie de la membrana se origina en la
heterogeneidad de sus constituyentes moleculares. Sus moléculas contienen diversos
grupos funcionales, (por ejemplo, &cidos hidr6fobos) que hacen de parte lipofilica,
permitiendo que estas macromoléculas participen en interacciones superficiales. Las
membranas que presentan adsorcion por estas macromoléculas, no se pueden recuperar
sin la limpieza quimica, debido a que la desorcion es termodindmicamente desfavorable.
El material adsorbido sobre la membrana puede alterar sus caracteristicas superficiales,
tales como hidrofobicidad o carga. Un depdésito de multicapas no esta tan fuertemente
unido a la membrana como una monocapa adsorbida (D'souza & Mawson, 2005).

El blogueo de poros se produce por el cierre total o parcial de los poros de la membrana
por coloides y particulas. Suele ocurrir rapidamente en las etapas iniciales de la
filtracion cuando la superficie de la membrana esta libre de depositos y las particulas
entrantes pueden estar en una interaccion directa con un poro de la membrana. El
bloqueo de poros produce un aumento del flux local a través de los poros que
permanecen libres y una mayor tasa de transferencia de masa que pueden o no pueden
aumentar el ensuciamiento interno, si la tasa de flux a través de toda la membrana se
mantiene invariante (Field & Wu, 2011; Shi et al. 2014).

La formacion de una capa torta (cake layer) o gel es el proceso por el cual las particulas
se acumulan capa por capa en la superficie externa de una membrana, dando lugar a una
resistencia adicional al flux de permeado. Una capa torta puede constar de diferentes
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tipos de soluto incluyendo coloides quimicamente inertes o activos. Una formacion de
una capa torta inicial con coloides inertes cerca de la superficie de la membrana, impide
un contacto directo con otras particulas y la superficie de la membrana, incluso si las
particulas finales a depositar estan activas. Las particulas inertes funcionan como un
prefiltro que sirve como ‘coadyuvante de filtracion'. Por otro lado, las particulas activas
pueden llegar a la primera superficie de la membrana y formar un puente entre las
particulas inertes. La morfologia de la capa torta implica la disminucion de flux,
mientras que la interaccion entre la capa torta y la superficie de la membrana, determina
un ensuciamiento reversible (Shi et al. 2014).

La polarizacién por concentracion es originada por la retencion de solutos en la
membrana. A medida que el solvente pasa a través de la membrana, las grandes
moléculas o solutos se mueven en direccion a la superficie de la membrana y se van
acumulando tendiendo a una colmatacion, de manera que forman una capa o pelicula
que reduce la permeabilidad y actia como una resistencia adicional. Al mismo tiempo,
se origina una retrodifusion de permeado o difusion en sentido opuesto al flux, debida al
gradiente de concentraciones; sin embargo, esta retrodifusion es muy lenta. A largo
plazo, el flux siempre es mas pequefio que el flux original o a tiempo cero. Este
fendmeno es un proceso reversible que por si mismo no afecta a las propiedades
intrinsecas de la membrana; esto significa que, en el momento en que se deja de aplicar
la fuerza impulsora para conducir el alimento, la capa concentrada desaparece
espontaneamente (descolmatacion). Ademas, se puede reducir haciendo pasar agua
pura, que arrastra los solutos por el flux tangencial con un efecto de aclarado (Raventds
y Duarte, 2005).

En la préctica, sobre todo, durante la filtraciébn con alimentaciones complejas o la
mezcla, el ensuciamiento implica mas de una forma de trabajo al mismo tiempo. La
importancia relativa de los diferentes mecanismos de ensuciamiento depende de las
condiciones de operacion, corrientes de alimentacion, y propiedades de la membrana
(Shi et al. 2014).

1.4 RECUPERACION DE JARABES DE GLUCOSA A PARTIR

DE MEMBRANAS

Una de las maneras de disminuir los efectos de inhibicién de las enzimas para la
produccion de jarabes de glucosa es la integracion del sistema de reaccion de hidrdlisis
enzimatica junto con la separacién de producto por medio de membranas. Esta union de
procesos denominada “In Situ Product Recovery (ISPR)”, mejoraria las velocidades de
reaccion, lo que se reconoce como el principal obstaculo para lograr una viabilidad
economica en la operacion comercial de la hidrolisis enzimatica (Gan et al. 2002;
Chakraborty et al. 2016). En la practica, la ISPR ha utilizado membranas de
ultrafiltracion y nanofiltracion para la separacion del producto, recomendando las de
ultrafiltracion (Andri¢ et al. 2010).

La Figura 1.9 presenta el proceso general mostrando la separacién del producto de

interés (glucosa), con el fin de disminuir posibles efectos inhibitorios y preservar
durante mas tiempo las enzimas que se encargan de realizar los procesos de hidrolisis.
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Figura 1.9 Principio de la eliminacion de la glucosa durante la hidrélisis enzimatica para disminuir la
inhibicion del producto de las enzimas.
Fuente: Modificado de Abels et al. 2010

La ISPR retiene las enzimas presentes en el sistema mientras que permite la
transferencia a través de la membrana de productos de reaccion de bajo peso molecular
como la glucosa, maltosa, maltotriosa y maltodextrinas (Prazeres & Cabral, 1994;
Rausch, 2002; Chakraborty et al. 2016).

Hinkova et al. (2004) y Andri¢ et al. (2010) muestran que las principales ventajas de la
utilizacion de membranas con retirada del producto durante la hidr6lisis enzimatica son:

v' Uso de enzimas por largos periodos de tiempo mediante la retencion en el
sistema

v La obtencién de un mayor grado de conversion debido a la reduccion de la
inhibicién por producto

v Obtener productos de hidrolisis como glucosa, libre de enzimas y sustrato no
convertido, reduce el color y turbiedad (comparado con filtros convencionales)

v' La posibilidad de mantener una corriente constante de producto sin suministrar

enzimas adicionales

Disminucion de los costos de enzimas

Los biorreactores de membrana son generalmente faciles de operar, las

reacciones se producen a una presion y temperatura moderadas y, en la mayoria

de los casos, no requieren el uso de aditivos adicionales

AN

1.4.1 Materiales, médulos de membranas y tamafio de poro
La seleccion de los materiales de las membranas depende de la operacién en presion,
temperatura y pH. Existe una amplia gama de membranas poliméricas, incluyendo
polisulfona, polietersulfona, polifluoruro de vinilideno, poliamida y polipropileno como
también membranas ceramicas que incluyen Oxido de zirconio y alimina (Raventds y
Duarte, 2005).

Los materiales ceramicos son ventajosos para bioprocesos, debido a que son altamente
resistentes a la esterilizacién, presion, temperatura, asi como tratamientos quimicos
fuertes para regeneracion o incluso la esterilizacion y exhiben alta resistencia mecanica,
permeabilidad y tamafios de poro bien distribuidos. Ademas, son faciles de limpiar pero
tales membranas de ceramica son costosas (Hinkova et al. 2004; Carstensen et al. 2012).
Las membranas poliméricas son menos costosas que otros materiales de membrana y al
utilizarlas con modulos de fibra hueca, son ventajosas para biorreactores de membrana
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debido a que proporcionan altas densidades (Lopez-Ulibarri & Hall, 1997; Sarbatly et
al. 2007).

Las membranas poliméricas incluyen polisulfona (PSF), poliétersulfona (PES),
poliacrilonitrilo (PAN), poliamida, poliimida, polifluoruro de vinilideno (PVDF) y
politetrafluoroetileno (PTFE). EI PVDF es uno de los materiales de membrana mas
utilizados y ha recibido mucha atencion por parte de investigadores y fabricantes en los
ultimos afos (Liu et al. 2011). EI PVDF es un polimero semicristalino con unidades
repetidas de -(CH.CF,),-. Presenta una alta resistencia mecénica, buena resistencia
quimica y estabilidad térmica, asi como una excelente resistencia al envejecimiento, que
son muy importantes para la aplicacion real de las membranas de separacion. Ademas,
el PVDF muestra una buena procesabilidad para preparar laminas planas, fibras huecas
0 membranas tubulares (Kang & Cao, 2014).

Hasta ahora, ha habido varios articulos que informan sobre los campos de aplicacion de
las membranas del PVDF, incluyendo microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF),
biorreactor de membrana (MBR), destilacion de membrana, separacion y eliminacion de
gases, eliminacion de contaminantes del agua (por ejemplo: boro, compuestos organicos
volatiles y amoniaco), recuperacion de biocombustibles, separador para bateria de iones
de litio, proceso de intercambio idnico y otros. Sin embargo, hasta el momento no se
encuentra reportado este material de membrana en procesos ISPR para almidon
(Alkhudhiri, Darwish & Hilal, 2012; Feng, Khulbe & Tabe, 2012; Mansourizadeh,
2012; Xiao et al. 2013; Ike et al. 2017; Zhou at al., 2017).

En cuanto al calor y resistencia quimica o resistencia mecanica, por lo general las
membranas poliméricas muestran un rendimiento mas bajo que las de ceramica, a
excepcion de las membranas en politetrafluoretileno y polifluoruro de vinilideno
(Turmanova et al. 1997; Zhou et al. 2012; Ma et al. 2016).

La seleccién de las membranas con respecto al corte molecular tiene influencia sobre la
tasa de flux y la eliminacién de la glucosa, la retencion de enzimas y la respuesta al
cambio de presion transmembranal. En general, las tasas mas altas de flux con
ultrafiltracién y el aumento de las tasas de eliminacion de glucosa se observaron con los
valores de corte mas altas, en este caso 10 a 30 kDa, 5-17 L/m?h. Por otro lado, el
aumento de la linea de corte a mas de 30-50 kDa, puede dar lugar a fugas de las enzimas
través de la membrana (Mores et al. 2001) y utilizar cortes <4 kDa requerird mayor
presion para un flux adecuado (Andri¢ et al. 2010).

1.4.2 Configuracion de las membranas
La ISPR presenta la opcion de operar de dos maneras respecto a la ubicacion de la
membrana en el reactor de hidrolisis enzimatica: en un modulo externo o de manera
sumergida, como se muestra en la Figura 1.10.
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Figura 1.10 Modos de configuracion de las membranas en los procesos de hidrdlisis enzimatica,
membrana externa y membrana sumergida.
Fuente: Modificado de Wei et al. (2014).

Varias configuraciones se han descrito tanto para modulos externos como para
sumergidos (Bouhallab & Touzé, 1995; Pasta et al. 1999; Greiner et al. 2003; Zhang et
al. 2011 Chakraborty et al. 2016). Reactores con modulos externos son los mas
utilizados hoy en dia para la recuperacion del producto. Por lo general son operados en
modo de flux transversal, donde la suspension a filtrar fluye paralela a la superficie de la
membrana. Estos reactores de mddulo externo presentan ventajas en el control del
ensuciamiento de la membrana en comparacion con mddulo sumergido. Sin embargo,
los mddulos externos requieren volimenes de reaccion adicionales y mayor energia para
mantener las tasas de flux continuo a través de la membrana (Carstensen et al. 2012).

Stark & Von Stockar (2003) sefialaron que los procesos de membranas sumergidas han
sido rara vez utilizados debido a la falta de disponibilidad y de dificultades en el
escalado a nivel comercial (Malmali et al. 2015). Sin embargo, las membranas
sumergidas ofrecen varias ventajas sobre los sistemas de membrana externa como se
presenta en la Tabla 1.6.

Tabla 1.6 Comparacién de las caracteristicas para membranas sumergidas y externas

. Membranas | Membranas
Caracteristicas X
sumergidas externas
Retencidn eficiente * *
Bajos requerimientos de mantenimiento * *
Prevencion de estrés por cizallamiento *
Condiciones constantes de operacion *
No inversion adicional *
Prevencion de inhibicion de producto * *
Moderado consumo de electricidad *
Control de ensuciamiento *
Facil reemplazo *

Fuente: Modificado de Carstensen et al. (2012)

La Tabla 1.6 muestra que las membranas sumergidas cumplen con varias caracteristicas
comparadas con membranas externas como bajo estrés de cizalladura, condiciones de
operacion constantes, baja inversion en costos adicionales por reactor, bajo consumo de
energia, bajo riesgo de contaminacion. Se debe tener en cuenta que al estar la membrana
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sumergida, se puede incrementar el ensuciamiento pero se pueden utilizar métodos de
limpieza combinados para eliminar esta limitacion.

Para membranas sumergidas se recomiendan médulos de fibra hueca o tubular ya que
proporcionan alta densidad y tienen bajos costos. Para una configuracion externa se
sugieren los mddulos en placa paralelas, ya que pueden desmontarse facilmente para su
limpieza o cambio manual de las membranas (Carstensen et al. 2012).

1.4.3 Limpieza de membranas

Las materias primas como el almidén contienen polisacaridos insolubles y proteinas,
que pueden acumularse cerca, sobre y en el interior de la membrana, reduciendo la
permeabilidad de ésta al bloquear los poros y formar una capa de resistencia adicional al
flux a través de la membrana (Sweity et al. 2011; Zhou et al. 2012). Las reducciones en
el flux del permeado a través del tiempo pueden ser sustanciales y representan una
pérdida en la capacidad de una instalacion de membranas de manera reversible e
irreversible (Wiesner & Aptel, 1998). El ensuciamiento de la membrana (reversible o
irreversible) esta basado con la polarizacion de la concentracion como se observa en la
Figura 1.11.
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Cg: Conc. soluto en la capa de gel

Figura 1.11 Efecto de polarizacion de la concentracion en membranas
Fuente: Huerta, 2015

El soluto (Cw) en la superficie de la membrana tiende a acumularse hasta convertirse en
una capa de gel (Cg), disminuyendo el flux del permeado como se presenta en la Figura
1.11 (Huerta, 2015). Este comportamiento lo observaron Frater et al. (2005) al utilizar
una membrana de placa plana hidrolizando almidon y glucoamilasas a partir de
Aspergillus awamori. Este estudio presentd el comportamiento de la Figura 1.12,
observando que a medida que se incrementan las concentraciones de almidon, el flux se
ve afectado.
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Figura 1.12 Flux transmembranal frente al contenido de so6lidos
Fuente: Frater et al. (2005)

Esta disminucion de flux se puede recuperar por medio de métodos de limpieza,
presentando diferentes tipxos de ensuciamiento como reversible, irreversible vy
envenenamiento, mostrados en la Figura 1.13 (Wiesner & Aptel, 1998).
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Figura 1.13 Efecto de los tipos de ensuciamiento en membranas
Fuente: Wiesner & Aptel, 1998.

La Figura 1.13 muestra que al aplicarse métodos de limpieza como los hidréaulicos, se
recupera parte de la capacidad de filtracion. Posteriormente, cuando los métodos de
limpieza hidraulicos no recuperan la mayor parte de flux permeado, se aplican otros
métodos mas severos con tratamientos quimicos, denominandose a éste ensuciamiento
irreversible. Finalmente, cuando la membrana presenta envenenamiento, es decir que no
se puede recuperar el flux, es necesario su reemplazo (Wiesner & Aptel, 1998).

La configuracion de la membrana externa o sumergida requiere métodos de limpieza.
Uno de éstos es la operacion con flux transversal o flux cruzado, la cual se aplica para
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ambas configuraciones. El flux transversal permite que el alimento sea transversal al
flux del permeado evitando acumulaciones mas rapidas en la membrana (Carstensen et
al. 2012). Para la configuracion en membranas sumergidas es necesaria la operacion en
flux transversal y otro método adicional de limpieza. Los otros métodos de limpieza que
Se proponen son:

i) Lavado contracorriente: Ha tenido muy buenas eficiencias cercanas al 100%
para enzimas y sustancias poliméricas extracelulares, con altas frecuencias y
corta duraciéon (0.1 segundos entre 1-5 segundos) (Carstensen et al. 2012)

i) Agitacion: Aumentar las revoluciones del agitador o colocar los agitadores
cerca 0 encima de la membrana (Park et al. 1997).

i) Aireacion: Se ha reportado 2.4vvm (vol por vol de reactor por minuto),
aproximadamente 4L/min de aire presentando un aumento en el flux del
65%. Sin embargo, aumenta los costos (Park et al. 1997).

iv) Vibracion de la membrana: El agitador puede moverse verticalmente (Beier
& Jonsson, 2009).

1.4.4 Pardmetros de operacion que afectan la inmovilizacion de enzimas en
membranas
Es necesario saber escoger el material de la membrana debido a las interacciones entre
las enzimas y la membrana, que pueden afectar el rendimiento del proceso y por ende
una inmovilizacién involuntaria de enzimas. Los efectos del pH, temperatura y presion
juegan un papel importante en las retenciones y separaciones (Benito et al. 2004).

Efecto del pH

Para comprender el efecto del pH en la inmovilizacion de enzimas se debe tener en
cuenta que para membranas poliméricas, existen interacciones entre las enzimas y las
membranas con una fuerte dependencia al pH como la adsorcion electrostéatica,
hidrofilicidad o por puentes de hidrogeno y por deposicidén/agregacion de particulas
(Larson, 1980; Ahmad et al. 2011; Luo et al. 2014a, b). Larsson (1980) propuso la
teoria DLVO, la cual se basa en la superposicion de fuerzas de van der Waals y
atraccion en fuerzas de repulsion electrostaticas, donde esta Gltima se da, si la molécula
y la superficie de la membrana tienen cargas opuestas.

La adsorcion electrostatica estd relacionada con el punto isoeléctrico, el cual es la
concentracion de pH donde la carga neta de la enzima es nula. Se debe evaluar cual sera
la carga de la enzima al valor de pH del proceso para la hidrolisis enzimética, lo cual se
realiza comparando el pH de operacién con el punto isoeléctrico de la enzima, teniendo
en cuenta que estaran cargados positivamente 0 negativamente a valores de pH por
debajo o por encima de su punto isoeléctrico, respectivamente (Marshall et al. 1993).
Rico (1990) encontrd que el punto isoeléctrico de las glucoamilasas provenientes de
Aspergillus niger es de 3,54 y autores como Zhou et al. (2012) y Ma et al. (2016)
indican que las membranas presentan cargas positivas o negativas a pH diferentes pH, lo
gue hace necesario conocer las caracteristicas de las mismas.

Lazaridou & Biliaderis (2007) midieron los potenciales eléctricos de las membranas de
polisulfona y de policarbonato, encontrando que estos dependian directamente de la
presencia de grupos acidos en la estructura de la membrana obteniendo cargas positivas
0 negativas las cuales dependen del pH. Este comportamiento debe ir ligado con el
punto isoeléctrico de las enzimas, como lo presenta Childress & Elimelech (1996). Ellos
encontraron un pico maximo en el flux cuando la membrana operaba cerca del punto
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isoeléctrico de las enzimas, por lo cual las enzimas tenderian a tener una carga neutra
evitando la inmovilizacién en la membrana.

Efecto de la temperatura

La temperatura influye en las propiedades de solubilidad y viscosidad para el almidon y
por ende a los diferentes sacaridos, y su efecto se observa en la velocidad del flux de
permeado. A mayores grados de temperatura en comparacién con la temperatura
ambiente, el flux de la solucion de alimentacion a través de la membrana se incrementa
debido a que se disminuye la viscosidad de la solucion. Tsuru et al. (2000) explica que
para membranas hidrofilicas, existe una reduccion de la capa de agua adsorbida cuando
la temperatura aumenta, lo que resulta en una disminucién de la tension superficial y
una apertura del tamafio de poro efectivo. Este mismo comportamiento lo observaron
Madaeni et al. (2012) y lke et al. (2017) explicando que los efectos de la temperatura
pueden estar relacionados con el grado de despliegue de las cadenas moleculares del
polimero, donde la temperatura de la disolucion define en qué medida las cadenas
moleculares del polimero se pueden desplegar/disolver.

De este modo, al presentarse temperaturas que incrementen la porosidad de las
membranas puede permitir inmovilizacion fisica de las enzimas; sin embargo, si la
porosidad se incrementa hasta el punto de generar un tamafio de corte molecular mayor
al tamafio de las enzimas, éstas pueden salir en el permeado (Paolucci-Jeanjean et al.
2001; Rios et al. 2004; Andri¢ et al. 2010). Segln, Pinelo et al. (2009), cuando se
realiza la hidrélisis enzimatica junto con las membranas, es necesario asegurar que la
temperatura promueva una actividad enzimatica adecuada, que no solo incremente el
flux y/o la cantidad de enzimas inmovilizadas.

Efecto de la presion

La presion como fuerza impulsora de las membranas de micro y ultrafiltracion, genera
un efecto de inmovilizacion de las enzimas. Luo et al. (2014a, b) evaluaron la enzima
alcohol deshidrogenasa con diferentes presiones y concentraciones de enzima. A la
presién mas baja, las enzimas eran mas propensas a entrar en los poros de la membrana,
dando lugar a interacciones fuertes entre enzimas y membranas y a su vez, el aumento
irreversible de la resistencia a la filtracion. Ademas, el aumento de la concentracion de
enzima (volumen constante) causé que se depositaran mas enzimas formando una capa
de torta o gel. She et al. (2009) encontraron que la tasa de ensuciamiento es
directamente proporcional a las presiones aplicadas y las concentraciones de enzimas.

Como regla general, siempre hay una relacion lineal entre el flux de permeado y la
presién aplicada hasta un cierto valor de flux. Cuando se trabaja con diferentes
soluciones de azucares, Aydogan et al. (1998) atribuyeron un méaximo flux a presiones
crecientes debido a un aumento en la concentracion de polarizacion; sin embargo, la
operacion de membranas a nivel industrial utiliza una presion constante evaluando el
comportamiento del flux a través del tiempo (Baker, 2004). Por otro lado, Goulas et al.
(2002) observaron una menor eficiencia de separacion para glucosa, sacarosa y rafinosa
cuando se aumento la presion, debido a una reduccion del tamafio de poro causada por
la compresion. La compresion provocada por las altas presiones induce dos efectos
competitivos opuestos: (1) una reduccién en el espesor de la membrana, que conduciria
a un mayor flux de permeado, y (2) una reduccion del tamafio de poro responsable del
retenido de la membrana.

Presiones aplicadas entre 0,01-600MPa a 40°C sobre almidén hidrolizado con alfa-
amilasa proveniente de B. subtilis tuvo un efecto importante en el perfil del producto
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(Matsumoto, 1972, 1996). La maltopentosa fue el producto principal y hubo una
disminucion en la cantidad de glucosa, maltosa y maltotriosa. Gomez et al. (1998)
sugirieron que este efecto estd asociado con la gelatinizacion del almidon. Cuando la
presion se elevo a 800MPa, las alfa-amilasas mostraron una pérdida de actividad debido
a la asociacion de las enzimas a traves de los enlaces disulfuro. Liang et al. (1970)
realizaron ensayos con sorgo, almidon de maiz y enzima glucoamilasa, observando que
la susceptibilidad de los sustratos al ataque enzimatico aumentd con un aumento en la
presion aplicada de 23 a 85psi. Como se muestra por espectroscopia infrarroja, las alfa
amilasas de B. licheniformis, B. amyloliquefaciens y B. subtilis cambiaron sus
conformaciones con presiones de 6,5, 7,5 y 11 kbar, respectivamente. Estas enzimas
presentan una correlacion entre sus estabilidades térmicas y de alta presion, mostrando
que la alfa amilasa a partir de B. licheniformis es considerablemente mas estable que las
otras dos, que mostraron una estabilidad casi igual en las condiciones aplicadas
(Weemaes et al. 1996). Estos resultados confirman que las membranas deben operarse a
baja presion para maximizar la selectividad, incluso si se necesitara un area mas grande,
y que la selectividad puede disminuir a medida que aumenta el corte de la membrana
(Pinelo et al. 2009).

De acuerdo con lo anterior, los parametros de operacion en comun entre el proceso de
hidrolisis enzimatica e implementacion con membranas son el pH y la temperatura.
Estos parametros han sido estudiados en los procesos individualmente, por lo que es
necesario realizar un analisis en conjunto e identificar las mejores condiciones de
proceso que permitan generar mayores concentraciones de glucosa a partir de almidon
como materia prima. De acuerdo con Paolucci-Jeanjean et al. (2001), Hinkova et al.
(2004), Grzeskowiak-Przywecka & Stominska, (2007), Stominska & Niedbacha (2009)
y Acevedo-Estupifian et al. (2015), el rango de pH y temperatura a evaluar estaria
comprendido entre 3 — 6 unidades y 40 — 60°C, respectivamente.
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CAPITULO 2: HIDROLISIS ENZIMATICA PARA LA
PRODUCCION DE JARABES DE GLUCOSA

2.1 INTRODUCCION

El almidén de trigo por ser fuente de carbohidratos, su demanda constante de las
industrias alimenticias y su contenido de amilosa, se ha reportado como la segunda
opcidn para producir jarabes de glucosa (Hua & Ruijin, 2016; Fujita, 2017). Los
procesos para la produccion de jarabes de glucosa son la licuefaccion y sacarificacion,
los cuales se realizan mediante enzimas amiloliticas. Estas enzimas (alfa-amilasa y
glucoamilasa) se usan comunmente en soluciones y pueden ser susceptibles de
inhibicidn tanto para sustratos como para productos (Ruiz et al. 2011). En este capitulo
se utilizaron dos materias primas a partir del almidon de trigo: almidén puro y un
residuo agroindustrial. Las materias primas se caracterizaron mediante la metodologia
de NREL (National Renewable Energy Laboratory) NREL/TP-510- 42620 y las
actividades enzimaticas mediante la metodologia de Sigma-Aldrich (2017a y 2017b).
Para la identificacion de las variables que afectan los procesos de licuefaccion y
sacarificacion, se utilizd la metodologia de superficie de respuesta, la cual se ha
aplicado con éxito identificando los principiales efectos e interacciones de las variables
sobre la produccion de jarabes de glucosa (Kunamneni & Singh, 2005).

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Caracterizacion de materias primas y medicion de actividad enzimética
especifica

Se utilizaron dos materias primas amilaceas. Una materia prima es un residuo
agroindustrial amildceo que se encuentra compuesto por una mezcla entre 60% de
residuo con caracteristicas saladas y un 40% de un residuo con caracteristicas dulces,
ambos molidos. La otra materia prima fue almidén de trigo puro. La caracterizacion de
las materias primas se basé en la metodologia de NREL/TP-510- 42620. Para la
preparacion de muestras, se realiz6 el analisis granulométrico a la composicién de los
residuos con caracteristicas saladas y dulces.

Para la homogenizacion de los residuos agroindustriales salados y dulces, se utilizaron
500 g aproximadamente y se procesaron dos veces en el cuarteador. Este proceso se
realiz6 hasta completar el total de la muestra recibida. Las muestras obtenidas en cada
colector de la homogenizacion se pasaron a bolsas plasticas por separado y al completar
cada bolsa con 5 muestras homogenizadas se sellaron y se almacenaron.

Para determinar la granulometria de los residuos agroindustriales salados y dulces
molidos se utilizd una de las bolsas homogenizada, se extendid en un papel craft, se
homogeniz6 de nuevo, se dividié la muestra en cuatro partes y se le realizo la
granulometria por triplicado con 150 g de muestra. Se utilizaron 9 tamices en un rotap
con numero de malla de 8, 18, 20, 35, 40, 70, 80, 100, 200 durante 15 minutos. Antes y
después del tamizado se tomaron los pesos de los tamices y por diferencia de peso se
calculo la cantidad de biomasa retenida en cada malla. Los porcentajes de material
retenido y el retenido acumulado en los tamices, se determinan por las Ecuaciones 2.1 y
2.2 (Hames et al. 2008).
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Fraccion masica retenida diferencial

M;
MY =7 %100 (21)

Fraccion masica acumulada
Xi = Xi—l + AXl (22)

Posterior a la granulometria, se realizo la caracterizacion de las materias primas basada
en la metodologia de NREL utilizando la fraccion retenida en la malla 70 para el
analisis composicional de las materias primas. La Tabla 2.1 presenta los métodos
utilizados para la caracterizacion de las biomasas.

Tabla 2.1 Métodos para la caracterizacion de biomasas

Anélisis Método

Humedad Termogravimétrico por secado 105°C /
NREL/TP-510-42621

Cenizas NREL/TP-510-42622

Extractivos en agua, NREL/TP-510-42619

etanol y hexano

Proteina Método Kjeldahl

Almidon Polarimetria

Para la determinacion de la actividad de las enzimas alfa amilasa Spezyme® Fred y
glucoamilasa Optidex® L-400, se siguieron los protocolos de Sigma-Aldrich, los cuales
son presentados en el Anexo 1. Estos fueron basados en las definiciones de actividad
para cada una de las enzimas utilizadas. Para obtener la actividad especifica de las
enzimas, se realizé la medicion de proteina por el Método de Bradford, el cual consiste
en la union del colorante azul de Coomassie G-250 a los residuos arginil y lisil de las
proteinas, colorante que es medido a 595nm (Kruger, 2002) y presentado en el Anexo 2.

2.2.2 Condiciones de maxima produccion de jarabes de glucosa
Para realizar esta etapa se utilizaron las dos materias primas manteniendo el proceso de
gelatinizacion con iguales valores para las variables de operacion. Para los procesos de
licuefaccidn y sacarificacion se evaluaron diferentes niveles de variables como se
describe a continuacion.

Proceso de Gelatinizacion

Los ensayos fueron realizados en Erlenmeyer de 500 mL con un peso efectivo de 100 g
y utilizando buffer fumarico a 0,1M. Las condiciones de la etapa de gelatinizacion
fueron las siguientes: 20%p/p de almidon (Smrckova et al. 2013), 95°C (Betiku,
Akindolani, & Ismaila, 2013; Li et al. 2015; Zabed et al. 2016), 150rpm (Baks et al.
2008, Ruiz et al. 2011, Zabed et al. 2016), 10 min para el residuo agroindustrial y 30
min para el almidon de trigo (Genencor, 2006; Baks et al. 2008; Ruiz et al. 2011; Cruz,
2012; Li et al. 2015). La diferencia de tiempos es un resultado de ensayos preliminares,
donde se observo que el almdion de trigo por contener mas porcentaje de almidéon que el
residuo agroindustrial, requirié mas tiempo para lograr liberar los polimeros de amilosa
y amilopectina utilizados en los ensayos de licuefaccion (Ruiz et al. 2011; Schirmer et
al. 2015).
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Proceso de Licuefaccion

Se utilizo6 la enzima amilasa Spezyme® Fred con una actividad especifica de 2389 U/qg,
la cual proviene de una cepa genéticamente modificada de Bacillus licheniformis. Se
selecciond la metodologia de superficie de respuesta con un disefio central compuesto,
como herramienta para encontrar las condiciones de méxima produccion de
oligosacaridos. Esta técnica estadistica es empleada para describir el efecto individual y
acumulado de las variables a probar y sus efectos sobre la variable de respuesta
(Roberto et al. 2003, Montgomery, 2004; Gutiérrez Pulido & De la Vara, 2008).

De acuerdo con la revision bibliogréafica del Capitulo 1, el rango para la relacién
enzima/sustrato se encuentra entre 0,003 hasta 10%p/p (Ewa Nebesny, 1998; Ozbek &
Yuceer, 2001; Genencor, 2006; Virunanon et al. 2013). La enzima o-amilasa que
proviene de la bacteria Bacillus licheniformis, siendo la utilizada para este estudio, es
mas termoestable comparada con B. stearothermophilus y B. amyloliquefaciens (Dey et
al. 2016) y su rango de temperatura esta entre 40 — 100°C (Murthy et al. 2009; Johnston
& McAloon, 2014; Zabed et al. 2016; Brenda, 2017).

La termoestabilidad de la enzima a-amilasa proveniente de Bacillus licheniformis esta
ligada al pH y la adicion de calcio (Crabb & Mitchinson, 1997). Para ser compatible con
el pH déptimo de estas enzimas, la solucién de almidon debe ajustarse desde su pH
natural de 4,5 a un pH entre 5,5-6,0 y adicion de iones de calcio entre 5-20ppm
(Genencor, 2006; Johnston & McAloon, 2014; Zabed et al. 2016). De acuerdo a la ficha
técnica de la enzima y las diferentes publicaciones, se definid el pH en 5,8 unidades y
10ppm Ca*? (Genencor, 2006; Murthy et al. 2009; Johnston & McAloon, 2014).

Debido a que el rango de la relacion enzima/sustrato y la temperatura son muy amplios,
se realizaron ensayos preliminares, los cuales permitieron limitarlos y se presentan en el
Anexo 3. Por lo anterior, se realizd6 un disefio central compuesto para el residuo
agroindustrial evaluando los factores de relacion enzima/sustrato (E/S 0,04 — 0,10 %) y
la temperatura (70 — 80°C). Para el almidon de trigo puro se realiz6 un disefio central
compuesto evaluando los factores de relacion enzima/sustrato (E/S 0,02 — 0,10 %) y la
temperatura (30 — 80°C). Los parametros fijos fueron 20%p/p sélidos, pH 5,8 unidades,
150 rpm, 1 hora y 10 ppm de Ca*?.

Al final de cada experimento se tom6 muestra y se centrifugd a 5000 rpm por 10 min a
4°C para el residuo agroindustrial y a 40°C para el almidon de trigo puro con el fin de
obtener méas sobrenadante. Posteriormente el sobrenadante fue filtrado al vacio con
papel filtro de 45 um de poro. La concentracion de azlcares reductores como variable
respuesta, fue determinada por triplicado con el método de DNS (Acido 3,5
Dinitrosalicilico).

El disefio estadistico arrojé 13 corridas con 5 puntos centrales, un nivel de significancia
del 5% y azUcares reductores como variable respuesta. Tanto la formulacion del disefio
de experimentos como el tratamiento estadistico de los datos fueron realizados en el
software MINITAB® 15.1.20.0. (Minitab Inc., Pensilvania, Estados Unidos) obteniendo
las condiciones de maxima produccion de oligosacaridos. Se validé el modelo empirico
estadistico evaluando la condicion de maxima produccion de cada materia prima
arrojada por el programa de MINITAB® 15.1.20.0. y dos puntos por encima y por
debajo por triplicado. Los resultados son presentados en el Anexo 4 y 5 para el almidén
de trigo puro y el residuo agroindustrial, respectivamente.
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Proceso de Sacarificacion

Se utiliz6 la enzima glucoamilasa Optidex® L-400 con una actividad especifica de
3064,46 AUG/g a partir de una cepa de Aspergillus niger. Se seleccion6 la metodologia
de superficie de respuesta con un disefio central compuesto para encontrar las
condiciones de méxima produccion de oligosacaridos (Roberto et al. 2003, Gutiérrez
Pulido & De la Vara, 2008). Se realiz6 un disefio central compuesto evaluando los
factores de E/S (E/S 0,10 — 0,50%), temperatura (40 — 65°C) y pH (4 — 4,5unidades).
Los parametros fijos fueron 20%p/p sélidos, 150 rpm y 1 hora. El rango de parametros
seleccionados se baso en la revision de literatura presentada en el Capitulo 1.

Al final de cada experimento se tom6 muestra y se centrifugd a 5000 rpm por 10 min a
4°C. La concentracion de glucosa en el sobrenadante como variable respuesta, se
determind por HPLC usando la columna Aminex HPX-87P a 60°C con un flux de
0,6mL/min con detector RID y agua como fase mavil.

El disefio estadistico arrojé 20 corridas con 6 puntos centrales, un nivel de significancia
del 5% y como variable respuesta glucosa. Tanto la formulacion del disefio de
experimentos como el tratamiento estadistico de los datos fueron realizados en el
software  MINITAB® 15.1.20.0. (Minitab Inc., Pensilvania, Estados Unidos),
obteniendo las condiciones de méaxima produccion de glucosa. Se validdé el modelo
empirico estadistico evaluando la condicion de méxima produccion de cada materia
prima arrojada por el programa de MINITAB® 15.1.20.0. y dos puntos por encima y
por debajo por triplicado. Los resultados son presentados en el Anexo 6 y 7 para el
almidon de trigo puro y el residuo agroindustrial, respectivamente.

2.3 RESULTADOS Y ANALISIS

2.3.1 Caracterizacion de materias primas y medicion de actividad enzimatica
especifica
La Tabla 2.2 y 2.3 y las Figuras 2.1 a 2.4 presentan el peso retenido del residuo
agroindustrial con caracteristicas saladas y dulces por cada tamiz y el resultado del
analisis granulométrico, respectivamente.

Tabla 2.2 Peso retenido en cada malla del residuo agroindustrial con caracteristica salada

Muestra tamizada: 150 ¢ 150 g 150 g
No. de Malla | Abertura (mm) Peso retenido(g) | Peso retenido(g) | Peso retenido(g)
8 2,36 21 20 20
18 1,0 35 35 35
20 0,85 6 60 18
35 0,5 28 18 47
40 0,425 29 7 24
70 0,212 31 10 6

80 0,18 0 0 0
100 0,15 0 0 0
200 0,075 0 0 0
Colector 0 0 0
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Tabla 2.3 Peso retenido en cada malla del residuo agroindustrial con caracteristica dulce

Muestra tamizada:

150 g

150 g

150 g

No. de Malla | Abertura (mm) Peso retenido(g) | Peso retenido(g) | Peso retenido(g)
8 2,36 13 13 13
18 1,0 42 42 43
20 0,85 30 29 30
35 0,5 64 63 63
40 0,425 1 1 1
70 0,212 1 0 1
80 0,18 0 0 0
100 0,15 0 0 0
200 0,075 0 0 0
Colector 0 0 0

Mala 13- 1,0 mm

Figura 2.2 Montaje de tamices con residuo agroindustrial con caracteristica dulce
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Figura 2.4 Andlisis granulométrico diferencial (izquierda) y acumulado (derecha) del residuo
agroindustrial con caracteristicas dulces

Del analisis granulométrico se puede concluir que el 64% del residuo agroindustrial
(salado y dulce) esta entre tamafios de particula entre 0,15 y 1,0 mm, encontrandose
para el residuo agroindustrial dulce una mayor retencién (42%) en malla 35 con
abertura de 0,5 mm, seguida de la malla 18 con abertura de 1,0mm reteniendo un
28,8%. Para el residuo agroindustrial salado se encontré una mayor retencion (23,3%)
en malla 18 con abertura de 1,0 mm, seguida de la malla 35 con abertura de 0,5mm
reteniendo un 20,6%. Estos tamafios de particula permiten una adecuada hidrolisis
segun Ballesteros et al. (2002), ya que el tamafio de la particula aumenta el area
superficial por unidad de volumen y la viabilidad de la enzima para la union del
sustrato, lo que conduce a un aumento de la velocidad de hidrolisis (Mahasukhonthachat
et al. 2010; de la Hera et al. 2013). Ademas del tamario de las particulas, se debe tener
en cuenta que la hidrdlisis del almidon también depende de otras propiedades, como el
tamano de los granulos, el grado de cristalinidad, los poros superficiales o canales, los
demas componentes del almidon (grasas, proteinas, inertes) y la relacion
amilosa:amilopectina (Mahasukhonthachat et al. 2010).

Los resultados de la caracterizacion de la mezcla del residuo agroindustrial y almidon
de trigo puro se presentan en la Tabla 2.4 con los resultados de otros estudios.
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Tabla 2.4 Resultados caracterizacion de la mezcla del residuo agroindustrial y almidon de trigo puro comparado con otros estudios

Almidén
Mezcla del de trigo | Harinade
Residuo 9 . Almiddn de | Harina de ) Salvado de
Componente (%) . . puro en trigo S L Trigo 3
agroindustrial . 1 trigo trigo trigo
. este integral
en este estudio .
estudio
Humedad 2,610,1 7,9+0,2 | 11,16+0,27 | 7,96+0,09 | 13,75+0,27 | 13,07+0,66 NR
Sélidos 97,4+0,1 92,1+0,2 NR NR NR NR NR
Extractivos con 13,6:04 | 0,03£0,01 | 1,37:0,38 | 0,320,01 NR NR NR
hexano (grasas)
Extractivos con agua
(material inorganico,
azucares solubles y 12,74£0,5 2,310,1 NR NR NR NR NR
material nitrogenado,
entre otros)
Extractivos con
etanol (ceras u otros 5,4120,1 1,0£0,1 NR NR NR NR NR
componentes
menores)
Almiddn base seca 56,0+0,1 80,7+£0,1 | 73,84+0,98 | 25,33+0,33* | 67,78+1,33 | 70,77+1,24 | 17,96+1,21**
Cenizas 0,7+0,1 0,240,1 0,42+0,09 0,29+0,02 0,63+0,09 | 1,95+0,41 NR
Proteina base seca 13,240,1 2,3t0,1 | 11,35+0,34 | 0,39+0,01 | 11,58+0,28 | 15,17+1,13 0,15+0,07
Total 101,6 86,5 87,0 26,33 80,00 87,9 18,11

NR: No Reporta. *Amilosa. **27,61% Amilosa del contenido de almidén. * Bashir et al. 2017. * Frakolaki et al. 2017. * Xie et al. 2008.
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Los resultados de la Tabla 2.4 indican que el almidon de trigo puro presentd mayor
humedad y menor contenido de cenizas en comparacion con el residuo agroindustrial
similares al estudio de Bashir et al. (2017). En cuanto a los diferentes porcentajes de
cenizas (0,2% para el almidon de trigo puro, frente a 0,7% para el residuo
agroindustrial) se puede justificar considerando que el almidon de trigo puro trabajo
como un patrén, mientras que el residuo agroindustrial proviene de un proceso complejo
para su produccién, dando como resultado un contenido més alto de minerales.

Otro de los aspectos importantes del residuo agroindustrial es el contenido de grasas que
se obtuvieron a partir de los extractivos con hexano, el cual presenta un porcentaje
mayor que en otros estudios para materias primas proveniente de almiddn e influye en
los procesos de hidrolisis enzimatica (Ai, Hasjim & Jane, 2013); mientras que el
almidon de trigo puro presentd bajas concentraciones de grasas por ser un patron. Los
demés extractivos con agua y etanol, representan el material inorganico, azlcares
propios del residuo, material nitrogenado y otros componentes menores (Sluiter et al.
2008). Estos resultados no son reportados en otros estudios siendo mas completa la
caracterizacion presentada, el porcentaje de extractivos en agua y etanol se deben tener
en cuenta, ya que al no reaccionar en el proceso de hidrdlisis enzimatica pueden
acumularse en el fondo de los reactores siendo necesario su retiro del sistema (Andri¢ et
al. 2010).

El comportamiento del contenido de proteinas fue similar al de las cenizas,
observandose en la Tabla 2.4 que el almiddn de trigo puro presenta menores cantidades
de proteina comparado con otras materias primas. Los dos tipos diferentes de materias
primas contienen cantidades importantes de almidon. Su diferencia es atribuida al
procesamiento de las materias primas, ya que el almidén de trigo puro es en su mayoria
(80%) almidon, mientras que para el residuo agroindustrial presenta 56%. La actividad
especifica de la enzima Spezyme® Fred fue 2389 U/g y la enzima Optidex® L-400
presenta una actividad especifica de 3064,46 AUG/q.

2.3.2 Condiciones de maxima produccion de jarabes de glucosa
2.3.2.1 Proceso de licuefaccion

Residuo agroindustrial

La concentracion de azlcares reductores de cada ensayo del disefio central compuesto
se presentan en la Tabla 2.5, la cual muestra que se obtuvieron las mayores
concentraciones de azUcares reductores entre 59,3 y 67,7 g/L en las corridas de los
puntos centrales (75°C y 0,07% E/S).

Se utilizd la metodologia de superficie de respuesta para ajustar los resultados
experimentales a un modelo estadistico con el programa MINITAB® 15.1.20.0.
(Minitab Inc., Pensilvania, Estados Unidos). La Tabla 2.6 presenta los términos del
modelo, sus coeficientes y el andlisis de varianza (ANAVA) que permite establecer el
efecto de los factores evaluados sobre la variable respuesta.
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Tabla 2.5 Matriz del disefio central compuesto con valores experimentales para la etapa de licuefaccion
del residuo agroindustrial

. Temperatura Azucares
Corrida (°C) E/S (%) reductores -

DNS (g/L)
1 75,00 0,0700 59,37
2 70,00 0,1000 52,02
3 75,00 0,0700 59,60
4 80,00 0,1000 38,76
5 70,00 0,0400 64,42
6 75,00 0,0299 55,53
7 67,93 0,0700 58,33
8 75,00 0,0700 62,15
9 82,07 0,0700 29,37
10 75,00 0,0700 61,11
11 80,00 0,0400 54,39
12 75,00 0,0700 67,60
13 75,00 0,1110 55,95

Tabla 2.6 ANAVA de licuefaccion del residuo agroindustrial

Término Coeficiente Valor P
Constante -1743,05 0,000
Temperatura (°C) 49,2195 0,004*
E/S (%) 671,977 0,112
T*T -0,336328 0,004*
E/S*E/S -2734,95 0,264
T*E/S -5,37898 0,771

*Significancia <0,05

Los resultados de la Tabla 2.6 permiten observar una diferencia estadisticamente
significativa (valor P<0,05) para la temperatura y para el término cuadratico de este
factor, es decir, que afectan significativamente sobre la hidrélisis en la etapa de
licuefaccién y, por lo tanto, variaciones en su valor dentro del rango evaluado, generan
cambios apreciables en los azlcares reductores producidos. Caso contrario se obtuvo
con la relacion enzima/sustrato (E/S), lo que indica que para el rango evaluado,
estadisticamente cualquier relacion E/S que se seleccione generara el mismo efecto en la
produccién de azUcares reductores.

Para cuantificar el ajuste del modelo se emplea el coeficiente de determinacién R?. Este
valor se define como la relacion entre la variabilidad de la respuesta explicada por el
modelo respecto a la variabilidad total y puede tomar un valor entre 0 y 1; cuanto mayor
sea, indicara un mejor ajuste de los datos experimentales al modelo, un R? >0,75 indica
gue un modelo es apropiado (Han, Kim, Kim, Chung, & Choi, 2011; Liscano Martinez,
2014). El coeficiente de determinacion ajustado (R? ajustado) considera los términos
que permitan explicar la respuesta y se recomienda un coeficiente de determinacién
ajustado de al menos 0,7 (Gutiérrez Pulido & De la VVara Salazar, 2008).

El ajuste de los datos al modelo fue 0,85 (R?), por lo tanto, el 85% de la variabilidad en
la respuesta puede ser explicada por el modelo estadistico. El R? ajustado fue del 0,74
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siendo éste una herramienta util para comparar la potencia explicativa de modelos con
diferentes predictores, este valor aumentard solamente si el nuevo factor mejora el
modelo mas de lo que se esperaria solo por razones de probabilidad (Martinez, 2014).

La Ecuacion 2.3 del modelo es la siguiente:
AR = —1743,05 + (49,2195 xT) + (671,977 x E/S) — (0,336328 * T?)
—(2734,95 * (E/S)?) — (5,37898 T * E/S) (2.3)
Donde:
AR: Concentracién de azucares reductores, g/L
T: Temperatura, °C
E/S: Relacion enzima sustrato, %.

La Figura 2.5 presenta los resultados de contorno y la superficie de respuesta del disefio
estadistico que describe la interaccion entre los factores y la variable respuesta para la
licuefaccidn del residuo agroindustrial.

En la Figura 2.5 se evidencia que la produccion de azlcares reductores presenta una
curvatura en la temperatura cercana a 75°C maximizando su produccion. El rango
evaluado de temperatura tuvo una diferencia de 10°C y se observa que la enzima
disminuye la produccion de AR al aumentar y disminuir este factor en los extremos, lo
que puede indicar que la enzima con las condiciones de pH y adicion de calcio, presenta
su termoestabilidad en esta temperatura (Crabb & Mitchinson, 1997).

En el comportamiento de la relacion E/S, el analisis de ANAVA indica estadisticamente
que cualquier realcion E/S generard el mismo efecto; sin embargo, en el
comportamiento del proceso se observa una maxima produccion de AR
aproximadamente en 0,05%, disminuyendo su produccion al aumentar la relacion E/S.
Este comportamiento es debido a las caracteristicas del sustrato, ya que la enzima rompe
principalmente los enlaces a-1,4 de la amilosa y aunque se incremente la cantidad de
enzimas, no habria méas disponibilidad de sustrato que incremente la produccion de AR
pero si aumentarian los costos del catalizador en el proceso (Ruiz et al. 2011; Dey,
2016). A partir del modelo estadistico (Ecuacion 2.3) se obtuvieron las condiciones de
méaxima produccién de AR con una temperatura de 72,78°C y una relacion E/S de
0,0516%. La Tabla 2.7 presenta los resultados de validacion del modelo estadistico.

Tabla 2.7 Resultados de validacion del modelo empirico estadistico para la etapa de licuefaccién del
residuo agroindustrial

E/S | Temperatura | Produccién Actual | Respuesta Predicha
(%) °C) (JARIL) (GARIL)
0,0516 72,8 64,11+0,78 64,83
0,0350 76,0 60,41+0,42 60,86
0,0600 71,0 63,49+0,51 63,66

De acuerdo con los resultados de validacion se verifico que la condicion obtendia por el
programa MINITAB corresponde al valor de méaxima produccion de azlcares
reductores. La condicion de maxima produccion esta dentro de los rangos reportados en
la literatura.
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Figura 2.5 Resultados de contorno y superficie de respuesta del proceso de licuefaccion. Interaccion
entre la temperatura y %E/S con azlcares reductores como variable respuesta para el residuo
agroindustrial.
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Almidén de trigo puro

La Tabla 2.8 presenta la concentracion de azUcares reductores de cada ensayo del disefio
central compuesto. Se evidencia que la mayor concentracion de azlcares reductores
(142,46 g/L) se obtuvo con el extremo inferior de la relacion enzima sustrato (0,02%) y
el extremo superior de temperatura (80°C).

Tabla 2.8 Matriz del disefio central compuesto con valores experimentales para la etapa de licuefaccion
del almidon de trigo puro

. Temperatura Azdcares
Corrida (°C) E/S (%) reductores
(g/L)
1 85 0,1 61,95
2 59,5 0,003 88,80
3 34 0,1 65,31
4 85 0,02 142,46
5 59,5 0,06 118,49
6 34 0,02 75,39
7 59,5 0,06 119,88
8 59,5 0,11 44,36
9 59,5 0,06 115,34
10 95,5 0,06 79,48
11 59,5 0,06 125,0
12 26,6 0,06 103,44
13 59,5 0,06 119,85

La Tabla 2.9 presenta los términos del modelo, sus coeficientes y el andlisis de varianza
(ANAVA) que permite establecer el efecto de los factores evaluados sobre la variable
respuesta.

Tabla 2.9 ANAVA de licuefaccion de almidén de trigo puro

Término Constante Valor P
Constante -54,9225 0,000
Temperatura (°C) 3,77203 0,360
E/S (%) 2385,39 0,005*
T*T -0,0213935 | 0,040*
E/S*E/S -15314,1 0,002*
T*E/S -17,2636 0,037*

*Significancia < 0,05

Para el almidon de trigo puro se encontrd estadisticamente que todos los términos, a
excepcion de la temperatura, afectan significativamente la hidrolisis en la etapa de
licuefaccidn, es decir, que variaciones en estos factores generan cambios apreciables en
los azucares reductores producidos.

El ajuste de los datos al modelo fue 0,88 (R?), siendo mayor a 0,75 lo que indica que el

modelo es apropiado para describir los datos obtenidos (Han et al. 2011). El R? ajustado
fue del 0,79 y la cercania de estos dos valores, confirma que la mayoria de los términos
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del modelo presentan efectos significativos con la variable respuesta (Chowdhury,
Sarkar, & Mitra, 2016).

La Ecuacion 2.4 del modelo es la siguiente:
AR = —54,9225 + (3,77203 « T) + (2385,39 * E/S) — (0,0213935 * T?)
— (15314,1 * (E/S)?) — (17,2636 * T * E/S) (2.4)

Donde:

AR: Concentracion de azucares reductores, g/L
T: Temperatura, °C

E/S: Relacion enzima sustrato, %.

La Figura 2.6 presenta los resultados de contorno y la superficie de respuesta del disefio
central compuesto que se realiz6 para evaluar la licuefaccién del almidon de trigo.

En la Figura 2.6 se observa nuevamente el comportamiento similar al residuo
agroindustrial para la produccion de AR con una curvatura en la temperatura cercana a
75°C que maximiza su produccion aunque los resultados del ANAVA indican
estadisticamente que esta es una variable no significativa del proceso. Esto confirma
que la enzima es termoestable en esta temperatura junto con las condiciones de pH y
adicion de calcio de este estudio (Crabb & Mitchinson, 1997).

Para el caso de la relacion E/S, se observa que al aumentar la relacion E/S, se disminuye
la produccion de AR y su maxima produccién se presenta en los limites inferiores. En
comparacion con el residuo agroindustrial, la relacion E/S es menor debido a que el
almidoén de trigo puro no contiene otros componentes como grasas e inertes que pueden
implicar una mayor cantidad de enzima para generar la maxima produccion de AR. Al,
Hasjim, & Jane (2013) encontraron que la amilosa forma complejos helicoidales Unicos
(ALC) con lipidos como acidos grasos, monoglicéridos y alcoholes. Estos complejos
restringen el hinchamiento del granulo y, consecuentemente, decrece la velocidad de la
hidrolisis enzimatica y la viscosidad del almidon.

A partir del modelo estadistico (Ecuacion 2.4) se obtuvieron las condiciones de maxima
produccion de AR con una temperatura de 73,3°C y una relacion E/S de 0,0366%. La
Tabla 2.10 presenta los resultados de validacion del modelo estadistico.

Tabla 2.10 Resultados de validacion del modelo empirico estadistico para la etapa de licuefaccion del
almidén de trigo puro

E/S | Temperatura | Produccién Actual | Respuesta Predicha

(%) (°C) (9AR/L) (9AR/L)
0,0366 73,3 127,85+0,12 127,10
0,0150 80,0 122,23+0,6 121,54
0,0500 65,0 124,31+0,13 124,75

De acuerdo con los resultados de validacién se verifico que la condicion obtendia por el
programa MINITAB corresponde al valor de maxima produccion de azlcares
reductores. La condicion de maxima produccién esta dentro de los rangos reportados en
la literatura.
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2.3.2.2 Proceso de sacarificacion

Residuo agroindustrial

La concentracion de glucosa de cada ensayo del disefio central compuesto se presenta
en la Tabla 2.11, la cual muestra que se obtuvieron las mayores concentraciones de
glucosa entre 86,53 y 90,53 g/L correspondiente a los extremos superiores de relacion
E/S y temperatura y en todo el rango del pH.

Se utilizd la metodologia de superficie de respuesta para ajustar los resultados
experimentales a un modelo estadistico con el programa MINITAB® 15.1.20.0.
(Minitab Inc., Pensilvania, Estados Unidos). La Tabla 2.12 presenta los términos del
modelo, sus coeficientes y el andlisis de varianza (ANAVA) que permite establecer el
efecto de los factores evaluados sobre la variable respuesta.

Tabla 2.11 Matriz del disefio central compuesto con valores experimentales para la etapa de
sacarificacion del residuo agroindustrial

Coritn | ndacesy | GO SO0 | gy’
1 4,50 65,0 0,100 43,03
2 4,00 40,0 0,100 19,96
3 4,25 52,5 0,300 61,41
4 4,25 52,5 0,636 59,92
5 4,00 40,0 0,500 53,62
6 4,25 31,5 0,300 27,61
7 4,67 52,5 0,300 46,21
8 4,25 52,5 0,300 60,43
9 3,83 52,5 0,300 46,38
10 4,00 65,0 0,100 61,12
11 4,25 52,5 0,300 64,21
12 4,50 40,0 0,100 24,9
13 4,50 40,0 0,500 52,71
14 4,25 52,5 0,300 67,68
15 4,25 73,5 0,300 66,72
16 4,25 52,5 0,300 62,2
17 4,25 52,5 0,300 59,02
18 4,50 65,0 0,500 90,82
19 4,00 65,0 0,500 86,53
20 4,25 52,5 0,000 10,93
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Tabla 2.12 ANAVA de sacarificacion del residuo agroindustrial

Término Constante Valor P
Constante -983,619 0,000
Temperatura (°C) 5,68947 0,000*
pH 405,082 0,770
E/S (%) -7,83778 0,000*
T*T -0,0160541 0,316
pH*pH -45,0567 0,246
E/S*E/S -191,801 0,014*
T*pH -0,713200 0,502
T*E/S 0,586500 0,657
pH*E/S 41,3250 0,533

*Significancia < 0,05

Los resultados de la Tabla 2.12 permiten identificar una diferencia estadisticamente
significativa (valor P<0,05) para el término cuadratico de la relacion E/S, indicando que
esta variable afecta significativamente sobre la hidrdlisis en la etapa de sacarificacion
existiendo variaciones de glucosa dentro del rango evaluado. Para los términos de
temperatura y E/S con un valor p 0,000 indica que no existe suficiente evidencia para
determinar si es una variable significativa. El término de pH indica estadisticamente que
para el rango evaluado, cualquier valor de pH que se seleccione generard un efecto
similar en la produccién de glucosa.

El ajuste de los datos al modelo fue 0,90 (R?), valor que es mayor al 0,75 propuesto por
Han et al. (2011), lo que indica que este modelo es apropiado para describir los datos
obtenidos. EI R? ajustado fue del 0,80 v la diferencia con el R? representa los términos
del modelo que generan efectos significativos con la variable respuesta (Chowdhury,
Sarkar, & Mitra, 2016).

La Ecuacion 2.5 del modelo es la siguiente:

G = —983,619 + (5,68947 * T) + (405,082 * pH) — (7,83778 x E/S)
— (0,0160541 = T2) — (45,0567 * pH?) — (191,801  (E/S)?)
—(0,713200 % T * pH) + (0,5865 * T * E/S)

E
+ (41,3250 « pH * E) (2.5)

Donde:

G: Concentracion de glucosa, g/L
T: Temperatura, °C

E/S: Relacion enzima sustrato, %.
pH: pH, unidades

Las Figuras 2.7, 2.8 y 2.9 presentan los resultados de contorno y superficie de respuesta
del disefio central compuesto para la sacarificacion del residuo agroindustrial. En estas
figuras se dejo constante una de las tres variables del modelo en el valor medio,
mientras las dos variables restantes se movieron entre todos los posibles valores de su
rango.
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Figura 2.7 Resultados de contorno y superficie de respuesta para la concentracion de glucosa.
Interaccidn entre la temperatura y %E/S con pH constante de 4,25 unidades (punto central del disefio).
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Figura 2.8 Resultados de contorno y superficie de respuesta para la concentracion de glucosa.

Interaccidn entre la temperatura y pH con E/S constante de 0,3% (punto central del disefio).

65



Glucosa
(a/L)
B <10
W10 - 20
M 20 - 30
30 - 40
40 - 50
M 50 - 60
W0 - 70
m >

Valores de retencidn
Temperatura (°C) 52,5

E/S (%)

39 40 41 42 43 44 45 46
pH (und)

60

Glucosa {(g/L) 47

20 0,6

0,4
. E/S (%)

4,00

4,25
pH {und)

0,0

4,350 4,75

Figura 2.9 Resultados de contorno y superficie de respuesta para la concentracion de glucosa.

Interaccién entre pH y E/S constante de temperatura en 52,5°C (punto central del disefio).
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La Figura 2.7 y 2.8 muestran que la produccion de glucosa incrementa con la
temperatura acelerando la reaccion y generando la mayor cantidad de glucosa en el
proceso de sacarificacion. Esto puede ser debido a la complejidad de la materia prima
ya que ésta posee un 14% de grasas, las cuales se hacen mas solubles a mayor
temperatura y por ende la interaccion de la enzima con el sustrato se genera y aumenta
la produccion de glucosa (Ai et al. 2013). La temperatura que genera la maxima
produccién de glucosa esta aproximadamente en 70°C, valor que ha sido reportado por
Virunanon et al. (2013).

El comportamiento de la relacion E/S que se observa en las Figuras 2.7 y 2.9 muestran
una curvatura en aproximadamente 0,5%, disminuyendo su produccion al aumentar y
disminuir la relacién E/S. Esto demuestra que existe una concentracion determinada
para este residuo agroindustrial, la cual genera la maxima produccion de glucosa. El
analisis ANAVA indica estadisticamente que la variacion del pH genera un efecto
similar en la produccién de glucosa; sin embargo, el pH también presenta una curvatura
como la relacion E/S en las Figuras 2.8 y 2.9, indicando que la enzima trabaja a pH
aproximadamente en 4,3 unidades. Este valor de pH esta dentro de los rangos
reportados por la literatura (Virunanon et al. 2013, Ruiz et al. 2011, Collares et al. 2012,
Ewa Nebesny, 1998, Khawla et al. 2014, Zabed et al. 2016, Johnston & McAloon,
2014, Murthy et al. 2009). A partir del modelo estadistico (Ecuacion 2.5) se obtuvieron
las condiciones de méaxima produccién de glucosa con una temperatura de 73,5°C y una
relacion E/S de 0,5399%. La Tabla 2.13 presenta los resultados de validacion del
modelo estadistico.

Tabla 2.13 Resultados de validacion del modelo empirico estadistico para la etapa de licuefaccion del
residuo agroindustrial

E/S | Temp. | pH | Produccién Actual | Respuesta Predicha
(%) (°C) | (und) (9 gluc/L) (9 gluc/L)
0,540 | 735 4,2 90,60+0,46 91,12
0,460 | 70,0 4,3 85,58+0,53 86,50
0,580 | 63,0 4,4 82,36+0,81 81,29

De acuerdo con los resultados de validacion se verificd que la condicion obtendia por el
programa MINITAB corresponde al valor de maxima produccién de glucosa. La
condicion de maxima produccion esta dentro de los rangos reportados en la literatura.

Almidon de trigo puro

La Tabla 2.14 presenta la concentracion de glucosa de cada ensayo del disefio central
compuesto. Se evidencia que la mayor concentracion de glucosa (127,23 y 131,29g/L)
corresponde a los extremos superiores de relacion E/S y temperatura y en todo el rango
del pH, similar a los resultados con el residuo agroindustrial.
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Tabla 2.14 Matriz del disefio central compuesto con valores experimentales para la etapa de
sacarificacion del almidon de trigo puro.

Corrida | (idadesy | 0O | E509 | Sy’
1 4,50 65,0 0,100 76,63
2 4,00 40,0 0,100 29,58
3 4,25 52,5 0,300 56,31
4 4,25 52,5 0,636 115,17
5 4,00 40,0 0,500 70,05
6 4,25 31,5 0,300 42,94
7 4,67 52,5 0,300 91,67
8 4,25 52,5 0,300 74,48
9 3,83 52,5 0,300 85,62
10 4,00 65,0 0,100 79,62
11 4,25 52,5 0,300 81,1
12 4,50 40,0 0,100 22,69
13 4,50 40,0 0,500 75,21
14 4,25 52,5 0,300 76,16
15 4,25 73,5 0,300 82,97
16 4,25 52,5 0,300 85,03
17 4,25 52,5 0,300 76,38
18 4,50 65,0 0,500 127,23
19 4,00 65,0 0,500 131,29
20 4,25 52,5 0,000 10,42

La Tabla 2.15 presenta los términos del modelo, sus coeficientes y el analisis de
varianza (ANAVA) que permite establecer el efecto de los factores evaluados sobre la
variable respuesta.

Tabla 2.15 ANAVA de sacarificacion del almidén de trigo puro.

Término Constante Valor P
Constante 1699,28 0,000
Temperatura (°C) 4,30694 0,000*
pH -852,487 0,978
E/S (%) 52,6180 0,000*
T -0,0178553 0,436
pH*pH 100,686 0,097
E/S*E/S -90,2805 0,357
T*pH -0,212800 0,889
T*E/S 0,464000 0,807
pH*E/S 27,4500 0,773

*Significancia < 0,05

Los resultados de la Tabla 2.15 muestran estadisticamente que para los términos de
temperatura y E/S con un valor p 0,000, indica que no existe suficiente evidencia para
determinar si es una variable significativa dentro del modelo estadistico. Esto se puede
analizar segun las Figuras 2.10, 2.11 y 2.12, ya que el rango evaluado de temperatura y
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relacion E/S, muestran un incremento de la produccion de glucosa con el incremento de
estas variables sugiriendo una evaluacion de rangos mayores. Sin embargo, la revision
de literatura y la ficha de la enzima, sugieren que rangos por encima del evaluado no se
han reportado. El término de pH estadisticamente indica que para el rango evaluado,
cualquier valor de pH que se seleccione generara un efecto similar en la produccién de
glucosa. Estos resultados son similares para el residuo agroindustrial.

El ajuste de los datos al modelo fue 0,91 (R?), valor que es mayor al 0,75 propuesto por
Han et al. (2011), lo que indica que este modelo es apropiado para describir los datos
obtenidos. EI R? ajustado fue del 0,82 y la diferencia con el R? representa los términos
del modelo que generan efectos significativos con la variable respuesta (Chowdhury,
Sarkar, & Mitra, 2016).

La Ecuacion 2.6 del modelo es la siguiente:

G = 1699,28 + (4,30694 * T) — (852,487 * pH)
+ (52,6180 x E/S) — (0,0178553 * T2) + (100,686 * pH?)
— (90,2805 * (E/S)?) — (0,212800 * T  pH) + (0,46400 T  E/S)

E
+ (27,4500 « pH * E) (2.6)

Donde:

G: Concentracion de glucosa, g/L
T: Temperatura, °C

E/S: Relacion enzima sustrato, %.
pH: pH, unidades

Las Figuras 2.10, 2.11 y 2.12 presentan los resultados de contorno y superficie de
respuesta del disefio central compuesto para la sacarificacion del almidén de trigo puro.
En estas figuras se dej6 constante una de las tres variables del modelo en el valor medio,
mientras las dos variables restantes se movieron entre todos los posibles valores de su
rango.

La Figura 2.10 y 2.11 muestran que la produccién de glucosa incrementa con la
temperatura similar al resultado del residuo agroindustrial. La temperatura que genera la
méaxima produccién de glucosa esta sobre los 65°C, valor que ha sido reportado en la
base de datos Brenda (2017) y por Morales et al. (2008) alcanzando temperaturas hasta
75°C, lo que indica que la enzima es termoestable a esta temperatura (Crabb &
Mitchinson, 1997).

El comportamiento de la relacion E/S que se observa en las Figuras 2.10 y 2.12 muestra
que la cantidad de enzima afectd positivamente la conversion, explicandose esto con la
mayor disponibilidad de catalizador en el medio, lo cual acelero la reaccion y permitio
obtener una mayor cantidad de glucosa al final del proceso. La relacion E/S aproximada
de 0,6% ha sido reportada en trabajos como Murthy et al. (2009) y Collares et al. (2012)
alcanzando una conversion aproximada del 50% en 1 hora. Por lo tanto, la relacion E/S
sera uno de los extremos mayores evaluados y posteriormente se analizara la cinética
durante el tiempo ya que una mayor cantidad de enzima puede aumentar el contenido de
glucosa, pero también aumentara los costos del catalizador en el proceso.
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Figura 2.10 Resultados de contorno y superficie de respuesta para la concentracion de glucosa.
Interaccién entre la temperatura y %E/S con pH constante de 4,25 (punto central del disefio).
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Figura 2.11 Resultados de contorno y superficie de respuesta para la concentracion de glucosa.

Interaccion entre la temperatura y pH con E/S constante de 0,3% (punto central del disefio).
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Figura 2.12 Resultados de contorno y superficie de respuesta para la concentracion de glucosa.

Interaccién entre pH y E/S constante de temperatura en 52,5°C (punto central del disefio)
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El analisis ANAVA indica estadisticamente que la variacion del pH genera un efecto
similar en la produccion de glucosa, sin embargo, el pH presenta una curvatura en las
Figuras 2.11 y 2.12, indicando que la enzima genera mayores cantidades de glucosa en
los extremos, con una mayor produccion en el extremo superior de pH 4,6 unidades. De
acuerdo con la ficha de la enzima, el rango evaluado genera la mayor produccion de
glucosa y segun la revision de literatura se presentan mas reportes con pH > 4,5
unidades como Ewa Nebesny (1998), Ruiz et al. (2011), Virunanon et al. (2013),
Khawla et al. (2014) y Johnston & McAloon (2014).

A partir del modelo estadistico (Ecuacién 2.6) se obtuvieron las condiciones de maxima
produccién de glucosa con una temperatura de 73,3°C y una relacion E/S de 0,0366%.
La Tabla 2.16 presenta los resultados de validacion del modelo estadistico.

Tabla 2.16 Resultados de validacion del modelo empirico estadistico para la etapa de licuefaccion del
almidén de trigo puro

E/S | Temp. | pH | Produccién Actual | Respuesta Predicha
(%) (°C) | (und) (9 gluc/L) (9 gluc/L)
0,636 | 73,5 4,7 160,80+0,24 161,24
0,600 | 70,0 4,6 147,78+0,46 148,15
0,550 | 62,0 4,6 133,42+0,17 132,96

De acuerdo con los resultados de validacion se verificd que la condicion obtendia por el
programa MINITAB corresponde al valor de maxima produccion de azlcares
reductores. La condicién de méxima produccion esta dentro de los rangos reportados en
la literatura.

2.4 CONCLUSIONES

Para el residuo agroindustrial, el tamafio de particula se encuentra entre 1,0 y 0,5mm
permitiendo una adecuada hidrélisis.

La caracterizacion de las materias primas identifico que existe una diferencia sustancial
de sus componentes, debido a que el almidon de trigo puro en su mayoria contenia un
porcentaje de almidon del 80%, mientras que el residuo agroindustrial proveniente de
un proceso complejo para su produccién, incluye alto contenido de minerales, grasas y
baja cantidad de almidon (56%).

Para el proceso de licuefaccion del residuo agroindustrial, se encontr6 un modelo
cuadratico con un R? de 85% y un R? ajustado de 74%. La optimizacién de dicho
modelo permitié encontrar las maximas condiciones del proceso para la produccion de
azucares reductores. Para el residuo agroindustrial fueron una temperatura de 72,78°C y
una relacion E/S de 0,0516% y un pH fijo de 5,8 unidades, los cuales fueron validados.

Para el proceso de licuefaccion del almiddn de trigo puro, se encontr6 un modelo
cuadratico con un R? de 88% y un R? ajustado de 79%. Las maximas condiciones del
proceso de licuefaccion para la produccion de azlcares reductores a partir del almidon
de trigo puro fueron una temperatura de 73,3°C y 0,0366% E/S y un pH fijo de 5,8
unidades, los cuales fueron validados.

Para el proceso de sacarificacion del residuo agroindustrial, se encontrd6 un modelo
cuadratico con un R? de 90% y un R? ajustado de 80%. La optimizacién de dicho
modelo permitié encontrar las maximas condiciones del proceso para la produccion de
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glucosa. Para el residuo agroindustrial fueron una temperatura de 73,5°C, una relacién
E/S de 0,5399% y un pH de 4,2 unidades, los cuales fueron validados.

Para el proceso de sacarificacion del almidon de trigo puro, se encontré un modelo
cuadratico con un R? de 91% y un R? ajustado de 82%. Las maximas condiciones del
proceso de sacarificacion para la produccion de glucosa a partir del almidon de trigo
puro fueron una temperatura de 73,5°C, una relacion E/S de 0,6364% y un pH de 4,7
unidades, los cuales fueron validados.
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CAPITULO 3: MODELO MATEMATICO PARA LA
PRODUCCION DE JARABES DE GLUCOSA EN
SISTEMAS DISCONTINUOS

3.1 INTRODUCCION

El almiddn es la fuente de carbohidratos mas importante en el planeta y su produccion
mundial ha aumentado continuamente en los ultimos afios debido a la demanda
constante de las industrias que consumen almidén (Hua & Ruijin, 2016; Fujita, 2017).
A partir del almidén se pueden generar los jarabes de glucosa, siendo uno de los
productos mas utilizados por diversos tipos de industrias como fermentacion alcoholica,
alimentos, helados, confiteria, carnes procesadas, farmacéuticos, entre otros (Rodriguez
Reinoso, 2011; Davila et al. 2014). Los jarabes de glucosa son caracteristicos por
aportar textura, brillo, disminuyen la temperatura de congelacién, son anticristalizante
del azlcar y regulador del dulzor (Hull, 2010; Rodriguez Reinoso, 2011).

Una de las alternativas para obtener los jarabes de glucosa es por medio de procesos
enzimaticos los cuales son licuefaccion y sacarificacion. El proceso de licuefaccion se
realiza con la enzima alfa-amilasa que hidroliza los enlaces glucosidicos a-1,4 de la
cadena del almiddn, produciendo dextrinas, maltosa, maltotriosa y maltopentosas,
presentando una mayor concentracion de las ultimas (Ruiz et al. 2011; Prunescu & Sin,
2013). El proceso de sacarificacion se realiza con la enzima amiloglucosidasa la cual
hidroliza los productos finales de la licuefaccion rompiendo los enlaces glucosidicos a-
1,4 y 0-1,6, para finalmente producir glucosa y azlcares con grado de polimerizacién
(GP) 2y 3 (Hua & Ruijin, 2016).

El proceso de produccion de jarabes de glucosa puede ser representado mediante
modelos matematicos que permiten predecir el comportamiento de las reacciones. La
mayoria de los modelos cinéticos que implican una reaccion enzimatica tienen como
hipdtesis que la tasa de produccion obedece al comportamiento clasico de Michaelis-
Menten (Paolucci-Jeanjean et al. 2000a). Existen aproximaciones generales como el
modelo planteado por Cruz (2012), el cual no presenta inhibicidn por sustrato ni glucosa
y el modelo presentado por Apar & Ozbek (2007) basado en la medicion de almidon.
Sin embargo, estos modelos son basicos y es necesario plantear modelos con una
relacion mas compleja que incluya factores de inhibicion y tasas de produccion de
azlcares.

Rodriguez et al. (2006) plantean el modelo incluyendo la desactivacion enzimatica con
la ecuacion de Arrhenius de segundo orden. Presecki, Blazevi¢ & Vasi¢-Racki (2013)
presentan el modelo de Michaelis-Menten con inhibicion no competitiva por glucosa y
maltosa, incluyendo la desactivacion enzimatica por un modelo de inactivacion en dos
pasos que asume la formacion de un intermediario en la ruta entre la forma nativa y
desnaturalizada de la enzima; sin embargo, este modelo solo tiene en cuenta la
produccién de glucosa y maltosa, omitiendo los demas azlcares de mayor GP
producidos. Por otro lado, Murthy et al. (2006) presenta el efecto temperatura, pH,
actividad enzimatica, dosis de enzima y efectos de inhibicion por glucosa, maltosa y
matotriosa mediante el método de Montecarlo. Akerberg et al. (2000) sugieren un
modelo cinético debido a la accion combinada de las enzimas o-amilasa y
amiloglucosidasa incluyendo efectos de pH; sin embargo, este enfoque no es util para el
procesamiento del almidon que se pretende modelar, ya que utiliza un modelo
integrado.
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Morales et al. (2008) presentan modelos planteados a partir de los balances elementales
de materia, complementados con ecuaciones empiricas, los cuales se definen como
modelos semifisicos de base fenomenoldgica, separando las etapas de licuefaccion y
sacarificacion, incluyendo la produccion de oligosacaridos con un GP de 1 a 5, los
efectos de temperatura, desactivacion enzimatica e inhibicion por sustrato y producto,
siendo el mas completo encontrado en la literatura y que ha sido citado por varios
autores. Por lo anterior, este capitulo propone el uso del modelo planteado por Morales
et al. (2008), incluyéndole los efectos de pH, simulacion, ajuste de parametros y
validacion con otro tipo de almiddn y su aplicacion en un residuo agroindustrial.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Modelo de licuefaccion
El modelo de la etapa de licuefaccion esta basado en el trabajo realizado por Morales,
Alvarez & Sanchez (2008) quienes tuvieron en cuenta los modelos planteados por
Paolucci-jeanjean et al. (2000a, 2000b, 2001). En esta etapa de licuefaccion, se plantea
la produccion de oligosacaridos a diferentes niveles de polimerizacion conformados por
dos grupos:

1. Oligosacaridos con un nivel de GP (grado de polimerizacion) de 1 a 3: son los
productos finales de la licuefaccion y no son susceptibles a un ataque
enzimatico, ya que las enzimas hidrolizan polimeros de alto peso molecular
como sustrato.

2. Oligosacaridos de GP 6 y 7 que muestran un valor maximo de concentracion en
un tiempo inicial y son parcialmente hidrolizados en oligosacaridos de menor
GP, presentando el GP5 como producto predominante en la licuefaccion.

Por medio de un analisis de curva, Paolucci-jeanjean et al. (2000a) y Morales et al.
(2008), sugieren la Ecuacion 3.1 para describir la velocidad de formacion de cualquier
oligosacérido a la concentracion total de moléculas con mayor GP.

Ve(n) = ky <xn (So _ Z Ci) _ Z Ci,lim>; 1<n<s5 3.1)
m i=m

i=
Donde:

Vr(n): Velocidad de formacion de un oligosacarido con grado de polimerizacion (GP)
igual a n (GP= n-oligosacarido)

x,,. Constante adimensional. Representa la cantidad determinada de sustrato disponible
para producir cada uno de los oligosacaridos.

S, Concentracion inicial de sustrato

C;: Sustrato disponible para la formacion de oligosacaridos GP=n y por lo tanto, todos
los oligosacaridos que producen oligosacaridos a través de la hidrdlisis con GP =n estan
agrupados juntos como C;

C; 1im: Oligosacaridos del grupo 1 con GP=n que permanecen no hidrolizables una vez
que la hidrdlisis ha sido completada

m: corresponde al GP del oligosacarido mas pequefio que conduce al producto con
GP=n, a través de la hidrdlisis, por lo tanto, m>n
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k,: Constante de reaccion que describe la habilidad del sustrato disponible para ser
hidrolizado (Paolucci-jeanjean et al. 2000a) y que puede ser representada por la
Ecuacion 3.2. Esta comprende dos constantes que son identificadas experimentalmente
(pn, qn), las cuales estan asociadas con cada oligosacarido de grado de polimerizacion n
y la concentracion de enzima E.

ke = (Z— —@)E G2

La Ecuacion 3.1 es de primer orden respecto al sustrato, similar a la ecuacion de
Michaelis-Menten, cuando la velocidad de reaccion tiene una dependencia lineal del
sustrato (Morales et al. 2008). Cuando los términos C; y C; ;;,,, son restados, el resultado
representa el sustrato neto disponible para producir oligosacaridos durante la hidrolisis.
El término C; ;;,,, puede ser calculado con la Ecuacion 3.3.

Z Ci,lim = hpS, (3-3)
i=m

Donde:

h,: Constante que debe ser experimentalmente identificada y sirve para delimitar la
concentracion inicial de oligosacaridos en el sustrato para la produccion de cada
oligosacarido (Paolucci-jeanjean et al. 2000a).

Las reacciones principales y sus valores asociados m se muestran en la Tabla 3.1
(Paoulucci et al. 2001).

Tabla 3.1 Reacciones principales y valores de m para oligosacaridos con un GP igual a n

Valor de n Principales reacciones Valor de m
n=7 GP>7—->GP7 m=38
n=6 GP>7—->GP6 m=7
GP7—-GP6
n=5 GP>7—->GPS5 m==6
GP7—-GP5
GP6—>GP5
n=4 GP>7—-GP4 m=7
GP7— GP4
n=3 GP>7—-GP3 m=7
GP7—GP3
n=2 GP>7—->GP2 m==6
GP7—->GP2
GP6—->GP2
GP6—>GP4— GP2
n=1 GP>7—-GP1 m==6
GP7—-GP1
GP 6 — GP1

Fuente: Paoulucci et al. 2001

Esta tabla muestra que sélo pueden hidrolizarse azucares con un GP mayor que 5 y que
los oligosacaridos GP 5 y GP 4 no se hidrolizan en cadenas mas pequefias. También
vale la pena sefialar que la maltohexaosa produce maltosa y no maltotetraosa. De hecho,
la hidrolisis de maltotetraosa en maltosa parece ser lo suficientemente rapida para
equilibrar la produccién de maltotetraosa como ya se ha sugerido por Govindasamy et
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al. (1992). Segun Govindasamy et al. (1992) en la primera etapa, el material amilaceo es
hidrolizado a oligosacéridos con GP=7 y GP=6; en la segunda etapa, se producen los
oligosacaridos con GP=5, GP=3, GP=2 y GP=1, siendo GP=5 el compuesto
predominante, similar a la accion de la alfa-amilasa B. licheniformis. Este autor también
menciona que oligosacaridos con GP=4 estan ausentes en los productos formados, lo
cual podria ser debido a la hidrdlisis inmediata de G3 (maltotriosa) + G1 (glucosa) y/o
G2 (maltosa) + G2 (maltosa) o por la completa ausencia de la formacion de esta
dextrina.

Segun Morales et al. (2008), debido a que algunos sistemas operan por largos periodos
de tiempo con la enzima, es necesario determinar el efecto de la desactivacion
enzimaética de acuerdo con la Ecuacion 3.4,

E = E,exp(—kg4t) (3.4)

Donde:

E,: Concentracion inicial de enzima

k,: Constante de desactivacion enzimatica
t: Tiempo

3.2.2 Modelo de sacarificacion
El modelo para la etapa de sacarificacion se basé en el trabajo realizado por Morales et
al. (2008) los cuales tuvieron en cuenta el modelo planteado por Zanin & De Morales
(1996). El modelo estd basado en la ecuacion de Michaelis-Menten, donde existen
varios sustratos que compiten por el sitio activo de la enzima, reacciones reversibles
para maltotriosa y maltosa y la inhibicién debido al sustrato y producto.

El modelo tiene en cuenta las siguientes suposiciones o consideraciones (Zanin & De
Moraes, 1996):

1. Debido a que el sustrato es almidon y ha sido previamente hidrolizado con alfa
amilasa, el grado de polimerizacion promedio de los oligosacaridos remanentes
con GP >3 es asumido como 5.

2. Estos oligosacaridos son considerados que estan formados por dos fracciones:
(@) fraccion mas susceptible a hidrolisis, comprendiendo aproximadamente el
77% de las moléculas, y contiene los enlaces a-1,4 que son rapidamente
hidrolizados. (b) la segunda fraccién es resistente a la hidrélisis, comprende el
23% remanente de las moléculas, y contiene los enlaces a-1,6 asociados con las
ramificaciones que son hidrolizadas mas lentamente que los enlaces a-1,4.

3. Lasacarificacion procede a traves de maltiples reacciones que ocurren
simultaneamente y son divididas en tres clases:

a. Reacciones de hidrolisis de oligosacaridos con GP>3 estan agrupadas juntas
como una Unica clase que esta dividida en dos ya mencionadas: susceptible

GP=4y resistentes GP=6
oligos susceptible (GP,) + (n — 3)H,0 — maltotriosa (GP;) + (n — 3)glucosa (GP;) (3.5)

oligos resistentes (GPg) + (n — 3)H,0 — maltotriosa (GP;) + (n — 3)glucosa (GP;) (3.6)

b. Hidrdlisis de maltrotriosa (GP5;) produce maltosa (GP,) y es reversible
maltotriosa (GP;) + H,0 < maltosa (GP,) + glucosa (GP;) (3.7)

c. Hidrolisis de maltosa produce glucosa (GP,) Yy es reversible:
maltosa (GP,) + H,0 < 2 glucosa (GP;) (3.8)
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4. Existe inhibicion por producto (Ki) de glucosa, para las reacciones de las
Ecuaciones 3.5 a 3.8.

5. Existe inhibicion por sustrato (Ks) por los oligosacaridos con GP>3, pero no por
maltrotriosa y maltosa.

6. Varios sustratos (GP4, GPs, GP3;, GP,) compiten por el sitio activo de la
amiloglucosidasa.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, la velocidad de reaccion de hidrolisis esta
dada por la Ecuacion 3.9 (Morales et al. 2008):

o [02~ (§52)|

—=; 2<n<5 (3.9)
Koo |1 +2 4+ L4 (35,
i K K j=2 Km,j

Th =

Donde:
1,. Velocidad de hidrolisis

n: Indica el grado de polimerizacion del oligosacarido (GP)

G,,: Concentracion del oligosacarido con GP=n

Knn: Constante de Michaelis-Menten

K; y K,: Constantes de inhibicidn por glucosa y sustrato, respectivamente
Vinax: Velocidad maxima de produccién del producto

E: Concentracion de enzima

K.qn: Constante de equilibrio

El término de condensacion (G2_, /Keqn) es valido solo para maltosa y maltotriosa,
donde el numerador cambia a G2_; cambia a G G,. El término de inhibicion debido al
sustrato es so6lo valido en las fracciones susceptible y resistente de la maltopentosa
(Morales et al. 2008).

De acuerdo con las consideraciones antes mencionadas, las velocidades de reaccion de
hidrolisis de los oligosacaridos susceptibles r,, oligosacaridos resistentes r,, maltotriosa
r3 Y maltosa r, estan representadas por las Ecuaciones 3.10 a 3.12.

Vmax 5 GS E

rg = (3.10)

1 G G Gs
K, P+ e e e
m>5 K sz Km3 KmS

GG
Ve [65 = (12| &
ry = (3.11)

G G Gs
K P+—+ 2 3+
m.3 sz Km3 KmS

GZ
Vmax,z [GZ B (Keqz)] E

r, = 3.12
S K1+ GGy Gy Gs (12
m,2 KI Km,z Km,3 Km,S
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Los balances de masa que describen la variacion de la concentracion de cada
oligosacarido en el tiempo se presentan en las Ecuaciones 3.13 a 3.16:

Maltopentosas

dGs _ 3.13
Maltotriosa
dG;
E = Tg—1I3 (314)
Maltosa
da,
W = T3 - Tz (3.15)
Glucosa
dG
E = 2T5 + T3 + 2T2 (316)

El modelo base para el proceso de sacarificacion incluye la reaccion de condensacion de
isomaltosas (r;) (Ecuacién 3.17), siendo una reaccion reversible que se genera a partir
de glucosa, produciendo isomaltosas y viceversa.

2 glucosa (GP,) < Isomaltosa (G;) (3.17)

Para este modelo no se considerd la reaccion r; debido a que estas reacciones se
presentan cuando existe exceso de enzima amiloglucosidasa y las concentraciones de
glucosa exceden 500g/L (Berensmeier & Buchholz, 2004; Roy & Gupta, 2004;
Duvernay, Chinn & Yencho, 2013) y las concentraciones medidas experimentalmente
no excedian dicho valor.

Las modificaciones de Morales et al. (2008) en el modelo de Zanin & De Moraes,
(1996), indican una expresion para hallar la maxima velocidad de reaccion (Ecuacion
3.18) y la desactivacién enzimatica (Ecuacion 3.19)

Vnan = Vomaznexp (=) (3.18)

Donde:
Vo,maxn- Constante de velocidad inicial maxima de reaccion
E,: Energia de activacion
R: Constante Universal de los gases
T: Temperatura

E = E,exp(—kgt) (3.19)
Donde:

E,: Concentracion inicial de enzima
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k,: Constante de desactivacion enzimatica
t: Tiempo de reaccién

El valor de la energia de activacion de 50604cal/mol fue la misma reportada por
Morales et al. (2008). Este modelo base que se tomo6 en cuenta para el proceso de
sacarificacion estd unido con el modelo de licuefaccion, ya que plantean que el
oligosacarido de mayor GP se representa como GP5, siendo el principal producto de la
licuefaccion. Este modelo se complement6 con el efecto de pH y sus parametros se
ajustaron para almidén de trigo puro y de un residuo agroindustrial presentados en la
seccion de resultados.

3.2.3 Validacion del modelo
La validacion del modelo fue realizada para los procesos de licuefaccion y
sacarificacion independientemente. Se utilizaron dos materias primas amilaceas:
Almidén de trigo y residuo agroindustrial con 81% y 56% de contenido de almidon,
respectivamente. Los ensayos fueron realizados en erlenmeyer de 500mL con un peso
efectivo de 100 g, 20% de sélidos y buffer fumarico a 0,1M.

Para la validacion del proceso de licuefaccion se realizd el proceso de gelatinizacion y
posterior licuefaccion durante 4 horas por triplicado. Para la validacién del proceso de
sacarificacion, se realizo el proceso de gelatinizacién, licuefaccion durante 1 hora y
finalmente sacarificacion durante 6 horas por triplicado. Las condiciones de cada
proceso para las respectivas materias primas se mencionan a continuacion.

Gelatinizacion

Las condiciones de la etapa de gelatinizacion fueron las siguientes: 20%p/p de almidén
(Smrckova et al. 2013), 95°C (Betiku, Akindolani, & Ismaila, 2013; Li et al. 2015;
Zabed et al. 2016), 150rpm (Baks et al. 2008, Ruiz et al. 2011, Zabed et al. 2016), pH
5.8unidades, 10 min para el residuo agroindustrial y 30 min para el almiddn de trigo.

Licuefaccion

La etapa de licuefaccion para el residuo agroindustrial y el almidon de trigo se realiz6
con la enzima amilasa Spezyme®Fred con una actividad enzimatica especifica de
2389U/g y siguiendo las condiciones de proceso presentadas en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Condiciones de licuefaccion para el residuo agroindustrial y el almidén de trigo

— Residuo Almidén
Condicion . : .

agroindustrial de trigo

Temperatura (°C)* 72,8 74,1

Relacion E/S (%)* 0,0516 0,0276

Tiempo (h) 4 4

pH constante

(Johnston & McAloon, 2014) 58 58

Agitacion constante(rpm)

(Zabed et al. 2016) 150 150

Ca}lcm con_state(ppm) 10 10

(Ficha enzima)

* Mejor tratamiento obtenido preliminarmente en el capitulo 2
Durante las cinéticas se verificd que el pH se mantuviera constante

Las muestras se centrifugaron a 5000rpm por 10min y se congelaron para su posterior
medicion de oligosacaridos.
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Sacarificacion

La etapa de sacarificacion para el residuo agroindustrial y el almidén de trigo se realizo
con la enzima glucoamilasa Optidex® L-400 con una actividad enzimatica especifica de
3064,46 AUG/g y siguiendo las condiciones de proceso presentadas en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Condiciones de sacarificacion para el residuo agroindustrial y el almidon de trigo

. Residuo Almiddn
Condicion . : ;
agroindustrial de trigo

Temperatura (°C)* 73,5 73,5
Relacién E/S (%)* 0,5399 0,6364
Tiempo (h) 6 6
pH * 4,2 4,7
Agitacion constante
(rpm) 150 150
(Zabed et al. 2016)

* Mejor tratamiento obtenidas preliminarmente
Durante las cinéticas se verificd que el pH se mantuviera constante

Las muestras se centrifugaron a 5000rpm por 10min y se desactivo la enzima en bafio
maria 95°C durante 5 minutos para posteriormente congelarse.

La concentracion de los diferentes grados de polimerizacion para las cinéticas de
licuefaccién y sacarificacion se determinaron por HPLC utilizando la columna
SUPELCOGEL™ C-610H a 30°C con un flux de 0,5 mL/min, acido fosférico al 0,1%
como fase maévil y 20ul de muestra con detector RID.

La identificaciobn de los parametros para el ajuste del modelo con los datos
experimentales se realizé en Matlab-Simulink® (2015a) mediante el uso del toolbox de
simulink de identificacion de parametros. Al ingresar los datos experimentales de
entrada y salida, y construir un bloque con las dindmicas del modelo, el toolbox utiliza
diferentes métodos de identificacion para calcular los parametros con los cuales la
respuesta del modelo se ajusta con menor error a los datos tomados experimentalmente.

Con el fin de verificar el ajuste de los datos experimentales con los resultados de la
simulacion, se encontraron los errores promedio para cada oligosacarido como se
presenta en la Ecuacion 3.20 (Morales Vélez, 2004).

Gn,experimental - Gn,simulacién

Gn,méxima experimental — Gn,minima experimental

numero de datos experimentales

Error, (%) = *100  (3.20)
Donde:
n: Indica el grado de polimerizacion del oligosacarido (GP)

3.3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.3.1 Modificacion del modelo de licuefaccion y sacarificacion
El modelo planteado por Morales et al. (2008) no tiene en cuenta los efectos de pH. Para
ello, se tomé como base el articulo de Tijskens et al. (2001) para complementar el
modelo de licuefaccion y sacarificacion. Tijskens et al. (2001) desarrollaron un modelo
que describe el comportamiento de la actividad enzimatica, siendo una medida de la
velocidad de reaccion, como funcion del pH. La formulacién incluye los efectos de
protonacion e hidroxilacion sobre la actividad enzimatica a varios niveles de pH.
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El efecto de los iones acidos H* o iones basicos OH" sobre la actividad de una enzima es
probablemente causado por un cambio en la configuracion en o cerca de los sitios
activos. Como en casi todas las reacciones de protonacion, estas reacciones ocurren muy
rdpidamente y las diferentes configuraciones estan instantdneamente en equilibrio. Esto
puede ser representado por los siguientes mecanismos:

K
En+ H* & EnHY  (3.21)

KEoH

En+ OH™ < EnOH™ (3.22)
Donde: Key Y Keon Son las constantes de equilibrio de las reacciones.

La disociacion del agua es definida como la Ecuacion 3.23.
K
H—Vi =O0H~ (3.23)

Las cantidades de EnH* y EnOH™ pueden ser expresadas en términos de la cantidad
actual de enzima activa y pH como las siguientes ecuaciones.

,_ En.H
EnH e (3.25)

EH

La cantidad total de enzima en cualquier configuracion debe permanecer constante:
Eniotq = EnHY + EnOH™ + En (3.26)

Combinando las Ecuaciones 3.25 y 3.26 y obteniendo la cantidad de enzima En, se
obtiene la expresion para la enzima activa a cualquier concentracion de iones H* o pH:

En
En = —totat (3.27)
1+ H_ + KW i
KEH KEOH .H+

La cantidad de enzima activa disponible se puede analizar como una actividad aparente,
sin embargo, la actividad enziméatica también es representada como la velocidad de
reaccion en la primera etapa, donde la velocidad es lineal como también lo presenta
Prieto et al. (2012). Por lo tanto, el efecto del pH se observa en la velocidad de reaccion
para la produccion de oligosacaridos en la etapa de licuefaccion y sacarificacion
representadas en la Ecuacion 3.28 y 3.29, respectivamente.

ko(x, (S, — X2 C)— Y2 Ciy
Vf(n)= n( n( 0 El;m Li{w le—m l,llm); 1STIS5 (3.28)

14—+ %
KEH KEOH H*
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Los pardmetros Key y Keon se asumieron fijos como 2,707086x10™ y 4,288763x10°,
respectivamente. Estos parametros se obtuvieron de Tijskens et al. (2001) estimados

para temperaturas de 60°C.

3.3.2 Validacion del modelo con almidon de trigo y residuo agroindustrial

Modelo de licuefaccion

La Tabla 3.4 presenta los pardmetros para la etapa de licuefaccion y la Figura 3.1y 3.2
muestran la simulacion (linea constante) comparada con los resultados experimentales
(puntos) para almidon de trigo puro y el residuo agroindustrial, respectivamente. La
programacion utilizada para la simulacion de esta etapa se encuentra en el Anexo 8y los

resultados en el Anexo 9y 10.

Tabla 3.4 Parametros de licuefaccion para el almidén de trigo puro y el residuo agroindustrial

Parametro Unidades A'T“'d‘)“ ge R_e5|duo .
trigo puro agroindustrial
X1 Adimensional 0,2 0,25
Xy Adimensional 0,2 0,2
X3 Adimensional 0,28 0,25
Xs Adimensional 0,32 0,23
h; Adimensional 0,29 0,25
h, Adimensional 0,33 0,33
hs Adimensional 0,30 0,36
hs Adimensional 0,22 0,30
p: g/mL h 51 51
p2 g/mL h 89 89
p3 g/mL h 89 89
Ps g/mL h 167 167
(o} L/mL h 0,089 0,089
O L/mL h 0,145 0,145
O3 L/mL h 0,066 0,066
Us L/mL h 0,26 0,428
Ky h' 0,017 1,06*10
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Los errores del modelo utilizado para el proceso de licuefaccion comparado con los
datos experimentales se presentan en la Tabla 3.5 para el almidon de trigo puro y el
residuo agroindustrial.

Tabla 3.5 Errores promedio para el proceso de licuefaccion del almiddn de trigo puro y el residuo
agroindustrial

Oligosacarido Er_rores pror_nedio para E_rrores prqmedio para
Almidon de trigo puro (%) | Residuo agroindustrial (%)
Maltopentosa 6,6 5,6
Maltotriosa 7,2 7,0
Maltosa 7,0 54
Glucosa 8,3 6,4

De acuerdo con la Tabla 3.4 para el almidén de trigo puro, las constantes h fueron
cambiadas para n=3 (0,36 por 0,30) y n=5 (0,32 por 0,22), lo que indica que existe
menos sustrato disponible para producir los oligosacéridos 3 y 5. Las constantes x que
indican que solo una cantidad determinada de sustrato esta disponible para la
produccion de cada oligosacarido, fueron cambiadas de n=3 (0,25 por 0,28) y n=5 (0,27
por 0,32), incrementandose este valor para maltotriosas y maltopentosas (Morales et al.
2008).

Para el residuo agroindustrial las constantes h fueron cambiadas para n=1 (0,29 por
0,25) y n=5 (0,32 por 0,30), lo que indica que existe menos sustrato disponible para
producir los oligosacaridos 1 y 5. Las constantes x también fueron cambiadas de n=1
(0,2 por 0,25) y n=5 (0,29 por 0,23), incrementandose para la glucosa y disminuyendo
para la maltopentosa (Morales et al. 2008). Existié otro cambio en la constante q para
n=5 (0,26 por 0,43), indicando que la velocidad de produccion de la maltopentosa es
mas rapida para este residuo agroindustrial.

Modelo de sacarificacion

La Tabla 3.6 presenta los parametros para la etapa de sacarificacion y la Figura 3.3y 3.4
muestran la simulacion (linea constante) comparada con los resultados experimentales
(puntos) para almidon de trigo puro y el residuo agroindustrial, respectivamente. La
programacion utilizada para la simulacion de esta etapa se encuentra en el Anexo 11y
los datos de la cinética en el Anexo 12 y 13.
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Tabla 3.6 Parametros de sacarificacion para el almidon de trigo puro y el residuo agroindustrial

Parametro Unidades Almidon de trigo R_e5|duq
puro agroindustrial
Vomax2 mol/mL h 6.7097*10>" 5,1676*10%
Vomaxs mol/mL h 3,4101*10% 4,6183*10%
Vomaxs mol/mL h 4,8010*10%" 1,6753*10%
Kz mol/L 0,0050 0,0150
Kmns mol/L 0,0553 0,1300
Kns mol/L 0,0140 0,0130
Kega mol/L 0,054 0,054
Kegz mol/L 200 200
Kegs mol/L 2,8105 2,8105
Ks mol/L 0,1499 0,1528
Ki mol/L 0,0472 0,0385
Ky h™ 0,5136 0,8799
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Los errores del modelo utilizado para el proceso de sacarificacion comparado con los
datos experimentales se presentan en la Tabla 3.7 para el almidon de trigo puro y el
residuo agroindustrial.

Tabla 3.7 Errores promedio para el proceso de licuefaccion del almiddn de trigo puro y el residuo
agroindustrial

Oligosacarido Er_rores pror_nedio para E_rrores prc_)medio para
Almidén de trigo puro (%) Residuo agroindustrial (%)
Maltopentosa 6,3 8,3
Maltotriosa 5,9 7,2
Maltosa 5,9 7,3
Glucosa 3,9 6,7

De acuerdo con la Tabla 3.6 se variaron todos los parametros del articulo de Morales et
al. (2008) con excepcion de las constantes de equilibrio debido a que la materia prima
de ese modelo era yuca. Sin embargo, el comportamiento de los pardmetros no varié
mucho a los originales y su analisis ha sido similar para diferentes biomasas a partir de
almidon. El proceso de sacarificacion para el almidén de trigo puro y el residuo
agroindustrial presenta mayor afinidad a la maltosa debido a su menor valor de Km
como lo presentan Akerberg et al. (2000) y Cruz (2012). La velocidad inicial indica que
se promueve la formacién de maltotriosas con la enzima Optidex® L-400. Dicho
comportamiento también se presento en el estudio de Cruz (2012) utilizando la enzima
Optimax L1000 y almidén de banano.

El comportamiento de los pardmetros para maltosa y maltotriosa se observan claramente
en la cinética, donde la primera media hora existe un incremento en su produccion y
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posteriormente son consumidos (mayor afinidad por maltosa y mayor velocidad de
produccion de maltotriosas). Dicho resultado es debido al mecanismo de reaccion del
proceso de sacarificacion presentado en las Ecuaciones 3.5 a 3.8, en el cual se observa
como producto inicial la maltotriosa y maltosa, las cuales posteriormente son
hidrolizados rapidamente a glucosa por ser oligosacaridos susceptibles a diferencia de
los oligosacaridos resistentes como la maltopentos que reune los oligosacaridos de mas
de 4 unidades de glucosa (Zanin & De Moraes, 1996). Los resultados de inhibicion por
sustrato y glucosa son similares entre biomasas y se presenta una diferencia en el
parametro de desactivacion enzimatica debido a la composicion del residuo
agroindustrial.

Debido al buen ajuste obtenido corroborado con el porcentaje de error, este modelo
adaptado que incluye la produccion de oligosacaridos, efecto del pH, factores de
inhibicion de sustrato y glucosa, para el proceso de licuefaccion y sacarificacion es
capaz de representar la hidrélisis enzimatica con almidon de trigo puro y su aplicacion
con un residuo agroindustrial.

3.4 CONCLUSIONES

El modelo de licuefaccion puede utilizarse en simulaciones con intervalos de
concentracion de sustrato entre 60-400g/L y temperaturas entre 60-90°C. EI modelo de
sacarificacion permite simulaciones con concentraciones de sustrato hasta 400g/L y
temperaturas entre 45-65°C incluyendo la inactivacion enzimética y efectos de
temperatura. Ademas, se implementd el efecto de pH obteniendo buen ajuste de
parametros con la simulacion.

Los modelos de licuefaccion y sacarificacion fueron aplicados a almidon de trigo puro 'y
a un residuo agroindustrial, demostrando que para ambas materias primas se presenta un
buen ajuste de parametros el cual no supera un error del 10% y puede utilizarse como
una herramienta en el disefio de biorreactores.
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CAPITULO 4: PRODUCCION Y RECUPERACION DE
JARABES DE GLUCOSA IN SITU A TRAVES DE
MEMBRANAS SUMERGIDAS

4.1 INTRODUCCION

Tradicionalmente, la produccion de jarabes de glucosa se ha realizado en reactores de
hidrélisis enzimatica operados de modo discontinuos con temperatura, agitacion y pH
controlados. Este tipo de operacion del biorreactor presenta baja eficiencia debido a los
procesos de arranque y parada de un lote. Para obtener el jarabe de glucosa libre de
material no hidrolizado y enzimas, se necesita la inactivacion de enzimas con
incrementos de pH o temperatura y un proceso de purificacion del producto (Paolucci-
Jeanjean et al. 2001; Pinelo & Meyer, 2009).

Un proceso que unifica la hidrolisis enzimatica con la separacion del producto por
medio de membranas se ha denominado “Recuperacion del producto in situ” o ISPR por
sus siglas en inglés (In Situ Product Recovery). La ISPR retiene las enzimas presentes
en el sistema mientras que permite la transferencia a través de la membrana de
productos de reaccién de bajo peso molecular. EI empleo de un reactor de membrana
cuenta principalmente, con una configuracién de disefio que permite la eliminacion del
producto sin pérdida de enzima en el permeado (Andri¢ et al. 2010). Sin embargo,
existen dos impedimentos que reducen la productividad: ensuciamiento de la
membrana, representado en la disminucién del flux (Luo et al. 2014) y la disminucion
de produccion de la glucosa (Paolucci-Jeanjean et al. 2001).

El proceso del ensuciamiento de la membrana incluye las siguientes etapas: adsorcion,
obstruccion y bloqueo de poros, formacién de capa de gel y formacién de capa de torta,
de los cuales la adsorcion se considera el proceso responsable de la bioincrustacion
grave (Zhou et al. 2012). Variables como el pH y la temperatura presentan una relacién
directa con la adsorcién de enzimas en membranas, ademas de ser variables que afectan
el proceso de hidrdlisis enzimatica por estar ligadas al rendimiento enzimatico (Larsson,
1980; Marshall et al. 1993; Madaeni et al. 2012; Ike et al. 2017).

La adsorcion electrostatica esta relacionada con el punto isoeléctrico, el cual es el pH
donde la carga neta de la enzima es nula. Se debe evaluar cuél serd la carga de la enzima
al valor de pH del proceso para la hidrdlisis enzimatica, lo cual se realiza comparando el
pH de operacidn con el punto isoeléctrico de la enzima, teniendo en cuenta que estaran
cargados positivamente o negativamente a valores de pH por debajo o por encima de su
punto isoeléctrico, respectivamente (Marshall et al. 1993). Rico (1990) encontro que el
punto isoeléctrico de las glucoamilasas provenientes de Aspergillus niger es de 3,54 y
autores como Zhou et al. (2012) y Ma et al. (2016) indican que las membranas PVDF
(Polifluoruro de vinilideno) mantienen cargas negativas a pH desde 2 hasta 10 unidades.

Los efectos de la temperatura pueden estar relacionados con el grado de despliegue de
las cadenas moleculares de la membrana polimérica donde la temperatura de la
disolucién con el PVDF define en qué medida las cadenas moleculares del polimero se
pueden desplegar/disolver (Madaeni et al. 2012; Ike et al. 2017).

Comunmente se han utilizado reactores de membranas con mddulos externos para la
recuperacion del producto. Por lo general son operados en modo de flux transversal,
donde la suspension a filtrar fluye paralela a la superficie de la membrana. Estos
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reactores de modulo externo presentan ventajas en el control del ensuciamiento de la
membrana en comparacion con modulo sumergido. Sin embargo, los mddulos externos
requieren adicion de volimenes de reaccion, mayor energia para mantener las tasas de
flux continuo a través de la membrana y bombeo de la suspensién del alimento
(Carstensen et al. 2012; Malmali et al. 2015).

Stark & von Stockar (2003) y Femmer, Carstensen & Wessling (2015), sefialaron que
los procesos de membranas sumergidos han sido rara vez utilizados debido a la falta de
disponibilidad y dificultades en el escalado a nivel comercial (Malmali et al. 2015). Sin
embargo, este tipo de membranas cumplen con caracteristicas comparables con las
membranas externas, como bajo estrés de cizalladura, condiciones constantes de
operacion, baja inversion en costos adicionales por reactor, bajo consumo de energia,
pues no se requiere bombear el retenido al reactor, y bajo riesgo de contaminacion.

Los estudios reportados han utilizado el sistema de recuperacion del producto con
modulos externos y diferentes tipos de membranas, con alimentacion continua de
sustrato y/o enzimas, llegando a eficiencias superiores al 80% (Sims & Cheryan, 1992;
Lopez-Ulibarri & Hall, 1997; Paolucci-Jeanjean et al. 2001 Grzeskowiak-Przywecka &
Stominska, 2007; Sakinah et al. 2014). Sin embargo, hasta el momento no se ha
identificado el efecto que genera la membrana en el proceso de hidrdlisis enzimatica.

Por lo anterior, este capitulo se ha enfocado en evaluar la produccion y recuperacion del
jarabe de glucosa in situ utilizando membranas sumergidas con material polifluoruro de
vinilideno (PVDF) en modalidad de diafiltracion, debido a que se utiliza para sacar del
sistema los componentes de bajo peso molecular a través de las membranas (Scott &
Hughes, 2012). Por medio de la modalidad de diafiltracion se evaluo el efecto de la
membrana, pH y temperatura en el proceso ISPR, ademéas de los efectos de
ensuciamiento en la membrana como un biorreactor debido a la posible adsorcion y
deposicién de enzimas.

42 MATERIALESY METODOS

El presente capitulo contiene 2 etapas: i) Identificacion de las condiciones de maxima
produccién de jarabes de glucosa mediante la recuperacion del producto in situ con
membranas y ii) Verificacion de inmovilizacion de enzimas en la membrana como
biorreactor. A continuacion se describe la metodologia realizada para cada etapa. Se
utiliz6 almidén de trigo puro marca SIGMA-ALDRICH LOTE#BCBS6624 como
materia prima, su caracterizacion se presenta en la Tabla 4.1

Tabla 4.1 Caracterizacion del almidon de trigo puro

Almidén

Componente (%) de trigo Met(?o_lo_de
analisis
puro
Humedad 5,7¢0,1 | Termogravimétrico
por secado 105°C /
Sélidos 94,3+0,1 | NREL/TP-510-
42621

Almidodn base seca 95,1+0,1

Ficha técnica del

Cenizas 0,11+0,1 i
almidon

Proteina base seca 0,19+0,1

Total 95,4
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El resultado total de la caracterizacion representa un 95,4% del almidon de trigo puro y
el 4,6% faltante puede ser debido a material inorganico, azlcares solubles y material
nitrogenado, entre otros componentes menores (Sluiter et al. 2008).

4.2.1 ldentificacion de las condiciones de méaxima produccién de jarabes de
glucosa mediante la recuperacion del producto in situ con membranas

Se utilizaron las enzimas Spezyme® Fred de Bacillus licheniformis para licuefaccion y
la enzima Optidex® L-400 de Aspergillus niger para sacarificacion, con una actividad
enzimatica especifica de 2389 U/g y 3064,46 AUG/g, respectivamente. Los protocolos
utilizados se presentan en el Anexo 1 y 2. Las membranas fueron de fibra hueca con
material PVDF, un diametro interior de 1mm y exterior de 2mm. PVDF es un polimero
hidréfobo que, debido a sus propiedades como alta resistencia mecanica, resistencia
quimica, estabilidad térmica y resistencia a la intemperie, ha recibido una gran atencién
como material de membrana en comparacién con otros materiales poliméricos
comercializados. Por esta razon, PVDF se ha aplicado en gran medida en procesos de
membranas de microfiltracion y ultrafiltracion (Madaeni et al. 2012; Vitola et al. 2015;
Ike et al. 2017).

Investigadores como Paolucci-Jeanjean et al. (2001), Rios et al. (2004) y Andri¢ et al.
(2010), indican que el corte de peso molecular o0 MWCO por sus siglas en inglés
(Molecular Weight Cut-Off) de las membranas debe ser significativamente menor que
el tamafio de las macromoléculas a retener. Debido a que una gran cantidad de enzimas
tienen un MWCO entre 10 y 80 kDa y para este caso la alfa-amilasa y glucoamilasa
entre 60-70 kDa (Cruz, 2012), las membranas de ultrafiltracion entre 1 y 100 kDa son
los més utilizados (Rios et al. 2004); sin embargo, Andri¢ et al. (2010), sugieren que el
MWCO sea entre 10-30 kDa, ya que valores <4kDa o >50kDa puede generar fugas de
las enzimas a través de la membrana, ademas cortes <4 kDa requerird mayor presion
para un flux adecuado. Por lo anterior, las membranas de PVDF manejaron un MWCO
de 30 kDa.

El mddulo de membranas fue fibras huecas sellandoles la entrada de flux en la parte
inferior con resina epoxica. Se utilizaron 20 membranas con un area total superficial
efectiva disponible de 38,01cm? y el sistema se realizd sumergido. EI montaje se
presenta en la Figura 4.1y 4.2.

Figura 4.1 Montaje del disefio de experimentos para la maximizacién de glucosa con membranas
sumergidas. 1) Sistema de control de temperatura, pH y bomba de vacio. 2) Manémetro para medir la
presion. 3) Bomba para adicién de buffer. 4) Sistema de hidrolisis enzimatica con membranas
sumergidas. 5) Recoleccion de permeado
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Figura 4.2 Acercamiento de la operacién del ISPR. A) Reactor de hidrolisis enzimatica con membranas
sumergidas. B) Membranas de fibra hueca dentro del reactor ISPR. C) Membranas PVDF.

La concentracién de solidos con el que se venia trabajando fue del 20%, sin embargo
esta concentracion no permitié obtener flux ya que el almidon obstruia las membranas
como se presenta en la Figura 4.3.

Figura 4.3 Saturacion de membranas con concentracion de 20% p/p de solidos

Posteriormente, se realizaron ensayos disminuyendo la concentracion de sélidos del
16%, 12% y finalmente al 10% de sdlidos p/p se obtuvo flux. Este es uno de los
principales inconvenientes que se ha reportado al utilizar membranas, el cual ha
limitado su uso a nivel industrial (Wiesner & Aptel, 1998; Sweity et al. 2011; Zhou et
al. 2012; Shi et al. 2014); sin embargo, su aplicacion con la union del procesos de
hidrélisis enzimatica es uno de los retos que se presenta y se analizara en el desarrollo
de este capitulo evaluando una viabilidad con el flux.

El volumen de trabajo fue de 1,5L utilizando buffer fumarico a 0,1M. Los volumenes
reportados han trabajado normalmente entre 50-300ml y méaximo 1L, siendo adecuado
trabajar con mayor volumen para observar un comportamiento mas real del proceso. Las
condiciones de hidrdlisis a las que se llevaron a cabo los ensayos fueron las obtenidas a
partir del estudio de maxima produccion de glucosa, presentadas en el Capitulo 2 para el
almidon de trigo puro. Estas condiciones se muestran en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2 Condiciones del ensayo para maximizar la produccion de glucosa mediante la recuperacion
del producto in situ con membranas a partir de almidén de trigo puro

Condiciones Gelatinizacion Licuefaccion  Sacarificacion
Temperatura (°C) 95 74,1 *
Agitacion (rpm) 150 150 150

pH (unidades) 5,8 58 *
Tiempo (min) 30 60 Pre-HE: 30

Membranas: 90

Relacion E/S (%) 0,023 0,636

Concentracion de calcio (ppm) 18 18 18

Pre-HE: Tiempo de pre-hidrdlisis antes de funcionar las membranas. *Valores que dependen del disefio
estadistico.

Las condiciones de sacarificacion fueron evaluadas para su méaxima produccion de
glucosa utilizando la metodologia de superficie de respuesta. Para este estudio se realizo
un disefio de Box-Baken evaluando los factores de pH (3 — 6 unidades) y temperatura
(40 — 60°C) teniendo en cuenta estudios como Paolucci-Jeanjean et al. (2001), Hinkova
et al. (2004), Grzeskowiak-Przywecka & Stominska, (2007), Stominska & Niedbacha
(2009) y Acevedo-Estupifian et al. (2015).

Durante los ensayos se realizd la gelatinizacién y posterior licuefaccion de acuerdo con
las condiciones presentadas en la Tabla 4.2. Para la etapa de sacarificacion, se definio
realizar una pre-hidrélisis en modo discontinuo durante 30 minutos con el fin de
disminuir la viscosidad del hidrolizado por la particion de las cadenas de oligosacéridos
y evitar el rapido ensuciamiento de las membranas (Lopez-Ulibarri & Hall, 1997;
Paolucci-Jeanjean et al. 2001; Malmali et al. 2015).

La fuerza impulsora la ejerci6 una bomba de vacio, manteniendo una presién
transmembranal constante de 10psi y se midié con un mandémetro. El flux de permeado
(Flux) se determinG mediante el registro del tiempo cada que se incrementaba 0,5g de
masa usando una balanza electronica. El reactor se operé en modo de diafiltracion en
discontinuo donde se mantuvo el volumen constante adicionando buffer fumérico 0,1M
ajustado al pH del ensayo, de acuerdo al volumen de permeado.

Se utiliz6 el modo de operacién en diafiltracion discontinuo, con el fin de observar el
efecto de la membrana en la produccion de jarabes de glucosa evitando ingresar al
sistema almidon fresco y/o nuevas enzimas que influenciaran en aumentar la produccién
de glucosa.

Al final de cada experimento se tomo muestra y se centrifugo a 5000 rpm por 10 min a
temperatura ambiente y se desactivo la enzima en bafio maria 95°C durante 5 minutos
para posteriormente congelarse (Ozbek & Yuceer, 2001; Betiku et al. 2013; Khawla et
al. 2014). La concentracion de glucosa en el sobrenadante como variable respuesta, se
determiné por HPLC utilizando la columna SUPELCOGEL™ C-610H a 30°C con un
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flux de 0,5mL/min, acido fosférico al 0,1% como fase mdvil y 20ul de muestra con
detector RID.

El disefio estadistico arroj6 30 corridas con 10 puntos centrales, un nivel de
significancia del 5% y como variable respuesta se midié glucosa. La formulacion del
disefio de experimentos fue realizado en el software STATGRAPHICS® Centurion
XVI (Version 16.0.09, Statpoint Technologies, Inc., Virginia, Estados Unidos) y el
tratamiento estadistico de los datos fueron analizados con el software R con licencia
gratuita, obteniendo las condiciones de maxima produccion de glucosa. En el Anexo 14
se presentan los codigos de la programacion en R.

Se validd el modelo empirico estadistico evaluando la condicion de maxima produccion
de cada materia prima arrojada por el programa R y dos puntos por encima y por debajo
por triplicado.

4.2.2 Verificacion de inmovilizacibn de enzimas en la membrana como
biorreactor
Se llevé a cabo el proceso de produccion de jarabes de glucosa con condiciones de
maxima produccion de glucosa con biorreactores de membranas obtenidos en la primera
etapa del estudio (humeral 4.2.1) durante 6 horas. Las condiciones utilizadas se
presentan en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Condiciones de maxima produccion de glucosa con biorreactores de membranas a partir de
almidon de trigo puro

Condiciones Gelatinizacion Licuefaccion  Sacarificacion
Temperatura (°C) 95 74,1 61,5
Agitacién (rpm) 150 150 150

pH (unidades) 5.8 58 4.8
Tiempo (min) 30 60 Pre-HE: 30

Membranas: 90

Relacién E/S (%) 0,023 0,636

Concentracion de calcio (ppm) 18 18 18

Pre-HE: Tiempo de pre-hidrdlisis antes de funcionar las membranas.

Al finalizar el proceso, se realiz6 un lavado de las membranas con agua destilada
operando el sistema a una presion transmembranal de 10psi y agitacion de 150rpm hasta
que las membranas evacuaran toda el agua. Posteriormente, se siguid la metodologia
utilizada por Paolucci-Jeanjean et al. (2001) para la verificacion de inmovilizacion de
enzimas en la membrana como biorreactor. Se realizo la filtracion de 1,5L de solucion
de maltodextrinas, que son una mezcla de polisacaridos con un equivalente de dextrosa
entre 4 y 7, previamente calentado a 61,5°C con una presion transmembranal de 10psi y
agitacion de 150rpm. Debido a los costos del proceso para filtrar las maltodextrinas, se
realizd un ensayo para validar las enzimas inmovilizadas como biorreactor.

Durante la filtracion de maltodextrinas, la concentracion del retenido se mantuvo igual a
la composicion inicial. La concentracion de los diferentes azlcares se determind por
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HPLC utilizando la columna SUPELCOGEL™ C-610H a 30°C con un flux de
0,5mL/min, acido fosférico al 0,1% como fase movil y 20ul de muestra con detector
RID. Los azucares medidos fueron glucosa, maltosa, maltotriosa y los azlcares de
maltotetraosa, maltopentosa y maltohexosa se agruparon en el grupo “maltopentosas”.

4.3 RESULTADOS Y ANALISIS

4.3.1 Identificacion de las condiciones de méxima produccién de jarabes de
glucosa mediante la recuperacion del producto in situ con membranas

La concentracion de glucosa de cada ensayo se presenta en la Tabla 4.4. Se obtuvieron
las mayores concentraciones de glucosa entre 72,6 y 73,1g/L con temperaturas entre 50
y 70°C y pH 4,5 unidades.

Tabla 4.4 Matriz del disefio estadistico con valores experimentales para la etapa de recuperacion de

jarabes de glucosa in situ con membranas

para el almiddn de trigo puro

. L L Variabl
chdrer?dge Vana:_l:les del disefio estadistico ré%%%f peFr“rﬁ(eggo
(uni%a des) Temperatura (°C) L) (L/m?.h)

1 3 40 65,8 134,8
2 3 40 68,2 110,8
3 3 40 65,4 113,9
4 3 40 66,8 107,7
5 3 40 70,3 73,9
6 3 60 63,1 173,6
7 3 60 65,2 174,8
8 3 60 66,5 175,2
9 6 40 63,1 70,7
10 6 40 61,3 74,7
11 6 40 64,1 83,8
12 6 40 62,2 90,7
13 6 60 69,3 96,3
14 6 60 70,2 91,2
15 6 60 66,6 97,2
16 6 60 65,5 87,5
17 4,5 50 70,3 126,1
18 45 50 70,9 132,5
19 45 50 69,0 1442
20 45 50 66,6 1441
21 45 50 66,8 154,8
22 45 50 73,1 111,2
23 45 50 72,9 113,7
24 45 50 67,2 1443
25 45 50 67,3 163,3
26 45 50 68,6 143,3
27 45 30 47,8 64,6
28 45 70 72,6 136,8
29 7.5 50 32,3 73,0
30 15 50 24,0 0,0
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Se utilizd6 la metodologia de superficie de respuesta para ajustar los resultados
experimentales a un modelo estadistico con el software STATGRAPHICS® Centurion
XVI (Version 16.0.09, Statpoint Technologies, Inc., Virginia, Estados Unidos). La
Tabla 4.5 presenta los términos del modelo, sus coeficientes y el andlisis de varianza
(ANAVA) que permite establecer el efecto de los factores evaluados sobre la variable
respuesta.

Tabla 4.5 ANAVA para la etapa de recuperacion de jarabes de glucosa in situ con membranas para el
almidén de trigo puro

Término Constante Valor P
Constante -13,3765 0,0000000
Temperatura (°C) 0,612798 0,6142041
pH 28,628 0,0002341*
Temperatura*Temperatura -0,011309 0,3210790
pH*pH -4,06373 2,07x10%*
Temperatura*pH 0,163443 0,1158254

*Significancia < 0,05

Los resultados de la Tabla 4.5 muestran que el pH y el efecto cuadrado del pH presentan
una diferencia estadisticamente significativa (valor P<0,05) con la variable respuesta de
la glucosa para el rango evaluado. Los términos de temperatura y temperatura*pH
indican estadisticamente que para el rango evaluado, cualquier valor que se seleccione
generara un efecto similar en la produccion de glucosa. El ajuste de los datos al modelo
fue 0,75 (R?), valor que es igual al 0,75 propuesto por Han et al. (2011), lo que indica
que este modelo es apropiado para describir los datos obtenidos. El R? ajustado fue del
0,70 y la diferencia con el R? representa los términos del modelo que generan efectos
significativos con la variable respuesta (Chowdhury, Sarkar, & Mitra, 2016). Hasta el
momento no se han reportado estudios similares a este para poder realizar la
comparacién del R? ajustado.

La Ecuacion empirica estadistica 4.1 del modelo es la siguiente:

G = —13,3765 + (28,628 * pH) + (0,612798 « T) — (4,06373 =« pH?)
+ (0,163443 « T x pH) — (0,011309 * T?) 4.1)
Donde:
G: Concentracion de glucosa, g/L
T: Temperatura, °C
pH: pH, unidades

De acuerdo con el modelo estadistico de la Ecuacion 4.1 se obtuvo la Figura 4.4 la cual
presenta los resultados de superficie de respuesta para la concentracion de glucosa en la
sacarificacion con biorreactores de membranas del almidon de trigo puro.
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Glucosa (g/L)

Figura 4.4 Resultados de superficie de respuesta para la etapa de recuperacion de jarabes de glucosa in
situ con membranas para el almidén de trigo puro. Interaccién entre la temperatura (°C) y el pH
(Unidades) con glucosa (g/L) como variable respuesta.

El pH presentd una curvatura indicando que la enzima trabaja aproximadamente en 4
unidades. Este valor de pH esta dentro de los rangos reportados por la literatura para la
enzima (Murthy et al. 2009; Ruiz et al. 2011; Collares et al. 2012; Virunanon et al.
2013; Khawla et al. 2014, Zabed et al. 2016) y representa un 6ptimo para la produccion
de glucosa. El andlisis ANAVA indica estadisticamente que la variacion de la
temperatura genera un efecto similar en la produccion de glucosa, sin embargo, se
observa que la produccién de glucosa aument6 al aumentar la temperatura y después de
65°C disminuyo, lo que indica que a estas temperaturas se puede conducir a una
desnaturalizacion de la enzima que genera una pérdida de la actividad catalitica como lo
reporta Guzman-Maldonado et al. (1993) y Vijayakumar et al. (2005).

A partir del modelo estadistico con membranas Ecuacion 4.1 se obtuvo las condiciones
de maxima produccién de glucosa con una temperatura de 61,5°C y un pH de 4,8
unidades. La Tabla 4.6 presenta los resultados de validacion del modelo estadistico.

Tabla 4.6 Resultados de validacion del modelo empirico estadistico para el proceso ISPR del almiddn de

trigo puro
pH | Temperatura | Produccion Actual | Respuesta Predicha
(und) (°C) (g glucosa/L) (g glucosa/L)
4,8 61,5 73,70+0,07 73,57
55 55,0 70,16+0,10 70,09
3,5 68,0 65,22+0,40 65,32
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De acuerdo con los resultados de validacion se verifico que la condicion obtendia por el
programa R corresponde al valor de maxima produccion de glucosa. La condicion de
maxima produccion no se encuentra reportada en la literatura siendo el aporte de nuevo
conocimiento en el ambito académico. Para comprender el efecto que present6 el pH
sobre el flux se presenta en la Figura 4.5.
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Figura 4.5 Efectos del pH (unidades) en el flux (L/m2.h) para la etapa de recuperacion de jarabes de
glucosa in situ con membranas para el almidon de trigo puro
*Representa un valor atipico para el comportamiento del pH 4.5unidades

La Figura 4.5 muestra que el pH a 1,5 no presentd flux debido a que las cargas eran
opuestas y presentaron atraccion electrostatica, lo que pudo haber causado una
adsorcion irreversible de las enzimas, como lo indica Marshall et al. (1993), Zhou et al.
(2012) y Ma et al. (2016). En general, la disminucion del pH aumenta la interaccion
entre la molécula de proteina y los grupos no iénicos de los ligandos hidrofdbicos
(Santa Cruz, 1997). Scopes (1987) citado por Santa Cruz (1997) propone que la nube de
electrones se asocia a las proteinas en areas cargadas positivamente que se encuentran
adyacentes a las cadenas laterales de los residuos hidrofébicos de la cadena
polipeptidica. Como al disminuir el pH aumentan las cargas positivas y disminuyen las
cargas repulsivas de signo negativo, la fuerza de la interaccién se intensifica.

Para el pH 3 y 4,5 que estan cercanos al punto isoeléctrico de la enzima (3,54), las
enzimas tenderian a tener una carga neutra y su hidrofobicidad es maxima (Santa Cruz,
1997), es decir que en este caso, existiria muy poca adsorcién de enzimas en la
membrana, permitiendo una mejora en el flux. Para los pH 6 y 7,5 las cargas entre las
enzimas y la membrana serian iguales existiendo repulsion electrostatica (Ahmad et al.
2011; Luo et al. 2014), lo que implica una baja adsorcion de enzimas (Xu et al. 2015;
Lee etal. 2017).

Otra de las causas para la disminucion del flux pudo haberse presentado debido a los
polisacaridos (en este caso el almidén) y proteinas, que son afectadas por los cambios
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en los valores de pH (Sweity et al. 2011; Zhou et al. 2012). La adsorcién de éstos puede
verse afectada por diversos factores que incluyen la interaccion entre los grupos
funcionales de la superficie, la conformacién, la quimica del agua (como el pH, los
cationes multivalentes y la fuerza iénica), la temperatura, la concentracion y la quimica
de la superficie adsorbente (Sweity et al. 2011). A pH bajos, los polisacaridos y
proteinas presentan caracteristicas de hinchamiento y una estructura compacta que
obstruye la membrana, lo cual también pudo generar el bajo flux junto con las cargas
opuestas de las enzimas; para pH altos, los polisacaridos y proteinas presentan una
estructura estirada y heterogénea que permiten una mejora en el flux pero no tan alto
como el flux cuando el pH oscila entre 3 y 4,5 unidades (Dogsa et al. 2005; Sweity et al.
2011). Los efectos de la temperatura relacionados con el flux son presentados en la
Figura 4.6.
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Figura 4.6 Efectos de la temperatura (°C) en el flux (L/m2.h) para la etapa de recuperacion de jarabes
de glucosa in situ con membranas para el almidén de trigo puro
*Representa un valor atipico para el comportamiento del pH 4.5unidades

En la Figura 4.6 se observa una relacion directa a medida que aumenta la temperatura,
el flux es mayor, debido al despliegue de las cadenas moleculares del polimero que
permiten el paso de mayor flux a través de las membranas (Madaeni et al. 2012; Ike et
al. 2017). Ademas, el aumento de la temperatura reduce la viscosidad del permeado, lo
que ayuda a mejorar la velocidad del flux y a aumentar la difusividad a través de la
membrana (Marshall et al. 1993).

4.3.2 Verificacion de inmovilizacion de enzimas en la membrana como
biorreactor

La Figura 4.7 muestra los resultados de la filtracion de maltodextrinas en las
membranas después de una cinética de 6 horas con almidén de trigo puro. La
concentracion de oligosacaridos 1 a 3 en el permeado son mas altos que en el retenido,
mientras que se observa una tendencia inversa para los oligosacaridos de >5. Este
comportamiento va ligado al mecanismo que presentan las amiloglucosidasas reportado
por Zanin & De Morales (1996) y Morales et al. (2008).
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La diferencia de concentraciones observadas durante la filtracién es debido a que al
atravesar la solucion de maltodextrinas existe una formacion de oligosacéaridos de 1 a 3
a partir de la hidrolisis de oligosacaridos >5, por las enzimas inmovilizadas en la
membrana debido a la operacién del sistema como también lo observaron Paolucci-
Jeanjean et al. (2001). La Figura 4.8 muestra la relacion entre la membrana, las enzimas
y los oligosacéaridos que se transportan a través del sistema, donde existe la reaccion y la
separacion simultanea del producto.

1 2 3

M Retenido 0,9 0,684 1,2
B Permeado 1,4 0,732 1,3

Concentracion (g/L)
o
o

Concentracion (g/L)

412

B Retenido 41,9
B Permeado 41,5

Figura 4.7 Concentracion de oligosacaridos de grado de polimerizacion 1 a 5 obtenidos durante la
filtracion de maltodextrinas.
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Figura 4.8 Produccion y separacion del jarabe de glucosa en biorreactores de membrana
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Para este caso, la membrana actia como un biorreactor, asi como separador de fases.
Los oligosacéaridos de >5 unidades de glucosa presentes en el hidrolizado de
licuefaccion se difunden a través de la membrana con enzimas adsorbidas y depositadas,
las cuales hidrolizan oligosacaridos hasta 1 a 3, saliendo del sistema a medida que se
forman.

El mecanismo de union de proteinas para las membranas poliméricas depende en gran
medida de la fuerza electrostatica que ejerza la membrana de PVDF en la molécula de
proteina. El polimero PVDF, que es por naturaleza electronegativo, atraera a los grupos
amino cargados positivamente de la proteina, promoviendo una fuerte interaccion entre
la membrana PVDF vy la proteina. Para las membranas PVDF se han reportado formas
primarias a y P, siendo B la forma polar del PVDF. En esta conformacion, las cadenas
se empaquetan en la celda unitaria de tal manera que los dipolos moleculares son
paralelos y no simétricos. La falta de un centro de simetria hace que la tensién externa
desplace la distribucion de carga y se desarrolla una polarizacion neta (Gregorio &
Capitao, 2000; Manion, 2005). La alta polaridad hace que un lado de la molécula tenga
una alta electro-negatividad; por lo tanto, se produce una fuerza electrostatica. Sin
embargo, como se discutio anteriormente, el pH dptimo de 4,8 unidades representaria
una carga negativa para la enzima glucoamilasa al compararse con el punto isoeléctrico
de 3,54, presentando una repulsion electrostatica que no permitiria la adsorcion de
enzimas en las membranas PVDF (Rico, 1990; Marshall et al. 1993; Ma et al. 2016).

Ahmad et al. (2011) evaluaron la adsorcion de albimina de suero bovino (BSA) en
membranas PVDF y observaron que a temperaturas >40°C, la fuerza electrostatica no
influye en la adsorcion de proteinas, sino que predomina el efecto de la porosidad sobre
la forma del polimero. La membrana también tiene como objetivo tener la mayor
porosidad posible para aumentar la interconexién entre los poros de la membrana. Una
mayor interconexion entre los poros dard un mejor resultado de unién a proteinas a
medida que aumenta el &rea de captura de la proteina, lo que explica la relacion entre la
porosidad y el rendimiento de unién a proteinas de membrana.

En la Figura 4.4, al ubicarse en el pH optimo de 4,8 unidades, se observa que a
temperaturas >40°C se presenta un incremento de la produccion de glucosa indicando
que la temperatura éptima de 61,5°C favorece que las enzimas estén mas estables
conservando su actividad catalitica a lo largo del tiempo (Pervez et al. 2017) y se puede
asumir que las enzimas se adhieren en la superficie y dentro de la membrana por la
porosidad mas que por las fuerzas electrostéticas.

Lo anterior indica que las enzimas presentan una adsorcion fisica probablemente en una
monocapa, que se puede describir con una isoterma de tipo Langmuir la cual ha sido
reportada para la proteina BSA (Albdmina de suero bovino) por Marshall et al. (1993) y
Bowen & Gan (1991). Estos autores complementan que después de la adsorcion fisica,
existe una acumulacion menos rapida de multiples capas de proteina (adsorcién
quimica) junto con la monocapa, mediante la aplicacion de la presion transmembranal
descritas por la isoterma de adsorcion de Brunauer, Emmett y Teller (BET). Esta
acumulacién de proteinas se presenta por medio de enlaces disulfuro intermolecular,
interacciones hidrofobas o por carga de proteina. La adsorcion quimica entre proteinas
puede favorecer el proceso en general, ya que éstas se encontrardn inmovilizadas en la
membrana permitiendo estar separadas del producto final y presentaran una mayor
estabilidad (Bolivar et al. 2016; Chakraborty et al. 2016). En la adsorcion quimica entre
proteinas, estas no estan fuertemente unidas como las proteinas adsorbidas directamente
a la membrana, por lo que se pueden eliminar mediante limpieza (Marshall et al. 1993).
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Para soluciones con enzimas se ha estudiado la limpieza de las membranas mediante
métodos quimicos, mientras que las aplicaciones de limpieza fisica de membranas
reportadas en la literatura son aplicadas para membranas de microfiltracion. Hasta el
momento, estudios como Zhu & Nystrom (1998), Levitsky et al. (2012), Norazman et
al. (2013) y Lujan-Facundo et al. (2015), han evaluado diferentes tipos de limpieza
quimica con agentes como hidroxido de amonio, mezcla de fosfatos, silicatos y
carbonatos, hipoclorito de sodio, hidréxido de sodio, acido oxalico, acido citrico, acido
clorhidrico y tween, para diferentes enzimas como albumina de suero bovino (BSA) y
proteinas aisladas de una solucion de suero WPI (B-lactoglobulina, glicomacropeptidos
y a- lactoalbumina).

El agente quimico hidroxido de sodio ha sido el que presenta mejor eliminacion de
enzimas, debido a que incrementa las cargas de las moléculas de enzima, aumentando la
repulsion electrostatica, permitiendo que el ensuciamiento sea interrumpido
gradualmente y posteriormente retirado (Zhu & Nystrom, 1998). Sin embargo, ninguno
de los agentes quimicos evaluados generd una eliminacion del 100% de la enzima, lo
cual confirma que en un sistema de membranas puede haber adsorcion de proteinas e
incluso pueden conservarse en la membrana después del lavado y operacion de la
misma.

Un aspecto a tener en cuenta es que las enzimas inmovilizadas son normalmente menos
activas que la enzima libre, manteniendo un porcentaje de actividad retenida
generalmente entre del 5 al 80% dependiendo de la forma de inmovilizacion de la
enzima, tales como fisica y/o quimica (Mateo et al. 2007; Rodrigues et al. 2013; Luo et
al. 2014; Bolivar, Eisl & Nidetzky, 2016). Esta pérdida de actividad es debido a dos
factores principales: uno de estos es la consecuencia directa de distorsiones estructurales
en la enzima que resulta de la union a la superficie solida de los poros de la membrana y
el otro factor es la consecuencia indirecta de la reaccion enzimatica que tiene lugar en
un entorno heterogéneo (Hanefeld, Gardossi & Magner, 2009; Garcia-Galan et al. 2011;
Rodrigues et al. 2013; Bolivar, Eisl & Nidetzky, 2016).

Al comparar los mecanismos de ensuciamiento de las membranas con las estrategias de
inmovilizacion de enzimas, se puede concluir que en este caso prevalece la adsorcion
fisica de las enzimas, el cual depende del tipo de membrana y la enzima (Marshall et al.
1993). Ademas, estos mecanismos de ensuciamietno pueden ser enfocados como una
ventaja para la inmovilizacion, siempre y cuando las limitaciones de transferencia de
masa y la disminucion de flux a través de la membrana se puedan mantener en un
minimo (Luo et al. 2014).

Cabe destacar que este resultado confirma una parte de la hipdtesis del tema de
investigacion doctoral, en la cual existe una inmovilizacion de enzimas a través de la
operacion de membranas y recuperacion del producto in situ, observando que los
mecanismos de ensuciamiento de las membranas se pueden convertir en estrategias de
inmovilizacion de enzimas para los procesos de hidrdlisis enzimatica del almidon.

4.4 CONCLUSIONES
Se demostrd que existe inmovilizacién de enzimas con las condiciones de maxima
produccion de glucosa operado con membranas.
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Los mecanismos de ensuciamiento de las membranas se pueden convertir en estrategias
de inmovilizacion de enzimas para la hidrolisis enzimatica del almidon preservando la
actividad catalitica de las enzimas.

Las membranas PVDF hidréfobas presentaron buena estabilidad frente al pH y
temperatura, separando las fases del jarabe de glucosa liquido, el material no
hidrolizado y las enzimas.

El efecto del pH sobre el flux y la produccion de glucosa, presentan fuerzas de atraccion
y repulsion electrostéticas.

Los efectos de temperatura sobre el flux y la produccion de glucosa indicaron que las
mejores condiciones estan entre 50 — 60°C.

Para el proceso de recuperacion de jarabes de glucosa in situ con membranas para el
almidén de trigo puro, se encontré un modelo cuadratico con un R* de 75%. La
optimizacion de dicho modelo permitié encontrar las maximas condiciones del proceso
para la produccién de glucosa a una temperatura de 61,5°C y un pH de 4,8 unidades.
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CAPITULO 5: CINETICA HETEROGENEA PARA LA
PRODUCCION Y RECUPERACION DE JARABES DE
GLUCOSA IN SITU A TRAVES DE MEMBRANAS

SUMERGIDAS

5.1 INTRODUCCION

Para evaluar los efectos de enzimas inmovilizadas en la membrana al operar el proceso
ISPR, debe conocerse la concentraciéon de sustrato en cada punto del interior de las
membranas con el fin de calcular la velocidad local de conversion que aportan estas
enzimas. Para esto, es necesario identificar si existen efectos de transferencia de masa
tanto externa como interna. En la mayoria de los casos estas concentraciones no pueden
medirse, aunque afortunadamente pueden calcularse utilizando la teoria de la difusion-
reaccion (Doran, 2013; Du Preez et al. 2015).

La Figura 5.1 muestra una descripcion grafica de los efectos de transferencia de masa
externa e interna que se pueden presentar para las enzimas inmovilizadas en la
membrana.
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Figura 5.1 Perfil de concentracién de sustrato en una l&mina plana infinita con efectos de transferencia
de masa interna y externa
Fuente: Doran (2013)

La disminucion en la concentracion de sustrato desde Cap presente en el seno del
liquido hasta Cas presente en la superficie del catalizador (enzima) se produce a través
de la capa limite que rodea al solido. En ausencia de capa limite, Cas = Cap, que €s
facilmente medible. Cuando existe capa limite, el valor de Cas es inferior a Cap,
indicando que existen efectos de transferencia de masa externa. Lo mismo ocurre con la
transferencia de masa interna, donde la concentracidn de sustrato desde Cas presente en
la superficie del catalizador hasta que atraviese el espesor de la membrana, no
presentard efectos de transferencia de masa interna cuando Cas = Ca Yy en caso
contrario, existira efectos de transferencia de masa interna cuando el valor de Ca €s
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inferior a Cas. Finalmente, el efecto de la transferencia de masa total incluira los efectos
de transferencia de masa externa e interna (Doran, 2013).

El anélisis matematico de las reacciones heterogéneas incluye una técnica denominada
balance de materia en capa. Este capitulo presenta el balance de materia en capa a una
particula de catalizador de ldmina plana de espesor b. Imaginese una fina capa de
espesor Az localizada a una distancia z como se muestra en la Figura 5.1. El sustrato
que difunde hacia el interior de la lamina plana debe cruzar la capa. El balance de
materia de sustrato se realiza en una capa considerando los procesos de transferencia de
masa y de reaccion que se producen en el espesor z. El sistema considerado para el
balance de materia es Gnicamente la capa, mientras que el resto del espesor de la ldmina
se ignora por el momento. El sustrato se difunde a la capa a través de una superficie de
espesor (z+Az) y la abandona por una superficie de espesor z. Dentro de la capa, las
enzimas inmovilizadas consumen el sustrato por reaccion. El flujo de materia a través
de la capa puede analizarse como se presenta en la Ecuacion 5.1.

k

Entra — Sale + Genera — ConsumT = Acumula

Y (5.1)
Feno(;nenos Reaccion
e r
transferencia
de
materia

Las suposiciones del modelo heterogéneo para poder aplicar la Ecuacion 5.1 se
presentan a continuacion y estan basadas en los trabajos de Marshall et al. (1993), AL-
Muftah & Abu-Reesh (2004), Bortone, Fidaleo & Moresi (2014), Du Preez et al. (2015)
y Long, Bhatia, & Kamaruddin (2003):

1. Reactor de membranas isotérmico.

2. Estado estacionario

3. Latransferencia de masa se produce Unicamente por difusion.

4. La ley de Fick puede modelar la difusién de sustrato y producto dentro de la

membrana catalitica. La difusividad efectiva no cambia a través del catalizador

(enzima) y es independiente de la concentracion, lo cual significa que no varia con

la posicion.

Propiedades de los fluidos constantes.

6. La distribucion de la enzima en la membrana es uniforme, con esto se asume la
conversion idéntica de sustrato a través de todo el reactor.

7. La capa de enzimas inmovilizada en la membrana es activa. Es decir que la
reaccion toma lugar en los poros de la membrana, donde la enzima es inmovilizada
(Marshall et al. 1993; Du Preez et al. 2015).

8. La concentracion de sustrato depende de una Unica variable espacial que para este
caso sera el espesor de la membrana donde se ubicarian las enzimas.

9. Debido a la falta de informacion sobre las propiedades de los azlcares a diferentes
temperaturas, se asume que todos los azucares tienen la misma densidad de la
glucosa.

Aplicando las suposiciones anteriores en la Ecuacion 5.1 se obtiene que: El sustrato es
transportado dentro y fuera de la capa por difusion, por lo que el primer y segundo
término se expresan mediante la ley de difusion de Fick con difusividad efectiva

o
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constante. La ley de difusion de Fick establece que el flujo masico es proporcional al
gradiente de concentracion (Doran, 2013):

N dc
=g ="Dwg 62

Donde:

Ja: Flujo masico del componente A. Se define como la velocidad de transferencia de
masa por unidad de area perpendicular a la direccion del movimiento.

N4: Velocidad de transferencia de masa del componente A

a: Area a través de la cual se produce la transferencia de masa

D, Coeficiente de difusividad del componente A en una mezclade Ay B

C,: Concentracion del componente A

y: Distancia

% : Gradiente de concentracion o variacion en la concentracion de A con la distancia.

La velocidad de difusion puede aumentarse segin la Ecuacion 5.2, aumentando el area
disponible para la transferencia de masa, aumentando el gradiente de concentracion en
el sistema o aumentando el valor del coeficiente de difusion. El signo negativo de la
Ecuacion 5.2 indica que la direccion de la transferencia de masa siempre va desde
regiones de alta concentracion hacia regiones de baja concentracion; es decir, opuesta a
la del gradiente de concentracién (Doran, 2013).

Continuando con la Ecuacion 5.1, el tercer término es cero, no hay generacion de
sustrato. El sustrato es consumido por reaccion en el interior de la capa a una velocidad
igual a la velocidad volumétrica de reaccion ra multiplicada por el volumen de la capa.
De acuerdo a que el sistema se encuentra en estado estacionario, su composicion y
cantidad de materia debe ser invariante y el sustrato no puede acumularse en la capa,
siendo cero la parte derecha de la Ecuacion 5.1.

Para el balance de materia de sustrato A en una capa de acuerdo con la Figura 5.1, los
términos de la Ecuacion 5.1 son los siguientes:

Velocidad de entrada por difusion: (D,‘{B %“ 622) | s 402
: : e oo (o 4Ca o 2

Velocidad de salida por difusion: (DAB ;62 ) |,

Velocidad de generacion: 0

Velocidad de desaparicion por reaccion: r,6z2Az

Velocidad de acumulacion en estado estacionario: 0
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D3g es la difusividad efectiva de sustrato A, C, la concentracion de A en la interfase
solido-liquido, z la distancia medida desde la superficie interior de la lamina, Az el
espesor de la ld&mina infinitesimal y r,la velocidad de reaccién por unidad de volumen
de particula. Los dos primeros términos se derivan de la ley de Fick; el area de la capa
de lamina plana disponible para la difusion es 6z2.

‘ . dac . e ac
El término (D;{B d_ZA 622) | z+az Significa (D;{B d—ZA 622) calculado en el espesor z + Az;

dac T dac
(D;{Bd—z%zz) |, significa (DXBd—ZA6z2) calculado en z. El volumen de la capa es

1462%Az.

De la Ecuacién 5.1 se obtiene la siguiente ecuacion del balance de materia en estado
estacionario:

(D85 X2627) |10, — (D85 St 622) |,

AZ —1,62z%2Az = 0 (5.3)

Dividiendo cada término por 6Az se obtiene:

acs > dCs 2
(@AB dz V4 ) |z+AZ (DAB dZ )lz _ T‘AZZ ~0 (54)
Az
La Ecuacion 5.3 puede escribirse en la forma:
(0% ‘g2 #*)
— 1422 =0 (5.5)

Az
Donde

A (DO La 2) Significa la variacion en (DAB = ) através de Az.

La Ecuacién 5.5 es valida para una capa laminar de espesor Az. Para desarrollar una
ecuacion que pueda aplicarse a cualquier punto de la ldmina plana, se debe encoger Az
hasta cero. Como Az aparece s6lo en el primer término de la Ecuacion 5.5, tomando el
limite de la Ecuacion 5.5 cuando Az —0 se obtiene:

dc
AEIBOA(DABAS )

—1422 =0 (5.6)
La Ecuacion 5.6 es idéntica a la ecuacion diferencial de segundo orden:

d/  dc
E(DXB e 2) 1z = 0 (5.7)

De acuerdo con la hipdtesis 3, Dgp es independiente de z y puede sacarse fuera de la
diferencial:

d /dC
D35 (d—z“‘zz) 1z = 0 (5.8)
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La Ecuacidn 5.8 es una ecuacion diferencial que representa la difusion y la reaccion en
un biocatalizador de l&mina plana. La Ecuacién 5.8 es una ecuacion diferencial de
segundo orden y se observa mas claramente si se expresa el primer término de la
siguiente forma:

d%c dcC
DY, ( dZZA 72 + 2z d—ZA> —14z2 =0 (5.9)
Para determinar los efectos de transferencia de masa interna, Doran (2013) recomienda
que se debe suponer que no existen efectos de transferencia de masa externa, es decir
que no existe la capa limite presentada en la Figura 5.1. Por lo tanto, la concentracion
Cas sera representada por la concentracion que se mide en todo el fluido. La Figura 5.2
representa los efectos de transferencia de masa interna. Para este caso, se debe
determinar si existe una diferencia de concentracion de Cas hasta atravesar todo el
ancho b de la membrana representado por la concentracion Ca.

Concentracian del sustrato
Ca
8

|

Figura 5.2 Perfil de concentracién de sustrato en una lamina plana infinita con efectos de transferencia
de masa interna.
Fuente: Doran (2013)

Los efectos de transferencia de masa interna se expresan de acuerdo a la Ecuacién 5.10.

Taobs Velocidad observada
Mim = =

= - — 5.10
Tys Velocidad que ocurriria si C, = Cyg ( )
En ausencia de efectos de transferencia de masa interna, 7 ,ps = 745 Y 7im=1. Cuando
existen efectos de transferencia de masa interna 7,,,s se reduce y n;,<l. Las
limitaciones por transferencia de masa en catalizadores inmovilizados pueden ser
expresadas por las siguientes propiedades del sistema (Kasche, 1983):

e Damkoholer o médulo de Thiele: Numeros adimensionales que son relaciones
entre la maxima velocidad de conversion de sustrato y la maxima velocidad de
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trasferencia de sustrato como funcién de la particula y la velocidad relativa de la
particula en el solvente.

e Factores de efectividad: estacionarios y operacionales, los cuales estan
relacionados con el contenido del biocatalizador.

Una de las propiedades del sistema es el modulo de Thiele, el cual esta representado por
la Ecuacion 5.11 para la geometria lamina plana.

Talca [ (€4 2
¢ = bf f DeffT'A dCA (511)
C

As.eq

Donde:

¢: Mddulo de Thiele (adimensional)

b: Espesor de la membrana y representa el tamario del catalizador (m)
1r4: Velocidad de reaccion (mol/L-h)

Talc,,- Velocidad de reaccion cuando C4 = C44 (Mol/L-h)

C,s: Concentracion de sustrato en la superficie del catalizador (mol/m®)

Cas,eq: Concentracion de sustrato en equilibrio (mol/L). Segun Doran (2013), cuando las
reacciones enzimaticas son irreversibles Cy; ., €s cero. Lo cual sucede para la mayoria
de las aplicaciones bioldgicas.

D, Difusividad efectiva del sustrato (m?/s)

Las velocidades de reaccion también podrian ser afectadas por los efectos de la
transferencia de masa externa, la cual indica que existe una capa limite que genera un
cambio de las concentraciones en el seno del liquido (Cap) hasta la superficie de la
membrana (Cas), como se presenta en la Figura 5.3.

Ca,

Concentracion del sustrato
W

Figura 5.3 Perfil de concentracién de sustrato en una lamina plana infinita con efectos de transferencia
de masa externa.
Fuente: Doran (2013)
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Los efectos de transferencia de masa externa se expresan de acuerdo a la Ecuacion 5.12

ras  Velocidad que ocurriria si C4 = Cyg

Tem 1y,  Velocidad que ocurriria si C4 = Cyy

(5.12)

En ausencia de efectos de transferencia de masa externa, 145 = 14, Y n.~1. Cuando
existen efectos de transferencia de masa externa r, se reduce y n,<1. Para el caso de la
transferencia de masa externa es necesario calcular de nuevo las dos propiedades del
sistema, el modulo observable (Q) y el factor de efectividad externo (7,.,,). Debido a
que las concentraciones en la superficie de la membrana (Cas) no son técnicamente
medibles, Doran (2013) presenta una expresion llamada el Mdodulo observable para
transferencia externa de materia (Q2) que calcula dichos efectos, mediante la correlacion
de la concentracion del sustrato en el seno del fluido, el coeficiente de transferencia de
masa, la velocidad de reaccion observada y la geometria (Ecuacion 5.13):

T4,0bs _ Nim * Tas

O=Dp» =
ks CAb ks CAb

(5.13)

Donde:

b: Espesor de la lamina plana (membrana) (m)

T40ps- Velocidad observada de reaccion (mol/L h)

k,: Coeficiente de transferencia de masa externo (m/s)

C,p: Concentracion del sustrato en el seno del fluido (mol/L).

r,4s: Velocidad observada de reaccion sin efectos de transferencia de masa (mol/L-h)

El presente capitulo muestra paso a paso el desarrollo de un modelo heterogéneo para
los procesos cataliticos realizados en membranas y validado con los datos
experimentales de la etapa de sacarificacion de la hidrolisis enzimatica de almidén y su
aplicacion en un residuo agroindustrial. Este modelo permitiria conocer la velocidad de
reaccion de las enzimas inmovilizadas en la membrana a partir de los efectos de
transferencia de masa interna y externa junto con la velocidad de reaccion de las
enzimas libres.

Se plantearon las ecuaciones respectivas para identificar el efecto de la transferencia de
masa de las enzimas inmovilizadas especificamente con las ecuaciones del modelo
planteado en el Capitulo 3 que presenta la formacion de oligosacaridos para la hidroélisis
enzimatica del almiddén incluyendo los efectos de pH, temperatura y desactivacion
enzimatica. Cabe resaltar que hasta la fecha no se han reportado estudios en los cuales
evallen la velocidad de reaccion de las enzimas inmovilizadas en las membranas con
base en la modelacién completa de la produccion de oligosacaridos para la hidrélisis
enzimatica de materiales amilaceos en el proceso ISPR.

5.2 MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron dos materias primas: almidon de trigo puro y un residuo agroindustrial,
con 95% y 56% de contendido de almiddn, respectivamente. Los procesos que se
llevaron a cabo para la produccion de jarabes de glucosa fueron gelatinizacion,
licuefaccién y sacarificacion. Se utilizaron las enzimas Spezyme® Fred de Bacillus
licheniformis para licuefaccion y la enzima Optidex® L-400 de Aspergillus niger para
sacarificacién, con una actividad enzimatica especifica de 2389 U/g y 3064,46AUG/qg,
respectivamente. Los protocolos utilizados se presentan en el Anexo 1y 2.
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Este capitulo esta descrito en 2 etapas: i) Desarrollo del modelo heterogéneo de
hidrélisis enziméatica en membranas y ii) Validacién experimental del modelo con
almidon y residuo agroindustrial. La etapa i) consta de la evaluacion de los efectos de
transferencia de masa interna y externa, la cual se puede aplicar a las enzimas
inmovilizadas en membranas para produccion de glucosa a partir de almidén. Se realizo
una cinética por triplicado durante 6 horas en modo discontinuo sin membrana para
obtener los parametros del modelo presentados en el Capitulo 3 y aplicar los efectos de
transferencia de masa. Los ensayos fueron realizados en un reactor de 1,5L con 10% de
solidos y buffer fumarico a 0,1M.

Las condiciones de los procesos fueron las obtenidas a partir del estudio de maxima
produccién de glucosa presentadas en los Capitulos 2 y 4. Estas condiciones se
muestran en las Tablas 5.1 y 5.2 para el almidon de trigo puro y el residuo
agroindustrial, respectivamente.

Tabla 5.1 Condiciones de los procesos de produccion de jarabes de glucosa mediante la recuperacion del
producto in situ con membranas a partir de almidén de trigo puro

Condiciones Gelatinizacion  Licuefaccion Sacarificacion
Temperatura (°C) 95 74,1 61,5
Agitacion (rpm) 150 150 150

pH (unidades) 5,8 5,8 4,8
Tiempo (hora) 0,5 1 6
Relacion E/S (%) 0,028 0,636
Concentracion de calcio (ppm) 18 18 18

Durante las cinéticas se verifico que el pH se mantuviera constante

Tabla 5.2 Condiciones de los procesos de produccion de jarabes de glucosa mediante la recuperacion del

producto in situ con membranas a partir del residuo agroindustrial

Condiciones Gelatinizacion Licuefaccion Sacarificacion
Temperatura (°C) 95 72,8 61,5
Agitacion (rpm) 150 150 150

pH (unidades) 5,8 5,8 4,8
Tiempo (hora) 0,5 1 6
Relacion E/S (%) 0,05 0,540
Concentracion de calcio (ppm) 18 18 18

Durante las cinéticas se verificd que el pH se mantuviera constante
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Cada muestra se centrifugé a 5000 rpm por 10 min a temperatura ambiente para la
medicién de azUcares en el sobrenadante y se desactivo la enzima en bafio maria 95°C
durante 5 minutos para posteriormente congelarse. La concentracion de azUcares se
determiné por HPLC utilizando la columna SUPELCOGEL™ C-610H a 30°C con un
flux de 0,5mL/min, acido fosférico al 0,1% como fase mdvil y 20ul de muestra con
detector RID.

La etapa ii) consta de la validacion experimental del modelo en el cual se realizé una
cinética por triplicado a las mismas condiciones de temperatura, pH, agitaciéon y tiempo
para las dos materias primas. Esta segunda cinética se realizd en modo de diafiltracion
discontinuo con el uso de membranas, para validar el efecto de las enzimas
inmovilizadas y libres en el proceso ISPR.

5.2.1 Desarrollo del modelo heterogéneo de hidrélisis enzimatica en membranas
Como se demostré en el Capitulo 4, las enzimas se encuentran adsorbidas en la
membrana por atrapamiento dentro de los poros y es necesario identificar el efecto de
transferencia de masa. Existen dos tipos de geometrias que se pueden asumir para la
forma del catalizador inmovilizado: esferas o laminas planas. Teniendo en cuenta que la
configuracién de la membrana es cilindrica por ser fibras huecas, el tipo de geometria
seleccionada para el catalizador es lamina plana, ya que las dimensiones relativas del
sistema pueden ser tratadas como difusion a través de esta segin Moo-Young &
Kobayashi (1972) y Du Preez et al. (2015). Ademas, Lin (2016) compard las ecuaciones
de transferencia de masa disponibles en la literatura para modulos de membranas de
fibra hueca y ldmina plana, concluyendo que ambos modelos obtuvieron casi
exactamente los mismos valores de las propiedades de la membrana activa y por lo
tanto, las ecuaciones de transferencia de masa para una lamina plana pueden ser usadas
para membranas de fibras huecas.

Transferencia de masa interna
De acuerdo con el Capitulo 3, las Ecuaciones 5.14 a 5.17 representan la velocidad de
reaccion para la produccidn de oligosacéridos sin efectos de transferencia de masa.

VmaxSCSE
1. G G Cs

C
Kms |1+ % Sttt +
_ mS[ K sz Km3 KmS
re = T K, 1 (5.14)
c.C
[63 -(R2)] £
K s 1+Cl+ oy Gy G
KmZ Km3 KmS
ry = T Ko (5.15)
14+ 7— Ken + — Keon ' 1’5
C 2
Vmax,z [CZ - (K:‘ﬁ)l E
Km.2 1+C1+ Co 4 La 4 Cs
sz Km3 KmS
r, = H+ Ky 1 (5.16)
14— Ko + — Keon' 1’53
E = Eyexp(—kg4t) (5.17)
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Donde:
1. Velocidad de hidrolisis

n: Indica el grado de polimerizacion del oligosacarido (GP). 1 corresponde a glucosa, 2
a maltosa, 3 a maltotriosa, 5 a maltopentosa que agrupa los azucares de grado de
polimerizacion mayor a 3.

C,: Concentracion del oligosacarido con GP=n

K n: Constante de Michaelis-Menten

K; y K,: Constantes de inhibicion por glucosa y sustrato, respectivamente
Vinaxn: Velocidad maxima de produccion del producto
E: Concentracion de enzima

K.qn- Constante de equilibrio

H*: Concentracién de iones hidrégeno

K,,: Constante de la disociacion del agua

E,: Concentracion inicial de enzima

k4: Constante de desactivacion enzimatica

t: Tiempo

Los pardmetros Key y Keon Se asumieron fijos como 2,707086x10™ y 4,288763x108,
respectivamente. Estos parametros se obtuvieron de Tijskens et al. (2001) estimados
para temperaturas de 60°C. Para obtener los efectos de transferencia de masa, la
respectiva concentracion de enzimas son las que se encuentran inmovilizadas en la
membrana, teniendo en cuenta que las enzimas inmovilizadas son normalmente menos
activas que la enzima libre, manteniendo un porcentaje de actividad retenida
generalmente entre del 5 al 80%. Para este modelo se asumi6é que las enzimas
inmovilizadas en la membrana mantienen su actividad en un 80% (Mateo et al. 2007;
Rodrigues et al. 2013; Bolivar, Eisl & Nidetzky, 2016).

Resolviendo la integral de la Ecuacion 5.11 que representa el modulo de Thiele para la
geometria ldmina plana y siguiendo las velocidades de reaccion para la produccion de
oligosacaridos sin efectos de transferencia de masa (Ecuaciones 5.14 a 5.17), se
obtienen las Ecuaciones 5.18 a 5.33.
-1,
b d + 5.18
¢m,n \/mrn 1+H_++ Kw 1 )/Tl ( " )

Ken ~ Keon® HT

Paran=2, 3,5

_ 81CF +keq2(8,C, +85C5 + 84,C5 + B5) ( @ + ©,C5 + @305 + @5C;

= n
& H_++ﬁi) @ + @05 + @303 + 40, + @5C4
Key * Kgow HY

) (5.19)
Klkeq,ZKm,3Km,5 (1 +
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) (5.20)

s =
KikeqsKm2Knms (1 + 11('"1_; + %%) @ + @;Cs + @305 + 0,0, + @5C;
Ve = B8:(1 + K;) + K,(8,C, + 6,C5 + 8,C;) ( @ (1 +K) + K;(@3C3 + @,C, + @5Cy)
s =
KKz Kom 5K (1 + II(-IT; + Kfﬁ%) @ (1 + K;) + Ko(@zC5 + @3C3 + @4C; + @5Cp)
@; = KK 2K 3Km,s (5.22)
@ = KK 2Kz (5.23)
o3 = KKy 2Kms (5.24)
@4 = KiKin3Kms (5.25)
@5 = Ky 2Km3Kims (5.26)
61 = EKIKm,3Km,5 (527)
82 = EKip2Km3Kims (5.28)
63 = EKIKm,ZKm,3 (5.29)
64 = EKIKm,ZKm,S (5.30)
85 = EK; K2 Kin3Kms (5.31)
66 = EKIKTT'L,ZKTT'L,S (532)
8, = EK Ky 3Kps (5.33)
Donde:

) (5.21)

¢mn: Modulo de Thiele de Michaelis Menten para cada oligosacarido (adimensional)

Debido a que la difusion molecular esta basada en la Ley de Fick, la difusividad efectiva

D, s s esta representada por la Ecuacion 5.34 (Seader, 2006):

D3g €

Donde:

(m°/s)
e: Porosidad fraccional del sélido (adimensional) (Ecuacion 5.35).
7: Tortuosidad de los poros (adimensional) (Ecuacion 5.36).

volumen de espacio hueco

= 5.35
¢ volumen total (huecos y sélidos) ( )

distancia real que una molécula viaja entre dos puntos

T= - —
distancia mas corta entre estos dos puntos

(5.36)

Dgg: Coeficiente de difusividad de A en una solucion muy diluida en el solvente B
/
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Una de las correlaciones de difusividad para soluciones acuosas binarias, es decir
maltosa-agua, maltotriosa-agua y maltopentosa-agua, es la de Hayduk & Minhas
(Ecuacion 5.37 y 5.38) que sirve para predecir el coeficiente de difusion en liquidos no
electrolitos en agua (Benitez, 2009) como es el caso de los productos de la hidrolisis
enzimética. Para encontrar el coeficiente de difusividad D2y , la ecuacion de Hayduk &
Minhas considera que las especies involucradas en el proceso se encuentran muy
diluidas en la solucion, hasta 10% en peso de soluto (Alvarez, 2015), como se verifico
con los datos de las cinéticas.

D = 1,25+ 1078(V, % — 0,292)TV52u,8  (5.37)

9,58
e="_-112  (5.38)
Vpa

Donde:

D3p: Difusividad de A en una solucién muy diluida en el solvente B (cm?/s)
Vy4: Volumen molar del soluto a su punto normal de ebullicién (cm®mol)
T: Temperatura (°K)

ug: Viscosidad del solvente B (Centipoise-cP)

Continuando con los términos de la Ecuacion 5.34, la porosidad es la fraccion del
volumen total de la membrana que son poros, para las membranas utilizadas en este
estudio es en promedio 0,65. La tortuosidad refleja la longitud promedio del poro
comparado con el grosor de la membrana, para la membrana utilizada en este estudio es
en promedio de 0,916. Estos datos son propios de la membrana y fueron obtenidas por
su fabricante.

La segunda propiedad del sistema es el factor de efectividad. Moo-Young & Kobayashi
(1972) proponen la Ecuacion 5.39 para el factor de efectividad en cinéticas de Michaelis
Menten para geometrias de placa plana.

_ Nion + ﬁnil,n

77L'm,n - 1+ ﬁ (5'39)

Utilizando la demostracion de Moo-Young & Kobayashi (1972) y las Ecuaciones 5.14 a
5.17 que representan la velocidad de reaccion, se obtienen que:

Non=1 si 0<¢Ppn<1  (5.40)

Nion = 7 Si ¢m,n >1 (5.41)
¢m,n
B =a,(1+ w,a;) (5.42)
K
a, = mn (54‘3)
CAS,n

(1.)2 = Km‘3Km’561 + KIKm,SCS + Kle,3C5 (54‘4)
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(1)3 = ijsz’scl + KIKm,SCZ + KIKm,ZCS (54‘5)
ws = KoKy Ky 3C1 + KKy 2 Ko 3 + K KKy 3C + K KKy C3 0 (5.46)

C
a, = 231 (5.47)

an

42 = KiKm3Kms (5.48)
43 = KiKpm 2K s (5.49)
qs = KleKm,ZKm,3 (5-50)

B tanh(qu,n)

=
' ¢m,n

(5.51)

Donde:

nim: Factor de efectividad interna de Michaelis-Menten (adimensional)
¢mn: Modulo de Thiele de Michaelis-Menten (adimensional)

Teniendo las dos propiedades del sistema, el factor de efectividad (nim) que incluye el
modulo de Thiele (¢,,,), se puede identificar si existen o no efectos de transferencia de
masa interna. Si el factor de efectividad interno nim =~ 1 los efectos de transferencia de
masa interna son despreciables. Mientras que si, nim €S significativamente <1 si existen
limitaciones debidas a la transferencia de masa interna (Moo-Young & Kobayashi,
1972; Doran, 2013).

Transferencia de masa externa

Para poder calcular el médulo observable (€2) de la Ecuacion 5.13 es necesario obtener
el coeficiente transferencia de masa externo (k,), el cual se calcul6 a partir del nimero
de Sherwood (Sh) utilizado para membranas en operacion tangencial presentado por
Trusek-Holownia & Noworyta (2004) y Wickramasinghe et al (1992) (Ecuaciones 5.52
a5.55).

ksdH
Sh = (5.52)
Dix
G b2Qy (5.53)
Yy =— .
DXB VmM
Sh=6.06r"35  Gr>11 (5.54)
Sh=1.256r%3% Gr<11 (5.55)

Donde:

Sh: Numero de Sherwood (adimensional)
dy: Diametro hidraulico (m)
DSp: Difusividad de A en una solucién muy diluida en el solvente B (cm?/s)
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Gr: Numero de Graetzs (adimensional)
b: Espesor de la lamina plana (cm)

Qr: Caudal del flux. Considerado como el flux (cm®/s) en la membrana y que varia para
cada instante de tiempo i.

Vo Volumen del médulo de la membrana (cm®)

Despejando kg de la Ecuacién 5.52 y utilizando el valor Sh de las Ecuaciones 5.54 y
5.55, se obtiene la siguiente Ecuacion:

DO S‘h
ks AB
dH

(5.56)

El didmetro hidraulico de la membrana dy (Ecuacion 5.57) fue tomado de Seader
(2006).

€
dy = 4 5.57
Donde:

e: Porosidad que corresponde al volumen disponible para el flux (adimensional)
Ay: Area superficial de poro total tomada como el area de filtracion de la membrana

(m?)

Va2 Volumen de la membrana (m?)

Debido a que hay enzimas en el fluido antes de ingresar a la membrana, la
concentracion de sustrato en el seno del fluido también estd cambiando C,, como
consecuencia de la catalisis enzimatica. Es por eso que se calcul6 el Médulo observable
para transferencia externa de masa (Q) en el tiempo correlacionando su respectiva
velocidad de reaccion y concentracion en el seno del fluido.

Para el caso donde los efectos de transferencia de masa externa son importantes, es
necesario calcular el factor de efectividad externo n,,, (Doran, 2013).

r*
Nem === (5.58)
Tap

_ Velocidad de reaccion si Cy = Cy5 en todas partes de la particula

(5.59)

Tlem = Velocidad de reaccion si C4 = C,p en todas partes de la particula

Al utilizar la Ecuacion 5.58 y las ecuaciones 5.14 a 5.17, se obtienen los coeficientes el
factor de efectividad externo para la velocidad de reaccion de cada oligosacarido.
C 1  C C C
C 11 1Ab = 2Ab 34Ab 5Ab
5“[+m+&+mﬂkm+m5
1

C C C C
54D KI Ks Km,z Km,3 Km,S

CiasC C 1 C C C
C _( 14s 2As)]_[1+ 1ap . 1 Coap | Caap | 5Ab]
[ 34s Keq3 KI Ks Km,z Km,3 Km,s

Nems =
Ci4C C 1 C C C
[ 34b Keq3 KI Ks Km,z Km,3 Km,S

Py = (5.60)

(5.61)
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ClAS 1 CZAb C3Ab C5Ab
[CZAS ( )] [” K TR Koas T K T Koae

(5.62)

C 1  C C C
[ 24b eq2 I K Km 2 Km 3 Km 5

Debido a que las concentraciones en la superficie de la membrana (C,.45) N0 son
técnicamente medibles, se pueden estimar teniendo en cuenta:

CnAs Aobs
1-0b =[1-Q 5.63
L= b = -] (563)
Despejando C,,
Cnas = CnAbI(1 - -Qn)l (5.64)

Como las ecuaciones de velocidad de reaccion estan dadas para 15, 13 y 1, ¥ la
produccion de glucosa se genera a partir de todos los oligosacaridos (maltopentosas,
maltotriosas y maltosas) como se observa en las ecuaciones 5.65 a 5.68, se asumira que
la concentracion C; 4, €s igual a la concentracion en el seno del liquido Cy 4p.

Maltopentosas

dCs
T (5.65)
Maltotriosa
dCs
e T5 — T3 (5.66)
Maltosa
dc,
e 3 — Ty (5.67)
Glucosa
dcy
P 215 + 13+ 21y (5.68)

Transferencia de masa total
Cuando los efectos de transferencia de masa interna y externa son importantes se puede
definir un factor de efectividad total n; asi (Doran, 2013):

Taobs \ [ Ta
Nr = ( AZ S) < I?ks> = Nim * Nem (5.69)

Tas Tap

Para el caso del modelo de sacarificacion de materiales amilaceos planteado en el
Capitulo 3, los factores de efectividad se aplicarian de la siguiente manera a las
ecuaciones diferenciales que describen la transformacion de los azlcares en el tiempo
para las enzimas inmovilizadas:
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dCs

ek —Nps. T (5.70)
dCs
dr = Nrs-Ts —1Nr3-73 (5.71)
dc,
dr = Nr3.-1T3 —N12-72 (5.72)

dc
E = 2777"5.7'5 + UT3.T'3 + ZnTz.rz (573)

Donde:

Nrs, N3, N2 Y 1. Factores de efectividad total, incluyen efectos internos y externos
de transferencia de masa.

C,C,, C5 y Cs: Concentraciones de glucosa, maltosa, maltotriosas y maltopentosas (que
agrupa los azucares de grado de polimerizacién mayor a 3), respectivamente (mol/L)
1,13y 1s. Velocidades de reaccion de hidrdlisis de maltosa, maltotriosas y
maltopentosas (que agrupa los azlcares de grado de polimerizacion mayor a 3),
respectivamente (mol/L-h).

La produccion de oligosacéridos es debida tanto a la hidrolisis enzimatica con enzimas
libres e inmovilizadas en la membrana, por lo tanto, las reacciones totales del sistema se
presentan en las siguientes ecuaciones:

dCs
E = _nTS'TS - TS (574‘)
dC;
- Nrs.Ts —N73.73 T 15 — 13 (5.75)
dc,
ar Nr3.13 — N2+ T3 =17 (5.76)
dcC
I = 25 Ts + N33 + 2o 1y + 215 + 13 + 21, (5.77)

Las velocidades de reaccién deben incluir la dosis de enzima adecuada, es decir que
para las velocidades que incluyen los efectos de transferencia de masa se debe ingresar
el valor de las enzimas que se encuentran inmovilizadas y para las velocidades que no
incluyen efectos de transferencia de masa, se debe ingresar el valor de las enzimas
libres. En este estudio se determind el valor de las enzimas libres e inmovilizadas por
medio de la identificacion de parametros del modelo.

5.2.2 Validacién experimental del modelo con almiddn y residuo agroindustrial
Se realizaron las cinéticas por triplicado de 6 horas para la validacion del modelo con
dos materias primas amilaceas: Almidén de trigo puro y residuo agroindustrial. Las
condiciones de los procesos se presentaron en las Tablas 5.1 y 5.2.
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Durante el proceso de sacarificacion se llevd a cabo una pre-hidrdlisis operando en
modo discontinuo durante 30 minutos con el fin de disminuir la viscosidad del
hidrolizado por la particion de las cadenas de oligosacaridos y evitar el rapido
ensuciamiento de las membranas (Lopez-Ulibarri & Hall, 1997; Paolucci-Jeanjean et al.
2001; Malmali et al. 2015). Posterior a la pre-hidrolisis, se utilizaron 20 membranas
PVDF de fibra hueca en un sistema sumergido, sellandoles la entrada de flux en la parte
inferior con resina epoxica, con un area total superficial efectiva disponible de 38,01cm?
y 30kDa de corte de peso molecular o MWCO por sus siglas en inglés (Molecular
Weight Cut-Off).

Se utilizé una concentracion de solidos del 10% p/p, debido a que un porcentaje mayor
no permitia permeado, en un volumen de 1,5L utilizando buffer fuméarico a 0,1M. La
presion fue constante de 10psi y se calculd el flux de permeado (Flux) mediante el
registro del tiempo cada que se incrementaba 0,59 de masa usando una balanza
electronica. El reactor se oper6 en modo de diafiltracion en discontinuo donde se
mantuvo el volumen constante adicionando buffer fumarico 0,1M ajustado al pH del
ensayo, de acuerdo al volumen de permeado. Se utiliz6 el modo de operacién en
diafiltracion discontinuo, con el fin de observar el efecto de la membrana en la
produccidn de jarabes de glucosa evitando ingresar al sistema almidon fresco y/o nuevas
enzimas.

Para cada muestra se centrifugdé a 5000 rpm por 10 min a temperatura ambiente y se
desactivd la enzima en bafio maria 95°C durante 5 minutos para posteriormente
congelarse. La concentracién de oligosacaridos en el sobrenadante se determind por
HPLC utilizando la columna SUPELCOGEL™ C-610H a 30°C con un flux de
0,5mL/min, acido fosforico al 0,1% como fase movil y 20ul de muestra con detector
RID.

Segln Du Preez et al. (2015), este tipo de reactores se pueden considerar como un
reactor de tanque agitado continuo cuando la relacion entre el retenido y el permeado
sea mayor que 100. Para este estudio, esta relacion se presentd entre 0,5 a 31. Por lo
tanto, el balance del sistema esta representado por la produccion o consumo de
oligosacéridos en el reactor mas la concentracion de éstos, en la salida del permeado
con su respectivo volumen de acuerdo al flux en el tiempo después del tiempo 0,5h.

La identificacion de los parametros para el ajuste del modelo con los datos
experimentales se realizé en Matlab-Simulink® (2015a) mediante el uso del toolbox de
simulink de identificacion de pardmetros. Al ingresar los datos experimentales de
entrada y salida, y construir un bloque con las dindmicas del modelo, el toolbox utiliza
diferentes métodos de identificacion para calcular los parametros con los cuales la
respuesta del modelo se ajusta con menor error a los datos tomados experimentalmente.

Con el fin de verificar el ajuste de los datos experimentales con los resultados de la
simulacion, se encontraron los errores promedio para cada oligosacarido como se
presenta en la Ecuacion 5.78 (Morales Vélez, 2004).

Gn,experimental - Gn,simulaci()n

Gn,méxima experimental — Gn,minima experimental

numero de datos experimentales

Error, (%) = *100 (5.78)

Donde:
n: Indica el grado de polimerizacion del oligosacarido (GP)

130



5.3 RESULTADOS Y ANALISIS

5.3.1 Desarrollo del modelo heterogéneo de hidrdlisis enziméatica en membranas
Cinética en modo discontinuo
El resultado del ajuste de la cinética del modelo en discontinuo para el almidon de trigo
puro y el residuo agroindustrial se presentan en la Figura 5.4 y 5.5, respectivamente.

Los pardmetros cinéticos ajustados se presentan en la Tabla 5.3. Los resultados de la
cinética se presentan en el Anexo 15y 16.
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Figura 5.4 Cinética de hidrolisis enzimaticas en modo discontinuo para el almiddn de trigo puro
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Figura 5.5 Cinética de hidrolisis enzimaticas en modo discontinuo para el residuo agroindustrial

131



Tabla 5.3 Parametros ajustados del modelo de sacarificacion homogéneo a los datos experimentales de

hidrélisis con membranas

Parametro Unidades Almldon de 'Re5|du9
trigo puro agroindustrial
Ks mol/L 0,1499 0,1528
K, mol/L 0,0472 0,0385
Kg h' 0,5136 0,8799
Vomax2 mol/mL h 6,7097*10%" 5,1676*10%
Vomaxa mol/mL h 3,4101*10% 4,6183*10%
Vomaxa mol/mL h 4,8010*10%" 1,6753*10%
Kz mol/L 0,0050 0,0150
Kmns mol/L 0,0553 0,1300
Kmns mol/L 0,0140 0,0130
Keq1 mol/L 0,054 0,054
Keg,2 mol/L 200 200
Keqs mol/L 2,8105 2,8105

Los errores del modelo de sacarificacion en modo discontinuo comparado con los datos
experimentales se presentan en la Tabla 5.4 para el almidén de trigo puro y el residuo
agroindustrial.

Tabla 5.4 Errores promedio para el proceso de licuefaccion del almidén de trigo puro y el residuo

agroindustrial

Oligosacérido

Errores promedio para
Almiddn de trigo puro (%)

Errores promedio para
Residuo agroindustrial (%0)

Maltopentosa 7,3 7,1
Maltotriosa 6,2 6,7
Maltosa 6,0 6,0
Glucosa 54 5,8

Para el ajuste de parametros de este modelo de sacarificacion con 10% de solidos,
diferente pH y temperatura, se mantuvieron todos los pardmetros fijos tal cual se
obtuvieron con el modelo de sacarificacion del Capitulo 3, identificando Unicamente las
velocidades iniciales con el programa de MATLAB. Aunque se presentd un cambio en
los valores numéricos de las velocidades iniciales de los oligosacaridos respecto al
modelo del Capitulo 3, los resultados indican el mismo comportamiento en el cual se
promueve la formacion de maltotriosas para la hirddlisis del almidén de trigo puro y el
residuo agroindustrial. Estos datos obtenidos son muy similares a lo presentado por
Morales et al. (2008).

Debido al buen ajuste obtenido corroborado con el porcentaje de error, este modelo
adaptado que incluye la produccion de oligosacaridos, efecto del pH y temperatura,
desactivacion enzimatica y factores de inhibicion de sustrato y glucosa para el proceso
de sacarificacion, es capaz de representar la hidrolisis enzimatica con almidén de trigo
puro y su aplicacion con un residuo agroindustrial. Los pardmetros ajustados del modelo
para el almidén de trigo puro vy el residuo agroindustrial, se utilizaran para los calculos
del efecto de transferencia de masa de las enzimas inmovilizadas en las membranas.

Transferencia de masa interna

Los coeficientes de difusividad y las difusividades efectivas para cada uno de los
oligosacaridos que intervienen en la reaccién se presentan en la Tabla 5.5. En el Anexo
17 se presentan las propiedades de los componentes de reaccion.
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Tabla 5.5 Coeficientes de difusividad y difusividad efectiva para los oligosacaridos del almidén de trigo
puro y residuo agroindustrial

Oligosacarido | Coeficientes de difusividad- D3 (m?/s) | Difusividad efectiva-D, s (m?/s)
Maltosa-agua 1,31262 x 107° 9,31443x 10710
Maltotriosa-agua 8,16825 * 1010 5,79625 * 10710
Maltopentosa-agua 2,19148 + 1071° 1,55509 * 10710

La difusividad efectiva es normalmente menor que la correspondiente difusion
molecular en agua, ya que los solidos porosos ofrecen mas resistencia a la difusion
(Doran, 2013). Los resultados del mddulo de Thiele (¢,,) Y el factor de efectividad (nim)
se presentan en las Figuras 5.6 y 5.7 para el almidon de trigo puro y en las Figuras 5.8 y
5.9 para el residuo agroindustrial. EI cddigo de Matlab para la simulacién del modelo
heterogéneo se presenta en el Anexo 18.

El moédulo de Thiele para los diferentes oligosacaridos a través del tiempo es mayor a
tres y el factor de efectividad interno es menor a 0,3 y 0,8 para el almidon de trigo puro
y el residuo agroindustrial, respectivamente. La diferencia entre el comportamiento de
maltopentosas y maltotriosas entre el almidon de trigo puro y el residuo agroindustrial
es debido a la constante de Michaelis-Menten para las maltotriosas (Kms). Para el
residuo agroindustrial, la Kmgz es mayor (0,13 mol/L) comparada con el almidon de
trigo puro (0,0553 mol/L), indicando que la enzima presenta la menor afinidad con
maltotriosas lo que afecta directamente la velocidad de produccion rz y por ende se
disminuye el médulo de Thiele. El factor de efectividad interno para ambas materias
primas, muestra que la concentracion de sustrato al atravesar la membrana con enzimas
inmovilizadas es menor que la concentracion en la superficie de esta, lo que implica que
la transferencia de masa interna es lenta para suministrar el sustrato a la velocidad
requerida (Doran, 2013).

Transferencia de masa externa

Los resultados del mddulo observable de transferencia de masa externa (Q) y el factor
de efectividad externo del almidon de trigo puro se presentan en las Figuras 5.10 y 5.11.
Para el residuo agroindustrial, los resultados del médulo observable de transferencia de
masa externa y el factor de efectividad externo se presentan en las Figuras 5.12 y 5.13.

Los resultados obtenidos para ambas materias primas, evidencian que Q inicia desde
aproximadamente uno y comienza a disminuir, este resultado se puede analizar con el
factor de efectividad externo durante el tiempo. En las primeras 4 horas, existe efectos
de transferencia de masa externa, por lo tanto la concentracion en el seno del fluido es
mayor a la concentracion en la capa limite, como se observa en la Figura 5.14.A
Posteriormente, la concentracion en la capa limite se incrementa respecto a la
concentracion en el seno del fluido (Figura 5.14.B) y la transferencia de masa externa es
rapida para suministrar lo que demanda la reaccion. En este caso, la velocidad
observada estaria determinada mas por el proceso de reaccion que por la transferencia
de masa (Doran, 2013).
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Modulo de Thiele de Michaelis Menten
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Figura 5.6 Mddulo de Thiele (¢m) para maltosa, maltotriosa y maltopentosa del almiddn de trigo puro
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Modulo de Thiele de Michaelis Menten
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Figura 5.8 Mddulo de Thiele (¢m) para maltosa, maltotriosa y maltopentosa del residuo agroindustrial
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Modulo observable de TdeM externa (omega)

Figura 5.10 Modulo observable de transferencia de masa externa para el almidon de trigo puro
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Figura 5.11 Factor de efectividad externo para el almidén de trigo puro
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Figura 5.12 Mddulo observable de transferencia de masa externa para el residuo agroindustrial
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Figura 5.14 Perfil de concentracién de sustrato en una lamina plana infinita para efectos de transf. De
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Debido a que la concentracion en la superficie de la membrana es mayor a la del seno
del fluido, se puede suponer que existe la formacion de la capa de gel la cual se refleja
en la disminucion del flux en el tiempo (Raventds & Duarte, 2005), como se observa en
la Figura 5.15 y 5.16. Esta capa de gel no interfiere en la reaccion de acuerdo con el
factor de efectividad externa, ademas de ser un ensuciamiento reversible que puede
desaparecer espontaneamente cuando se deje de actuar la fuerza impulsora, siendo la
presion aplicada o incluso con un lavado de agua (Shi et al. 2014).
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Figura 5.15 Comportamiento del flux durante la operacion del ISPR con almidén de trigo puro
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5.3.2 Validacidon experimental del modelo con almiddn y residuo agroindustrial
La Figura 5.17 y 5.18 representan las cinéticas de hidrolisis enzimatica con efectos de
trasferencia de materia para el almidon de trigo puro y el residuo agroindustrial,
respectivamente. Los resultados de la cinética se presentan en los Anexos 19 y 20.
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Figura 5.17 Cinética de hidrdlisis enzimaticas con efectos de transferencia de masa para el almidon de
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Figura 5.18 Cinética de hidrolisis enzimaticas con efectos de transferencia de masa para el residuo
agroindustrial

Los errores del modelo utilizado para el modelo heterogéneo comparado con los datos
experimentales se presentan en la Tabla 5.6 para el almidén de trigo puro y el residuo
agroindustrial.

Tabla 5.6 Errores promedio para el proceso de licuefaccion del almidén de trigo puro y el residuo
agroindustrial

Oligosacrido Er_rores pror_nedio para E_rrores prc_)medio para
Almidén de trigo puro (%) Residuo agroindustrial (%)
Maltopentosa 6,9 5,7
Maltotriosa 7,8 5,9
Maltosa 7,5 5,2
Glucosa 4,9 4,7

Las Figuras 5.17 y 5.18 evidencian los efectos que generan la transferencia de masa en
el proceso de sacarificacion dentro de las membranas con las enzimas inmovilizadas y
las enzimas libres. Los resultados de la simulacién dieron como resultados que la
proporcion de enzimas inmovilizadas para el residuo agroindustrial fueron de 66,4%
mientras que para el almidon de trigo puro fueron de 68,5%. Los resultados de
inmovilizacion de enzimas para el almidon de trigo son mayores, lo cual puede ser
debido a que los parametros de operacion fueron los maximos adecuados para la
produccién de glucosa, presentados en el Capitulo 4. También, las dos materias primas
mantuvieron una actividad en la membrana del 80%.

Debido al buen ajuste obtenido corroborado con el porcentaje de error, este modelo
adaptado es capaz de representar los efectos de la transferencia de masa de las
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membranas utilizadas en la hidrolisis enzimatica con almidén de trigo puro y su
aplicacion con un residuo agroindustrial.

5.4 CONCLUSIONES

Se propone un modelo heterogéneo que contempla los efectos de transferencia de masa
interna y externa para un sistema de enzimas inmovilizadas en membranas sumergidas
de fibras huecas y la reaccion de enzima libre. EI modelo permite la cuantificacion de
los factores de efectividad internos y externos en el tiempo, a medida que la
concentracion de sustrato cambia en el sistema incluyendo la produccién de los
oligosacaridos, efectos de pH y temperatura, inactivacion enzimatica y cambio del flux.

Después de realizar y evaluar un modelo heterogéneo para la hidrélisis enzimatica de
almidon con enzimas inmovilizadas en una membrana, se concluye que en el sistema
existen limitaciones por transferencia de masa interna y que las limitaciones por
transferencia de masa externa son despreciables para almidon de trigo puro y su
aplicacion a un residuo agroindustrial.

El modelo se validé frente a datos experimentales y se confirmé un buen ajuste. Aunque
el modelo matematico ha sido desarrollado y validado para la hidrélisis enzimatica del
almidon de trigo, éste puede usarse de manera similar para diversos procesos utilizando
enzimas inmovilizadas bajo condiciones donde la limitacion de transferencia de masa es
significativa.
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CONCLUSIONES GENERALES

En la hidrdlisis enzimatica para la produccion de jarabes de glucosa es necesario evaluar
los pardmetros de operacion de temperatura, pH Yy relacién enzima/sustrato. Se
identificaron las mejores condiciones para el almidén de trigo puro y un residuo
agroindustrial junto con el modelo empirico estadistico durante los procesos de
licuefaccidn y sacarificacion, que representan el comportamiento de los resultados entre
un 85y 91%.

Se plante6 una modificacion de los efectos de pH en los modelos cinéticos de Morales
et al. (2008) para los procesos de licuefaccion y sacarificacion. La validacion de estos
modelos presentd buenos ajustes de pardmetros, permitiendo analizar la formacion de
los oligosacéaridos producidos en la hidrolisis enzimatica y la inactivacion de enzimas.

Una de las principales ventajas que se reporta respecto a la union de los procesos de
hidrolisis enzimética con el uso de membranas, Ilamado proceso ISPR (In Situ Product
Recovery, por sus siglas en inglés), es evitar la inhibicion de las enzimas al retirar la
glucosa del sistema. Estos estudios han utilizado la entrada continua de nuevo sustrato y
enzimas permitiendo observar un incremento en la produccion de oligosacaridos. Otros
estudios utilizando diferentes enzimas, han observado que éstas se inmovilizan en las
membranas. Para el proceso ISPR no se ha establecido una relacion de los parametros
de operacién que pueden influir en la inmovilizacion de enzimas. Este proyecto
identifico por medio de revision de literatura que los pardmetros de operacion en comun
entre los dos procesos que influyen en la inmovilizacion de enzimas son principalmente
el pH y la temperatura. Estos pardmetros en conjunto deben asegurar que se promueva
una actividad enzimatica y un flux de membranas adecuado para poder generar
excelentes resultados de ambos procesos.

La evaluacion de los pardmetros pH y temperatura en el proceso ISPR para almidén
demostraron que el efecto del pH sobre el flux de la membrana y la produccion de
glucosa, presentan fuerzas de atraccion y repulsion electrostaticas, que dependen del
punto isoeléctrico de las enzimas y las caracteristicas de las membranas utilizadas. Para
este estudio, el pH que presenta las mejores condiciones de produccion de glucosa fue
de 4,8 unidades. Los efectos de temperatura sobre el flux y la produccion de glucosa
indicaron que se presentan mejores condiciones entre 50 — 60°C. No obstante, a
temperaturas superiores a 65°C, la produccion de glucosa disminuye debido a una
posible desnaturalizacion de la enzima que genera una pérdida de la actividad catalitica.

Las condiciones de operacion que presentan la mayor produccion de glucosa en el
proceso ISPR del almidén con membranas PVDF son pH de 4,8 unidades y temperatura
de 61,5°C. Se demostr6 a estas condiciones de operacion que las enzimas se
inmovilizan en las membranas por efecto de la porosidad més que por las fuerzas
electrostaticas. Lo que indica que las enzimas presentan una adsorcion fisica,
probablemente en una monocapa, y posterior a esto existe la adsorcion quimica entre
enzimas mediante la aplicacion de la presion transmembranal. Al comparar los
mecanismos de ensuciamiento de las membranas con las estrategias de inmovilizacion
de enzimas, se observa una ventaja para la inmovilizacion, siempre y cuando las
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limitaciones de transferencia de masa y la disminucion de flux a través de la membrana
se pueden mantener en un minimo.

Se propuso un modelo heterogéneo para las enzimas inmovilizadas en las membranas
que permite identificar las limitaciones de transferencia de masa interna y externa a
medida que la concentracion de sustrato cambia en el sistema incluyendo la produccion
de los oligosacaridos, efectos de pH, inactivacion enzimética y el cambio del flux. Este
modelo planteado para el proceso ISPR de almiddn, puede utilizarse de manera similar
para otros procesos utilizando enzimas inmovilizadas bajo condiciones donde la
limitacion de transferencia de masa es significativa. Los resultados del modelo
heterogéneo identificaron que el sistema presenta limitaciones por transferencia de masa
interna y no por limitaciones de transferencia de masa externa, aplicados para el
almidon de trigo puro y un residuo agroindustrial.
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ANEXOS

ANEXO 1. Protocolos de medicion de actividad enzimética para alfa-amilasa y
glucoamilasa

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA a AMILASA

Modificado de Enzymatic Assay of a-AMYLASE (EC 3.2.1.1) de Sygma Aldrich.
Disponible en: http://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/protocols/biology/enzymatic-assay-of-a-amylase.html

FUNDAMENTO:

Estructuralmente, el almidon consiste en dos polisacaridos quimicamente distinguibles:
la amilosa y la amilopectina, los cuales estdn compuestos por cadenas lineales y
ramificadas de glucosa unidas por enlaces o (1-4) y a (1-6) (Hernandez-Medina et al.
2008).

La hidrolisis parcial del almidon es llevado a cabo por la enzima a-amilasa (A 1,4-D-
Glucan Glucano-hidrolasa), la cual producen polisacaridos de longitud intermedia
(maltodextrinas con 5 a 10 unidades de glucosa) y pequefias cantidades de polisacaridos
de alto peso molecular, como también algunos de bajo peso molecular (glucosa, maltosa
entre otros) (Catafio & Mere, 2005; Cruz, 2012).

La actividad enzimatica, es decir, la funcion de una enzima, se puede determinar
midiendo la cantidad de sustrato que desaparece o la cantidad de producto formado por
unidad de tiempo. Por lo tanto, es también una medida de la velocidad de reaccion, que
es en si lo que estudia la cinética enzimatica (Grajales, 2005).

Para el caso de la determinacion de la actividad enzimatica de o amilasa se define que
una unidad libera 1,0mg de maltosa del almiddn en 15 minutos a pH de 6,9 y 95°C.

Para poder garantizar que la enzima actle sobre el almidén presente en una muestra se
debe de garantizar que los componentes del almidon se solubilicen en el agua o en el
solvente donde se encuentren. EI almidon en su estado nativo forma una suspension
temporal de grandes particulas, que no se disuelven en el medio que las rodea y se
depositaran en el fondo de un recipiente. Es por eso que se debe de realizar un proceso
de calentamiento del almidon en presencia de agua, que conduce a la incorporacién de
agua en el granulo. A medida que el calentamiento continua, los granulos de almidén
captan mas agua irreversiblemente y se hinchan liberando amilosa y posiblemente
amilopectina permitiendo su evacuacion de los granulos hinchados y por lo tanto su
disponibilidad para la enzima (Vaclavik & Christian, 2002).

En presente ensayo se tienen dos componentes: El testigo es una solucion patron que es
sometida o procesada por la enzima, es decir, donde se lleva a cabo la hidrolisis de
almidon catalizado por la o amilasa. En segundo lugar esta el blanco que sirve como
solucion de referencia para la hidrdlisis.

La alfa amilasa puede presentar inhibicion por sustrato (almidon) y por lo tanto se debe
de someter la solucién a un primer tratamiento a 20°C por 3 minutos para que haya un
primer consumo del sustrato. Posteriormente, se lleva a cabo la reaccion de hidroélisis
propiamente a una temperatura entre 80 — 90°C que es el rango 6ptimo para la alfa
amilasa.
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La determinacién de los productos de la hidrolisis de almidén se realiza por medio del
método DNS que mide la concentracion de azucares reductores presentes en la muestra.
El método se basa en la oxidacién del grupo aldehido o cetona presente en el azucar y la
respectiva reduccion del DNS a 4cido 3-amino-5-nitrosalisilico. Esta reaccion produce
un complejo coloreado que presenta la mayor actividad Optica en una longitud de onda
de 540 nm, lo cual permite realizar una gréafica a diferentes concentraciones de una
solucion patron de maltosa, para luego identificar la cantidad de azUcares reductores
presentes en una muestra (UNAL, 2014).

HO .0 GHO i COOH
H + HO—/T— OH + HO——
M N i i _}o T
I I T o NH, —CH
0 0 CH,OH O CH,OH
Acido 3 5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro Acido D-gluconico
(amarilla) salicilico

Figura A.1. Conversion de azucares reductores mediante DNS
Fuente: Delgado (2009)

Para ilustrar en la Figura A.2 se presenta un ejemplo de una curva estandar de maltosa y
la ecuacidn que describe dicha curva.

2,5
y=1,2048x+ 0,08
2 R=10,9957

i /
1 /
0,5

Q T T T T T T T T !
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400 1,600 1,800
Absorbancia

Maltosa (gfL)

Figura A.2. Curva estandar de maltosa
Equipos

Plancha calentadora
Espectrofotometro
Balanza

Votex

Materiales

Guantes

Tubos de ensayo

Beakers

Balon volumétrico 25 mL
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Balon volumétrico 10 mL
Rejilla para tubos de ensayo
Micropipeta 100-1000uL
Puntas de 100-1000uL

Reactivos

e Buffer fosfato de sodio - cloruro de sodio pH: 6,9 Para 100 mL adicionar
0,2835g de NaHPO4 y 0,035g de NaCl. Ajustar el pH con HClI o NaOH
dependiendo del caso.

e DNS (Acido 3-5 dinitrosalicilico) 1% (p/v)

Solucion de almiddn 1% (p/v): 0,025 g de almiddn en 25 mL de buffer pH 6,9.

e Solucién de maltosa 0,2% (p/v): 0,02g de maltosa monohidratada en 10 mL de
agua destilada.

e Solucion de enzima o amilasa; la dilucion depende de la enzima y se debe
evaluar hasta que se obtenga 1 mg de maltosa.

PROCEDIMIENTO:
e Pretratamiento solucién de almidén

1. Llevar la solucion de almidén a ebullicion y mantener la solucién a esta
temperatura por 15 min con agitacion mecénica como se muestra en la Figura
A.3. Cuando se utiliza la plancha de calentamiento Bioweb MS7-H550-Pro fijar
la temperatura en 250°C y la agitacion en 100 rpm.

Figura A.3. Solucion de almidon en ebullicion

2. Dejar enfriar la solucion en nevera.
3. Completar el volumen de la solucion de almiddn a su volumen original (25 mL)
con agua destilada.
e Ensayo

La adicion de los diferentes reactivos para el blanco y el testigo y los pasos para el
ensayo se encuentran resumidos en la Tabla A.1.
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Tabla A.1. Tubos de ensayo y pasos para la medicion de actividad de alfa-amilasa

Componente Muestra Blanco sustrato Blanco enzima
Solucion de almidon 1mL 1mL -
Solucién de o amilasa 1mL - 1mL

Incubar a 20°C durante 3 minutos
DNS 1 mL 1mL 1mL
Buffer - 1mL 1mL

Llevar a ebullicién por 15 min

Enfriar en hielo por 3 min
Adicionar 9 mL de agua

Leer absorbancia a 540 nm

e Curva estandar de maltosa

La curva estandar de maltosa se realiza la adicidn de los siguientes reactivos y se siguen
los pasos presentados en la Tabla A.2.

Tabla A.2. Curva estandar de maltosa

Componente Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar | Estandar | Blanco
P 1 2 3 4 5 6 7 DNS
Solucionde | oo ) 0,2 mL 0,4 mL 0,6 mL 0,8 mL 1,0mL 2,0mL ;

maltosa
Agua 1,95 mL 1,8 mL 1,6 mL 1,4 mL 1,2mL 1,0 mL - 2,0 mL
destilada
DNS 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Llevar a ebullicion por 15 min
Enfriar en hielo por 3 min
Adicionar 9 mL de agua
Leer absorbancia a 540 nm
CALCULOS:

Inicialmente se realiza la grafica de la curva estandar de maltosa (concentracion de
maltosa vs Absorbancia) y obtener la ecuacion lineal que describe dicha curva. (g
maltosa= m*Abs+b)

Se tiene que:

Absensayo = Absmuestra - Abssustrato - Absenzima
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La actividad enzimatica de la a amilasa esta dada por:

U _ mg maltosa * fd

ml enzima  mL enzima

Donde: los mg de maltosa son obtenidos a partir de la ecuacion estandar de maltosa al
ingresar la absorbancia del test en dicha ecuacion. Fd es el factor de dilucion de la
enzima, y mL enzima es el volumen de enzima utilizado en la reaccion.

Al menos dos diluciones deben de ser realizadas con cada una de las muestras de
enzima, con una dilucion liberando un poco méas de 1 mg de maltosa y ligeramente
inferior a 1,0 mg de maltosa. Tener como objetivo 1,2 y 0,8 mg de maltosa,
respectivamente. Dependiendo de la enzima, estos objetivos pueden ser dificiles de
alcanzar y deben hacerse mas diluciones.

Estimar la concentracion de maltosa que ha liberado exactamente 1,0 mg de maltosa por
medio de una gréfica de maltosa liberada contra el logaritmo de concentracion de
enzima. Para encontrar la concentracion de enzima requerida, se toman dos puntos de
datos que estén muy cerca del punto de 1,0 mg y se dibuja una linea recta entre ellos,
que servira para interpolar entre los dos puntos para encontrar la dilucion de enzima que
produciria exactamente 1,0 mg de equivalentes de azucar reductor.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA GLUCOAMILASA

FUNDAMENTO:

La enzima glucoamilasa (o-1,4- D-Glucan glucohidrolasa) esta involucrada en la
produccion de glucosa a partir de almidén que ha sido sometido a licuefaccion. Esta
enzima cataliza la hidrdlisis de maltodextrinas hasta glucosa, completandose asi la
hidrdlisis total del almidon.

La actividad enzimatica, es decir, la funcion de una enzima, se puede determinar
midiendo la cantidad de sustrato que desaparece o la cantidad de producto formado por
unidad de tiempo. Por lo tanto, es también una medida de la velocidad de reaccion, que
es en si lo que estudia la cinética enzimatica (Grajales, 2005).

La actividad de la enzima glucoamilasa estd definida en diferentes unidades segun la
casa matriz de donde proviene. Para la glucoamilasa Optidex® L 400, la actividad de la
enzima esta determinada en AUG o unidades de amiloglucosidasa. 1 AUG es la
cantidad de enzima que libera 0,5 g de azucares reductores calculado como glucosa, a
partir de almidon soluble como sustrato, en 30 min bajo condiciones especificas de
ensayo.

En presente ensayo se tienen dos componentes: El testigo o muestra es una solucién
patron que es sometida o procesada por la enzima, es decir, donde se lleva a cabo la
hidrolisis de almidén catalizado por la a amilasa. En segundo lugar esta el blanco que
sirve como solucion de referencia para la hidrolisis.

Equipos

e Espectrofotometro
e Balanza
e \ortex

Materiales

Guantes

Tubos de ensayo

Tubos eppendorf de 2 mL
Rejilla para tubos de ensayo
Rejilla para tubos eppendorf
Beakers

Balon volumétrico 20 mL
Balon volumétrico 25 mL
Balon volumétrico 10 mL
Micropipeta 100-1000 pL
Puntas de 100-1000 pL

Reactivos

e Kit comercial de Glucosa oxidasa, compuesto por el reactivo de color y por el
estandar del reactivo.

e Buffer fosfatos pH: 7,6 und: Para 100 mL adicionar 7,75 mL de KH,PO,4 0,4M y
42,25 mL de K,HPO, 0,4M. Ajustar el pH con alguna de las sales dependiendo
del caso.
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e Solucién de maltosa 2% (p/v): 0,4210 g de maltosa monohidratada y completar a
20mL con agua destilada.

e Solucidn stock de glucosa 2 g/L: 0,022 g de glucosa monohidratada y completar
a 10mL con agua destilada.

e Solucién stock de enzima glucoamilasa 1,97 g/L: 33,75uL de la enzima y
completar a 20mL con agua destilada.

PROCEDIMIENTO:
La adicion de los diferentes reactivos para el blanco y la muestra y los pasos para el
ensayo se encuentran resumidos en la Tabla A.3.

Tabla A.3. Tubos de reaccion para la determinacion de actividad enzimatica de enzima glucoamilasa

Componente Muestra (mL) Blanc(?nsllj)s trato enz?rﬁg((:%L)
Solucién de enzima 1 - 1
Buffer pH 4,3 3 7 7
Maltosa 2% p/v 1 1 -
Incubar por 30 min a temperatura ambiente
Buffer pH 9,0 3 - -

Después de realizar el ensayo de la reaccion de la enzima sobre el sustrato, se debe de
determinar cuanta glucosa fue obtenida a partir de la hidrélisis de maltosa. Para ello se
utiliza el kit de la glucosa oxidasa sobre cada uno de las muestras y blancos de reaccion
como se presenta en la Tabla A.4.

Tabla A.4. Cantidad de reactivos para los tubos de ensayo
Estandar del
Componente Muestra reactivo (Kit) Blanco
Glucosa (pL) (ul) reactivo (pL)
Respectiva muestra o
10

blanco
Estandar del reactivo 10
(kit)
Reactivo de color (kit) 1000 1000 1000

Se incuba por 10 min a temperatura ambiente y se lee absorbancia a 500 nm.
CALCULOS:
Inicialmente se realiza la correccion de absorbancia para los ensayos realizados:

Absensayo = Absmuestra - Absblanco sustrato ~ Absblanco enzima
Posteriormente, se halla la concentracion de glucosa para todas las muestras:

Absensayo

Cmuestra estandar del reactivo

*
Absestandar del reactivo

La concentracion del estandar del reactivo es conocida. Por lo tanto:
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mg Absensayo
Cuestra = —— glucosa = * 100
dL Absestandar del reactivo
Por conversion de unidades se tiene que:
Absensayo
N — % 100
Sestandar del reactivo

9 _
Couestra = Z glucosa = 0,1%1000

La actividad enzimatica de la enzima glucoamilasa esta dada por:

AMG g glucosa * fd
g  mlLenzima* penzima

Donde: Fd es el factor de dilucion de la enzima, mL enzima es el volumen de enzima
utilizado en la reaccion y p enzima es la densidad de la enzima.

Al menos dos diluciones deben de ser realizadas con cada una de las muestras de
enzima, con una dilucién liberando un poco mas de 0,5 g de glucosa y ligeramente
inferior a 0,5 g de glucosa. Tener como objetivo 0,4 y 0,6 g de glucosa,
respectivamente. Dependiendo de la enzima, estos objetivos pueden ser dificiles de
alcanzar y deben hacerse mas diluciones.

Estimar la concentracién de glucosa que ha liberado exactamente 0,5 g de glucosa por
medio de una grafica de glucosa liberada contra el logaritmo de concentracién de
enzima. Para encontrar la concentracion de enzima requerida, se toman dos puntos de
datos que estén muy cerca del punto de 0,5 g y se dibuja una linea recta entre ellos, que
servira para interpolar entre los dos puntos para encontrar la dilucion de enzima que
produciria exactamente 0,5 g de equivalentes de azUcar reductor.

BIBLIOGRAFIA
Grajales M. O (2005). “Apuntes de bioquimica vegetal. Bases para su aplicacion
fisiologica”, Primera edicion. Universidad Nacional Auténoma de México, México.
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ANEXO 2. Protocolo de medicién de proteina por el método Bradford

Este instructivo se aplica para medir la concentracion de proteinas presentes en un
extracto enzimético o para medicion de proteinas en general.

CONDICIONES GENERALES

Antes de llevar a cabo este protocolo, programese conforme a la disposicion de
equipos del laboratorio. Comuniquese con el encargado del laboratorio y haga
una solicitud a través de correo electrénico con los equipos, reactivos y
materiales que requiera, especifique la fecha y duracion de los ensayos.

Tenga en cuenta las normas de bioseguridad del laboratorio, utilice siempre bata
y guantes; gafas y mascarilla en caso de necesitarlos.

Revise que los equipos que le han sido asignados funcionen de manera adecuada
y estén limpios. En caso de encontrar alguna irregularidad digaselo al encargado
del laboratorio para que este haga el reporte correspondiente.

Todos los datos y resultados que obtenga de este analisis favor reportarlos en la
bitacora correspondiente a su trabajo.

Al momento de terminar los ensayos asegurese de hacer un buen manejo de
residuos.

Ubique todos los reactivos en el lugar donde estaban almacenados, lave los
materiales que haya utilizado y entregue el registro de equipos totalmente
diligenciado al encargado del laboratorio.

Interferentes

Buffers altamente alcalinos presentan interferencia, pero puede ser
contrarrestada con blancos, también los detergentes son interferentes.

DEFINICIONES

Proteina: Las proteinas son macromoléculas compuestas por carbono,
hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. La mayoria también contienen azufre y fosforo.
Las mismas estan formadas por la union de varios aminoacidos, unidos mediante
enlaces peptidicos.

Curva de calibracion: Se trata de una curva de referencia construida con
cantidades conocidas de una sustancia (por ejemplo la albumina sérica bovina
que vimos antes) que se utiliza para determinar la cantidad de esta sustancia
(proteinas) presente en una muestra incognita.

Estandar: Es una disolucion que contiene una concentracion conocida de un
elemento o sustancia especifica, llamada patron primario que, por su especial
estabilidad, se emplea para valorar la concentracion de otras soluciones, como
las disoluciones valorantes.

FUNDAMENTO

Consiste en un método seguro y rapido para la estimacion de la concentracion de
proteina, la cual es esencial en muchos campos de estudio. EI método de Bradford
consiste en la union del colorante azul de coomassie G250 a los residuos arginil y lisil
de las proteinas y es usualmente medido a 595nm.

MATERIALES
e Espectrofotometro UV visible
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e Celdas de vidrio y de cuarzo

e Pipetas de 10uL-100uL y de ImL a 5mL y sus respectivas puntas
e Bomba de vacio

Beakers

Probeta

Matraz aforado de 50mL, 100mL, 1L

Agitador magnético

Plancha de agitacion

Papel Whatman N°1

Tubos de ensayo

e Recipiente de almacenaje del reactivo de Bradford oscuro (dmbar / forrado con
aluminio)

Balanza analitica.

Etanol absoluto (99,9%)

Acido fosforico (85%)

Azul de coomassie G250

Agua Destilada

Estandar de proteina (Albamina) 1mg/mL

Embudo para filtracién

Erlenmeyer para la bomba de vacio

PROCEDIMIENTO
Preparacion de reactivo Bradford (para 1 L, es posible preparar menos reactivo
dependiendo de la cantidad de muestras)

. Adicionar en el matraz aforado de 50mL el etanol y en el matraz de 100mL
adicionar el acido fosforico.

. Pesar en beaker 100mg de azul de Coomassie G250 (no confundir con R250).

. En un matraz de 1 L adicionar los 50mL de etanol, los 100 mL de &cido

fosforico y 100 mg de azul de Coomassie (al momento de traspasar el azul
juagar con agua destilada para evitar dejar residuos en el recipiente). Aforar a 1L
con agua destilada.

. Agitar en la plancha magnética por 5 minutos

. Filtrar en montaje de vacio con papel Whatman N°1 y depositar en frasco oscuro
0 &mbar (conservar en la nevera luego de su uso), éste es estable por maximo
dos semanas, sin embargo, el colorante tiende a sedimentar, asi que antes de su
uso debe ser filtrado.

. Las celdas de cuarzo o las de vidrio pueden ser usadas para este metodo y deben
estar limpias y libres de detergentes. Las celdas plasticas no deben ser usadas ya
gue el colorante se une a este material. Las celdas usadas se lavan con etanol.

Estandar de proteina.
Nota: Este estandar es poco estable y se degrada con facilidad con la luz, por lo tanto,
debe ser usado inmediatamente se realice.

. Agregar en un beaker 15mg de proteina en 15 ml de agua destilada para preparar
una solucion de concentracion 1mg/mL.
. Medir la absorbancia a 258nm con celda de cuarzo y deberia estar cercana a 0,66

si es albuminay si es ovoalbumina deberia ser 0,75.
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Curva de calibracion

La curva es no lineal, y los valores de absorbancia dependen de la edad del
reactivo, por consiguiente, es esencial hacer la curva de calibracion para cada
ensayo.

BLANCO: Pipetear 100uL de agua destilada mas 5 mL de reactivo de Bradford
en un tubo de ensayo tapar y agitar en el vortex y dejar reaccionar durante 5
minutos. Luego de la reaccion pasar a una celda de cuarzo y leer a 595nm,
ajustar a cero.

Para la calibracion se utiliza el estandar de proteina 1mg/mL. Adicionar en un
eppendorf el estandar para diferentes concentraciones entre (0,1 pL - 1uL) como
se muestra en la siguiente Tabla A.1.

Tabla A.41 Curva de calibracién

Concentracion Esténda}r de Agua destilada
(mg/mL) proteina (L)
(uL)
0,1 100 900
0,2 200 800
0,4 400 600
0,6 600 400
0,8 800 200
1 1000 0

e Pipetear 100uL de las concentraciones en la Tabla (1) mas 5 mL de
reactivo de Bradford en un tubo de ensayo tapar y agitar en el vortex y
dejar reaccionar durante 5 minutos.

e Medir en espectrofotometro en una celda de cuarzo a 595nm.

Medicién de la muestra.

BLANCO: Pipetear 100uL de agua destilada méas 5 mL de reactivo de Bradford
en un tubo de ensayo tapar y agitar en el vortex y dejar reaccionar durante 5
minutos. Luego de la reaccidn pasar a una celda de cuarzo y leer a 595nm,
ajustar a cero.

Pipetear 100 pL de la muestra més 5 mL de reactivo de Bradford en un tubo de
ensayo tapar y agitar en el vortex y dejar reaccionar durante 5 minutos. Luego de
la reaccion pasar a una celda de cuarzo y leer a 595nm. (en caso de superar 0,8
de absorbancia diluir la muestra en agua destilada), (la muestra es estable hasta
por 1 hora). Hacerlo por triplicado (tomar la misma muestra tres veces)

Con la ecuacion de la recta generada, hallar la concentracion de la proteina
(mg/mL) del analito.

DESECHOS
Disponer los residuos en un recipiente marcado. (No echar en el lavado)

BIBLIOGRAFIA
Kruger, N. (2002). The Bradford Method for Protein Quantitation. In: The protein

protocols handbook. Second Edition. Humana Press, Inc. New Jersey. 15-23p.
Consultado en Agosto de 2016.

156



ANEXO 3. Ensayos preliminares de superficie de respuesta para el proceso de
licuefacccion

METODOLOGIA

Materia prima

La optimizacion de la etapa de licuefaccion fue realizada para dos materias primas
amilaceas: Almidon de trigo con 81% de contendido de almidon y Materia de naturaleza
dulce y salada (residuo agroindustrial), combinados en una proporcion 40/60,
respectivamente, con un 56% de contenido de almidon.

Gelatinizacion

La gelatinizacion es una etapa previa a la hidrolisis enzimatica que consiste en el
calentamiento de los grénulos de almidén con el objetivo de liberar la amilosa y
amilopectina al medio. Estos dos compuestos son finalmente los materiales que estaran
dispuestos al ataque enzimatico.

Los ensayos fueron realizados en Erlenmeyer de 500 mL, un peso efectivo de 100 g con
buffer fumarico. Las condiciones de la etapa de gelatinizacion fueron las siguientes:
20%p/p de almidon, 95°C, 150 rpm y 10 min para el material amilaceo dulce-salado y
30 min para el almidén de trigo.

Licuefaccion

La etapa de licuefaccion para el almidén puro y el material amilaceo dulce-salado se
realiz6 con la enzima amilasa Spezyme® Fred con una actividad especifica de 2389
U/g. Se selecciond la metodologia de superficie de respuesta como herramienta de
optimizacion, esta técnica estadistica es empleada para describir el efecto individual y
acumulado de las variables a probar y sus efectos sobre la variable de respuesta
(Roberto et al. 2003; Gutiérrez & de la Vara, 2008). Se realiz6 un disefio central
compuesto de 13 corridas y 5 puntos centrales con un nivel de significancia del 5% vy
azucares reductores como variable respuesta. Tanto la formulacion del disefio de
experimentos como el tratamiento estadistico de los datos, fue realizado en el software
MINITAB® 15.1.20.0. (Minitab Inc., Pensilvania, Estados Unidos), el rango de los
factores y sus niveles se presentaran en a lo largo del informe. Los parametros del
tratamiento fueron pH 5,8 unidades, 150 rpm, 1 hora y 10 ppm de Ca?*.

Al final de cada experimento se tom6 muestra y se centrifugd a 5000 rpm por 10 min a
4°C para material amilaceo dulce-salado y a 40°C para el almidén de trigo, el
sobrenadante fue filtrado al vacio con papel filtro de 45 um de poro. La concentracion
de azUcares reductores fue determinada por triplicado con el método de DNS (Acido 3,5
Dinitrosalicilico) y la concentracion de azucares totales por el método de refractometria
(°Brix).

Después de hacer el analisis de superficies de respuesta, se obtuvieron las condiciones
Optimas o mejores condiciones para la licuefaccion de cada materia prima mediante la
herramienta de optimizacion de MINITAB® 15.1.20.0. Finalmente, con el software
STATGRAPHICS® Centurion XVI (Versién 16.0.09, Statpoint Technologies, Inc.,
Virginia, Estados Unidos) se obtuvo el intervalo de confianza para el optimo de
licuefacciéon de cada materia prima y se realiz6 por triplicado la validacién de dicho
punto optimo o de las mejores condiciones.
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RESULTADOS

Materia de naturaleza dulce y salada
Para esta materia prima se desarrollé un primer disefio de experimentos teniendo en
cuenta los factores presentados en la Tabla A.1. Los niveles de estos factores fueron
determinados con base en revision bibliografica y en las condiciones de operacion

recomendadas por la ficha técnica de la enzima.

Tabla A.1. Factores y sus niveles para la optimizacion de la etapa de licuefaccion para el material
amilaceo dulce-salado. Primer disefio.

Niveles
Factores
-1 0 1
Temperatura (°C) 85 90 95
Enzima (a-amilasa) (%p/p) 0,04 0,07 0,10

La Tabla A.2 y A.3 presentan los resultados de las corridas del disefio central
compuesto para la etapa de licuefaccidn del material amilaceo dulce-salado y el andlisis
ANAVA, respectivamente.

Tabla A.2. Matriz del disefio central compuesto y sus correspondientes valores experimentales para la
etapa de licuefaccion del material amilaceo dulce-salado. Primer disefio.

Corri

~N o o B~owWwDN

o o

11
12
13

da

Temperatura

(°C)
95
90
90
95
90
90

82,9
90
85
90
85

97,1
90

E/S (%) A(E‘écr?;fs
0,10 11
0,03 22
0,07 26
0,04 16
0,07 18
0,07 74
0,07 38
0,07 32
0,10 35
0,11 5
0,04 51
0,07 136
0,07 16
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Tabla A.3. ANAVA de licuefaccidn de residuo agroindustrial. Primer disefio.

Término Valor P
Constante 0,064
Temperatura (°C) 0,424

E/S (%) 0,639
T 0,140
E/S*E/S 0,274
T*E/S 0,864

Con respecto a los grados Brix el valor més alto fue 136 g/L el cual corresponde a uno
de los valores extremos en temperatura del disefio (97,1°C), lo cual evidencia el efecto
de la temperatura en la catalisis de reaccion, generando a mayores temperaturas,
incrementos en la conversién. El disefio arrojé un R? del 45,19%.

La Figura A.1 muestra la gréafica de contorno y la superficie de respuesta del primer
disefio central compuesto evaluado para la licuefaccion del material amilaceo dulce-
salado.

BERA M

E/S (%)

850 8,5 900 925 950
Temperatura (9C)

oBrix(g/L) 0

= 50

Temperatura (9C)

95

Figura A.1. Resultados de contorno y superficie de respuesta. Interaccidn entre la temperatura y %E/S
con azUcares totales como variable respuesta. Primer disefio.
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La Figura A.1 presenta una mayor produccion de azucares en dos casos: primero,
cuando la temperatura de operacién supera los 95°C y segundo, cuando esta por debajo
de los 85°C. Cualquiera de los dos casos podria ser explorado para encontrar el punto
Optimo de produccion de azucares. Segin Gutiérrez & De la Vara (2008), cuando se
desea determinar el punto 0ptimo mediante la metodologia de superficies de respuesta,
se requiere la posibilidad de realizar varios experimentos en forma secuencial con el
objetivo de llegar a la mejor combinacion de los factores estudiados en toda la region de
operabilidad. Esa situacion se presenta en este caso particular con dos rangos de
temperatura con alta produccion de azUcares, es por eso que se decide mover la regién
experimental y realizar un nuevo disefio de experimentos. Ahora bien, temperaturas por
encima de los 97°C no son posibles de alcanzar debido a la presion atmosférica de la
ciudad de Medellin-Colombia y por el rango de operabilidad del equipo de
calentamiento (bafio Maria), el cual no supera 96,4°C. Por lo anterior, se decide
explorar temperaturas por debajo a 85°C con los mismos niveles de concentracion de
enzima, debido a que en la grafica de contorno se visualiza que las concentraciones
utilizadas generan concentraciones de azUcares reductores que se pueden encontrar
dentro los niveles evaluados.

Con respecto a lo antes mencionado, se plantea un nuevo disefio central compuesto para
la licuefaccidn del material amilaceo dulce-salado, presentado en la Tabla A.4. A partir
de este disefio se siguen presentando los resultados en términos de azlcares reductores
debido a que es una técnica que cuantifica directamente los azlcares liberados por la
hidrdlisis en comparacion con la técnica refractiva que mide soélidos en una muestra
liquida.

Tabla A.4 Factores y sus niveles para la optimizacion de la etapa de licuefaccion para el material
amilaceo dulce-salado. Segundo disefio

Niveles
Factores
-1 0 1
Temperatura (°C) 70 75 80
Enzima (o-amilasa) (%op/p) 0,04 0,07 0,10

Almidon de trigo

Se realizd un disefio central compuesto con el objetivo de evaluar el efecto de los
factores Temperatura y relacién enzima sustrato sobre la produccion de azlcares
reductores en la hidrélisis enzimética de almidén de trigo. Los factores y sus
correspondientes niveles se presentan en la Tabla A.5.

Tabla A.5. Factores y sus niveles para la optimizacion de la etapa de licuefaccion para el almidén puro.
Primer disefio

Niveles
Factores
-1 0 1
Temperatura (°C) 85 89,5 94
Enzima (a-amilasa) (%p/p) 0,04 0,07 0,10
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La Tabla A.6 presenta las condiciones para las diferentes corridas del disefio de
experimentos, asi como la concentracion de azlcares reductores obtenidos por cada
ensayo. Se evidencia que la mayor concentracion de azucares reductores (58,05 g/L) se
obtuvo con el extremo inferior de la relacion enzima sustrato (0,027%) y el nivel medio
de temperatura (89,5°C) dando un primer indicativo que la relacién enzima sustrato
requerida para la hidrolisis del almiddn es baja en la etapa de licuefaccion.

Tabla A.6. Matriz del disefio central compuesto y sus correspondientes valores experimentales para la
etapa de licuefaccion del almidén puro. Primer disefio

. Temperatura Azlcares

Corrida °C) E/S (%) reductores
(9/L)
1 89,5 0,11 28,81
2 89,5 0,07 33,32
3 94 0,1 32,55
4 89,5 0,07 32,69
5 94 0,04 36,90
6 89,5 0,07 32,56
7 89,5 0,07 33,16
8 89,5 0,07 31,31
9 89,5 0,028 58,05
10 95,86 0,07 28,80
11 85 0,04 40,41
12 83,14 0,07 35,42
13 85 0,1 217,22

Similar a lo analizado con el disefio de experimentos para el material amilaceo dulce-
salado, el andlisis de varianza ANAVA permite establecer el efecto de la temperatura y
la relacién enzima sustrato sobre los azucares reductores producidos. La Tabla A.7
presenta que de acuerdo con el valor P, la relacion enzima sustrato y el término
cuadratico de este factor, afecta significativamente la hidrolisis en la etapa de
licuefaccién, es decir, variaciones en este factor genera cambios apreciables en los
azUcares reductores producidos. El ajuste de los datos al modelo fue 84,61% (R?), y
como este valor es mayor a 75% indica que este modelo es apropiado para describir los
datos obtenidos (Martinez, 2014). El R? ajustado fue del 73,62%.
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Tabla A.7. ANAVA de licuefaccion de almiddn puro. Primer disefio.

Termino Valor P
Constante 0,000
Temperatura (°C) 0,530

E/S (%) 0,001*
T*T 0,486
E/S*E/S 0,021*
T*E/S 0,309

*Significancia < 0,05
La ecuacion del modelo es la siguiente:
AR = —248,752 + 8,57840 x T — 2416,39 * E/S — 0,0554960 * T? + 5038,35
x(E/S)? 4+ 16,3754« T +E/S

La Figura A.2 presenta la grafica de contorno y la superficie de respuesta que describe
la interaccion entre los factores y la variable respuesta para la licuefaccion del almidon
de trigo.

AR (g/L)

< 30

M- 35

35 - 40

40 - 45

M 4s- %

M- s

B s

85,0 87,5 90,0 92,5 95,0
Temperatura (°C)
&0
i ]
AR (g/L)
40
30 0,10
0,08
005 EJS(%4)
85 0,04
S0

Temperatura (*C)

Figura A.2. Resultados de contorno y superficie de respuesta. Interaccion entre la temperatura y %E/S
con azUcares reductores como variable respuesta. Primer disefio
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Los resultados de la Figura A.2 muestran una relacion inversamente proporcional entre
la enzima y la temperatura con la produccion de azucares reductores, a medida que se
disminuyen se aumenta produccion de azucares. En la superficie de respuesta a simple
vista se evidencia que no hay presencia de un punto 6ptimo, simplemente una regién
con condiciones que permiten obtener la maxima produccion de azlcares reductores que
en estos casos es llamado “mejor tratamiento” segun Gutiérrez & de la Vara (2008).
Con base en la teoria de superficies de respuesta mencionada previamente, se plantea un
nuevo disefio central compuesto con el objetivo de hallar el 6ptimo de produccion.

Para este nuevo disefio se disminuye la temperatura mientras que la relacion enzima
sustrato se mantiene en el mismo rango debido a que el volumen de enzima cuando la
relacién enzima sustrato es menor a 0,02% es bajo y por los rangos en la revision
bibliogréafica. Los factores y los correspondientes niveles de este nuevo disefio para
hidrolisis de almiddn de trigo se presentan en la Tabla A.8.

Tabla A.8. Factores y sus niveles para la optimizacion de la etapa de licuefaccion para el almidén puro.
Segundo disefio

Niveles
Factores
-1 0 1
Temperatura (°C) 70 75 80
Enzima (a-amilasa) (%p/p) 0,04 0,07 0,10

CONCLUSIONES

Se realizaron los disefios experimentales evaluando los rangos planteados por la
revision bibliogréafica. No se encontré un 6ptimo y se plantearon nuevos rangos para
evaluar tanto para el material dulce-salado como para el almidén de trigo.
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ANEXO 4. Resultados de validacion del modelo empirico estadistico para el
proceso de licuefaccion para el almidon de trigo puro

Tiempo final
Ensayo Tempoe ratura E/S Factor AR prom AR desv
C) 0 | diucion | APS | AR@L) | T (/L)
5,0 1,398 | 127,42764
1 5,0 1,410| 1284978 | 127,814 0,594
5,0 1,399 | 127,51682
5,0 1,405 | 128,0519
2 73,3 0,0366 5,0 1,398 | 127,42764 127,992 0,538
5,0 1,410| 128,4978
5,0 1,400 | 127,606
3 5,0 1,410| 128,4978| 127,755 0,681
5,0 1,395 | 127,1601
Tiempo final
Ensayo Tempc:a ratura EO/S Factor AR prom AR desv
) ) | diwcion | APS | AR@L) | ) (g/L)
5,0 0,141 | 122,62704
1 5,0 0,141|122,62704 | 122,865 0,412
5,0 0,142 | 123,34048
5,0 0,138 | 120,48672
2 80,0 0,0150 5,0 0,141 | 122,62704 121,676 1,090
5,0 0,140 | 121,9136
5,0 0,141 |122,62704
3 5,0 0,139121,20016 | 122,151 0,824
5,0 0,141 |122,62704
Tiempo final
Ensayo Tempoe ratura Eo/S Factor AR prom AR desv
(C) O Gitcion | APS | AR@L) | Ty /L)
5,0 1,365 | 124,4847
1 5,0 1,360 | 124,0388| 124,366 0,287
5,0 1,366 | 124,57388
5,0 1,364 | 124,39552
2 65,0 0,0500 5,0 1,362 | 124,21716 124,396 0,178
5,0 1,366 | 124,57388
5,0 1,363 | 124,30634
3 5,0 1,360 | 124,0388| 124,158 0,136
5,0 1,361 | 124,12798
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ANEXO 5. Resultados de validacion del modelo empirico estadistico para el
proceso de licuefaccion para el residuo agroindustrial

Tiempo final
Ensayo Tempoe ratura | B/S I AR prom AR desv
(°C) (%) | Factor dilucién | Abs | AR (g/L) /L) L)
6,0 0,475 | 62,426
1 6,0 0,493 | 64,780 63,952 1,323
6,0 0,492 | 64,649
6,0 0,483 | 63,472
2 72,8 0,0516 6.0 0473| 62,164 63,429 1,243
6,0 0,492 | 64,649
6,0 0,503 | 66,088
3 6,0 0,390 | 51,308 64,955 13,116
6,0 0,590 | 77,467
Tiempo final
Ensayo Tempoe ratura | B/S I AR prom AR desv
(°C) (%) | Factor dilucién | Abs | AR (g/L) /L) L)
6,0 0,463 | 60,856
1 6,0 0,445| 58,502 60,028 1,323
6,0 0,462 | 60,726
6,0 0,463 | 60,856
2 76,0 0,0350 6.0 0452| 59418 60,333 0,796
6,0 0,462 | 60,726
6,0 0,463 | 60,856
3 6,0 0,463 | 60,856 60,856 0,000
6,0 0,463 | 60,856
Tiempo final
Ensayo Tempoe ratura | B/S I AR prom AR desv
(°C) (%) | Factor dilucién | Abs | AR (g/L) /L) L)
6,0 0,479 | 62,949
1 6,0 0,501| 65,827 64,039 1,560
6,0 0,482 | 63,342
6,0 0,511| 67,135
2 71,0 0,0600 6.0 0444 | 58371 63,385 4,516
6,0 0,492 | 64,649
6,0 0,460 | 60,464
3 6,0 0,500| 65,696 63,036 2,617
6,0 0,479 | 62,949
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ANEXO 6. Resultados de validacion del modelo empirico estadistico para el

proceso de sacarificacion para el almidon de trigo puro

Resultados
Ensayo Tem[(afé?tura E/S (%) (unilzilzdes) Glucosa (g/L) progclelé?gs(ZIL)
1 162,421
2 73,5 0,636 4,7 158,241 160,801
3 161,742
Resultados
Ensayo Tem?fé.)atura E/S (%) (uniré';des) Sl L prorﬁélcjj(i:gs(ZIL)
1 149,142
2 70,0 0,6000 4,6 147,945 147,777
3 146,245
Resultados
Ensayo Tem;()fé?tura E/S (%) (uni%:des) Glucosa (g/L) progélcjj(i:gs(ZIL)
1 134,135
2 62,0 0,5500 4,6 130,985 133,421
3 135,143
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ANEXO 7. Resultados de validacion del modelo empirico estadistico para el

proceso de sacarificacion para el residuo agroindustrial

Resultados
Temperatura 5 pH .
Ensayo C) E/S (%) (unidades) | Glucosa (g/L) Glucos(z;/pl)_r)omedlo
1 92,145
2 73,5 0,5399 4,2 89,234 90,60
3 90,415
Resultados
Temperatura @ pH .
Ensayo (°C) E/S (%) (unidades) | Glucosa (g/L) GIucos(a/rIJ_r)omedlo
g
1 85,256
2 70,0 0,4600 43 84,245 85,58
3 87,251
Resultados
Temperatura 8 pH .
Ensayo (°C) E/S (%) (unidades) | Glucosa (g/L) Glucos(a/pl)_r)omedlo
g
1 81,521
2 63,0 0,5800 4.4 83,135 82,36
3 82,412
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ANEXO 8. Codigo de programacion en Matlab para el proceso de licuefaccion

$Instrucciones para limpiar la hoja de trabajo y la memoria en Matlab
%Cierra todos los graficos abiertos al momento

close all

$Borra todas las variables existentes hasta el momento

clear all

$Definicidén de Condiciones iniciales y parametros del sistema

param.x1=0.2; %adimensional

param.x2=0.2; %adimensional

param.x3=0.28; %adimensional
param.x5=0.32; %adimensional
param.hl=0.29; %adimensional
param.h2=0.33; %adimensional
param.h3=0.30; %adimensional
param.h5=0.22; %adimensional

param.Kd=0.017; %1/h

param.pl=51;

param.p2=89;

param.p3=89;

param.p5=167;

param.gl=0.089;

param.qg2=0.145;

param.qg3=0.066;

param.qg5=0.26;

param.H= 10" (-5.8);

param.KEH= 2.933519%9e-04;

%$constante de equilibrio para las reacciones de protonacidn
param.KEOH= 3.484279e+08;

$constantes de equilibrio para las reacciones de hidroxilacidn
param.Kw= le-14; $constante de disociacidén del agua
param.E0=0.042; %ml/L dosis de enzima

param.S0=200; % g/L concentracidén inicial de sustrato

G10= 0; $lg/1]
G20= 0; $(g/1]
G30= 0; $1g/1]
G50= 0; $[g/1]

[t, G]= odelbs(@Liquefaction, [0 4], [Gl10 G20 G30 G50],[],param);
figure (1)

tiempo=[0 0.5 1 1.5 2 3 4];

Glucosaexp=[0 22.642 43.421 52.025 50.420 55.251 53.420];
Maltosaexp=[0 25.527 45.624 56.242 57.870 60.034 59.4217];
Maltotriosaexp=[0 32.043 58.324 61.120 69.010 64.654 64.751];
Maltopentosaexp=[0 50.351 93.278 108.355 105.643 109.346 110.245];

plot (Gl.time,Gl.signals.values, 'blue', '"linewidth',2); xlabel ('Tiempo
(h)"); ylabel ('Concentracidédn (g/L)'"); hold on; grid on;

plot (G2.time,G2.signals.values, 'green', 'linewidth',2); hold on;

plot (G3.time,G3.signals.values, 'black', 'linewidth',2); hold on;

plot (G4.time,G4.signals.values, 'red', "linewidth',2); hold on;

plot (tiempo,Glucosaexp, 'ob', tiempo,Maltosaexp, 'og',tiempo,Maltotriosae
xp, 'ok',tiempo,Maltopentosaexp, 'or');

legend ('Glucosa', '"Maltosa', '"Maltotriosa', "Maltopentosa', 'Glucosa-
exp', 'Maltosa-exp', '"Maltotriosaexp', 'Maltopentosaexp')

Gl _error=I[0;
Gl.signals.values (18,1);Gl.signals.values(24,1);Gl.signals.values (30,1
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);Gl.signals.values (37,1);Gl.signals.values(49,1);Gl.signals.values (62
1)1

G2 _error=[0;

G2.signals.values (18,1);G2.signals.values(24,1);G2.signals.values (30,1
) ;G2.signals.values (37,1);G2.signals.values(49,1);G2.signals.values (62
1)1

G3_error=[0;

G3.signals.values (18,1);G3.signals.values(24,1);G3.signals.values (30,1
) ;G3.signals.values (37,1);G3.signals.values(49,1);G3.signals.values (62
(1)1

G4 error=[0;

G4.signals.values (18,1);G4.signals.values(24,1);G4.signals.values (30,1
) ;G4 .signals.values (37,1);G4.signals.values(49,1);G4.signals.values (62
(1)1

ERRORl=(abs(Glucosaexp'—Gl_error)./(max(Glucosaexp)—

min (Glucosaexp)))*100;

ERROR2= (abs (Maltosaexp'-G2 error) ./ (max (Maltosaexp) -

min (Maltosaexp)))*100;

ERROR3= (abs (Maltotriosaexp'-G3 error) ./ (max (Maltotriosaexp) -
min (Maltotriosaexp)))*100;

ERROR4=(abs(Maltopentosaexp'—G4_error)./(max(Maltopentosaexp)—
min (Maltopentosaexp))) *100;

ERlaverage=sum (ERROR1) /7;
ER2average=sum (ERROR2) /7;
ER3average=sum (ERROR3) /7
ER4average=sum (ERROR4) /7

’

’

$Definicidén de ecuaciones para la solucidén del modelo
function dGdt=Liquefaction (t,G,param)
dGdt=zeros (4,1);

yl=param.hl*param.S0;
y2=param.h2*param.S0;
y3=param.h3*param.S0;
y5=param.h5*param.S0;

E=param.EO*exp (-param.Kd*t) ;

pH=(1+ (param.H/param.KEH) + ( (param.Kw/param.KEOH) * (1/param.H) ) ) ;

Kl=((param.pl/param.S0)-param.ql) *E

K2=( (param.p2/param.S0) -param.g2) *E

K3=((param.p3/param.S0) -param.gq3) *E;

K5=( (param.p5/param.S0) -param.g5) *E

V1=K1* (param.x1* ((param.S0- (G (4)+G(3)+G(2)+G(1))) - (G(4)+G(3)+G(2))) -
yl) /pH;

V2=K2* (param.x2* ( (param.S0- (G (4)+G(3)+G(2)+G(1)))-(G(4)+G(3)))-y2) /pH;
V3=K3* (param.x3* ( (param.S0- (G(4)+G(3)+G (2)+G(1)))—-(G(4)))-y3) /pH;
V4=K5* (param.x5* ( (param.S0- (G (4)+G(3)+G(2)+G(1)))-(G(4)))-y5) /pH;
dGdt (4)=V4; $Para maltopentosa

dGdt (3)=V3; %$Para maltotriosa

dGdt (2)=V2; %$Para maltosa

dGdt (1) =V1; %$Para glucosa

end
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trigo puro
Tiempo (H) Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000
0,5 19,943 22,612 28,049 44,163
24,001 26,914 33,554 53,245
23,982 27,055 34,526 53,645
1 38,241 40,314 52,013 83,134
45,623 50,009 62,442 101,242
46,399 46,549 60,517 95,458
15 48,134 52,035 65,134 110,543
52,441 57,145 58,248 100,244
49,5 59,546 59,978 114,278
2 53,245 58,356 71,633 108,352
48,982 53,245 69,237 99,802
49,033 62,009 66,16 108,775
3 57,242 63,135 67,634 112,425
51,21 58,245 61,452 102,253
57,301 58,722 64,876 113,36
4 54,134 64,144 67,245 118,256
50,134 55,444 61,523 100,145
55,992 58,675 65,485 112,334

ANEXO 9. Resultados de cinética del proceso de licuefaccion para almidén de

171



ANEXO 10. Resultados de cinética del proceso de licuefaccion para el residuo
agroindustrial

Tiempo (H) Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa

(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)

0 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000

0,000 0,000 0,000 0,000
0,5 15,352 18,134 19,167 22,042
18,251 17,133 23,145 26,145
17,799 16,159 21,09 24,602
1 30,124 31,13 37,041 43,042
36,134 37,152 42,313 52,134
36,444 34,399 41,285 49,229
15 41,312 44,241 49,043 60,581
46,121 47,31 56,248 67,145
44,969 47,487 53,271 61,742

2 47,245 50,134 55,245 70,63
45,145 46,378 50,134 64,245
41,179 50,026 55,19 69,563
3 42,342 46,351 55,243 67,352
48,145 51,051 50,134 62,514
44,675 48,167 56,935 70,672
4 44,241 51,562 57,121 68,245
48,13 47,134 52,144 63,145
43,685 51,706 55,78 70,678
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ANEXO 11. Cddigo de programacion en Matlab para el proceso de sacarificacion

$Instrucciones para limpiar la hoja de trabajo y la memoria en Matlab
$Cierra todos los graficos abiertos al momento

close all

$Borra todas las variables existentes hasta el momento

clear all

$Definicidén de Condiciones iniciales y parametros del sistema

param.T=273.15+ 73.5; $temperatura en Kelvin

param.Ks=0.1499; $mol/1 Constante de inhibicion de sustrato
param.KI=0.0472; $mol/1 Constante de inhibicidén de producto
param.Kd=0.5136; %$1/h Constante de desactivacidén enzimdtica
param.Ea=50604; %cal/mol Constante de activacidn
param.R=1.9872; $cal/mol K Constante universal de los gases
param.E0=0.922; $mL/L Concentracidén inicial de enzima
param.vV0mx2=6.7097E+31; % (mol/h mlenzyme) Constante de velocidad
méxima inicial

param.VOmx3=3.4101E+33; % (mol/h mlenzyme) Constante de velocidad
méxima inicial

param.V0mx4=4.8010E+31; % (mol/h mlenzyme) Constante de velocidad

maxima inicial

param.Km2=0.005; $mol/1 Constante de Michaelis menten
param.Km3=0.0553; $mol/1 Constante de Michaelis menten
param.Km4=0.014; $mol/1 Constante de Michaelis menten
param.Keql=0.0544; % mol/1 Constante de equilibrio de la
reaccidén de condensacidn

param.Keqg2=200; % mol/1 Constante de equilibrio de 1la
reaccidén de condensacioédn

param.Keqg3=2.8105; % mol/1 Constante de equilibrio de la

reaccidén de condensacidn

param.H= 10" (-4.7);

param.KEH=2.933519E-04; sconstante de
equilibrio para las reacciones de protonacidn
param.KEOH=3.484279E+08; $constantes de
equilibrio para las reacciones de hidroxilaciédn

param.Kw= le-14; $constante de disociacién

del agua

$CONDICIONES INICIALES
G10= 52.537286/180.1559;%

G20= 3.118/(342); 5[

G30= 4.637/(504); $[mol/1]
G40= 100.770/(828); 5[

$Definicidén de ecuaciones para la solucién del modelo
[t, G]= odelbs(@saccarfication, [0 6], [G10 G20 G30 G401, [],param);

figure

tiempo=[0 0.166 0.3 0.5 1.0 1.5 2 2.5 3 4 5 6];
Glucosaexp=[52.537 76.364 94.447 110.335 127.200 133.858 140.019
150.543 143.957 150.739 150.434 160.519];

Maltosaexp=[3.118 6.017 6.508 5.142 4.380 4.000 3.671 3.205 2.821
2.407 2.291 2.245];
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Maltotriosaexp=[4.637 3.481 2.996 3.254 3.001 2.573 1.990 1.818 1.549
1.721 1.053 1.1847];

Maltopentosaexp=[100.770 71.918 57.536 45.946 43.101 20.136 26.088
7.786 8.510 6.864 15.450 12.338];

plot (Gl.time,Gl.signals.values*180.1559, 'blue', "linewidth',2);

xlabel ('Tiempo (h)'"'); ylabel ('Concentracidén (g/L)'); hold on; grid on;
plot (G2.time,G2.signals.values*342, 'green', 'linewidth',2); hold on;
plot (G3.time,G3.signals.values*504, 'black', 'linewidth',2); hold on;
plot (G4.time,G4.signals.values*828, 'red', 'linewidth',2); hold on;

plot (tiempo, Glucosaexp, 'ob', tiempo,Maltosaexp, 'og',tiempo,Maltotriosae
xp, 'ok',tiempo,Maltopentosaexp, 'or');

legend ('Glucosa', '"Maltosa', '"Maltotriosa', '"Maltopentosa', 'Glucosa-
exp', '"Maltosa-exp', 'Maltotriosaexp', '"Maltopentosaexp')

Gl error=[Gl.signals.values(1,1);

Gl.signals.values (18,1);Gl.signals.values(22,1);Gl.signals.values (26,1
);Gl.signals.values (36,1);Gl.signals.values(41,1);Gl.signals.values (45
;1) ;Gl.signals.values (49,1);Gl.signals.values(57,1);Gl.signals.values (
66,1);Gl.signals.values(74,1)].*180.1559;

G2 _error=[G2.signals.values(1,1);

G2.signals.values (18,1);G2.signals.values(22,1);G2.signals.values (26,1
) ;G2.signals.values (36,1);G2.signals.values(41,1);G2.signals.values (45
;1) ;G2.signals.values (49,1);G2.signals.values (57,1);G2.signals.values (
66,1);G2.signals.values (74,1)].%342;

G3_error=[G3.signals.values(1l,1);

G3.signals.values (18,1);G3.signals.values(22,1);G3.signals.values (26,1
) ;G3.signals.values (36,1);G3.signals.values(41,1);G3.signals.values (45
;1) ;G3.signals.values (49,1);G3.signals.values (57,1);G3.signals.values (
66,1);G3.signals.values (74,1)].*504;

G4 error=[G4.signals.values(1l,1);

G4.signals.values (18,1);G4.signals.values(22,1);G4.signals.values (26,1
) ;G4.signals.values (36,1);G4.signals.values(41,1);G4.signals.values (45
;1) ;G4.signals.values(49,1);G4.signals.values (57,1);G4.signals.values (
66,1);G4.signals.values (74,1)].%828;

ERRORlz(abs(Glucosaexp'—Gl_error)./(max(Glucosaexp)—

min (Glucosaexp)))*100;
ERROR2= (abs (Maltosaexp'-G2 error) ./ (max (Maltosaexp) -
min (Maltosaexp)))*100;

ERROR3= (abs (Maltotriosaexp'-G3 error) ./ (max (Maltotriosaexp) -
min (Maltotriosaexp))) *100;

ERROR4= (abs (Maltopentosaexp'-G4 error) ./ (max (Maltopentosaexp) -
min (Maltopentosaexp))) *100;

ERlaverage=sum (ERROR1
ER2average=sum (ERROR2
ER3average=sum (ERROR3
ER4average=sum (ERROR4

/11;
/11;
/11;
/11;

—_—~ o~ ~— ~—

function dGdt=saccarfication (t,G,param)
dGdt=zeros (4,1);
E=param.E0*exp (-param.Kd*t) ;

pH=(1+ (param.H/param.KEH) + ( (param.Kw/param.KEOH) * (1/param.H) ) )
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Vmx2= param.V0Omx2*exp (-param.Ea/ (param.R*param.T)) ;
Vmx3= param.VOmx3*exp (-param.Ea/ (param.R*param.T)) ;
Vmx4= param.VO0mx4*exp (-param.Ea/ (param.R*param.T)) ;

F=((G(2) /param.Km2) + 3) /param.Km3) + 4) /param.Km4) ) ;
r2=((Vmx2* (G (2) -

(G(1)"2/param.Keqg2)) *E) / (param.Km2* (1+ (G (1) /param.KI)+F))) /pH;
r3=((Vmx3* (G(3) -

((G(2)*G (1 ))/param.Kqu))*E)/(param Km3* (1+ (G (1) /param.KI)+F))) /pH;
r5=((Vmx4*G (4) *E) / (param.Km4* (1+ (G (1) /param.KI)+ (1/param.Ks)+F))) /pH;
dGdt (4)=(-r5) ; %$Para maltopentosa

det(3)=(r5 r3); %Para maltotriosa

dGdt (2) = (r3 r2) %$Para maltosa

dGdt (1)=(2 5)+r3+2*r2); $Para glucosa

return
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ANEXO 12. Resultados de cinética del proceso de sacarificacién para almidon de

trigo puro
Tiempo (h) Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 53,145 3,241 4,722 101,334
51,578 3,103 4,544 99,823
52,888 3,01 4,645 101,153
0,2 77,362 6,244 3,513 72,341
74,146 5,98 3,33 70,451
77,584 5,827 3,6 72,962
03 95,256 6,651 3,023 55,245
92,134 6,321 2,951 58,134
95,951 6,552 3,014 59,229
0,5 108,543 5,244 3,402 46,425
113,211 5,013 3,118 48,431
109,251 5,169 3,242 42,982
1 129,234 4,423 3,01 44,234
124,623 4,249 2,895 41,448
127,743 4,468 3,098 43,621
15 132,146 4,034 2,624 21,466
134,152 3,864 2,44 19,454
135,276 4,102 2,655 19,488
2 138,946 3,723 2,042 27,451
142,112 3,519 1,908 24,636
138,999 3,771 2,02 26,177
2,5 148,705 3,151 1,912 7,924
150,335 3,413 1,746 7,514
152,589 3,114 1,796 7,92
3 144,224 2,924 1,642 8,724
142,456 2,672 1,512 8,145
145,191 2,867 1,493 8,661
4 149,788 2,541 1,646 6,912
152,33 2,244 1,853 6,41
150,099 2,436 1,664 7,27
5 150,234 2,314 1,078 15,245
152,566 2,191 1,042 15,345
148,502 2,368 1,039 15,76
6 158,984 2,331 1,175 12,414
162,553 2,131 1,157 12,113
160,02 2,273 1,22 12,487
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ANEXO 13. Resultados de cinética del proceso de sacarificacion para el residuo
agroindustrial

Tiempo (h) Glucosa Maltosa Maltotriosa Maltopentosa

(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)

0 42,524 4,714 6,261 67,256
40,134 4,901 6,514 69,145

41,350 4,872 6,467 68,547

0,2 50,134 8,102 5,783 44,414
52,524 8,416 5,903 41,256

52,478 8,331 5,717 44,758

03 58,983 8,624 4,724 37,256
56,134 8,814 4,924 39,134

58,883 8,809 4,833 38,693

0,5 83,413 8,152 5,145 30,156
85,032 7,914 4,862 32,127

84,539 8,189 5,020 31,977

1 89,135 5,624 3,861 27,256
87,563 5,392 4,014 25,613

88,565 5,664 3,900 26,814

15 95,256 5,401 4,103 28,256
93,524 5,252 4,315 26,261

93,322 5,496 4,194 27,263

2 106,256 4,750 3,201 13,614
103,792 4,936 3,413 12,524

107,139 4,897 3,301 13,450

2,5 108,098 4,414 3,285 12,562
112,526 4,632 3,145 13,145

110,570 4,745 3,185 12,381

3 101,612 4,251 3,013 18,622
99,712 4,413 3,211 17,424

101,118 4,488 3,091 16,583

4 112,452 4,018 3,052 8,621
109,256 4,251 2,932 8,901

109,450 4,184 3,106 8,614

5 105,143 3,673 3,252 21,345
103,523 3,414 3,401 19,613

103,916 3,632 3,388 20,257

6 112,014 3,783 2,978 16,145
108,256 3,913 3,012 14,610

112,328 3,860 3,013 14,959
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ANEXO 14. Cddigo de programacion en R

install.packages("readxl|")

install.packages(*'rsm")

library(readxl)

HPLC<- read_excel("HPLC.xlsx")

View(HPLC)

attach(HPLC)

library(rsm)

Modell<-rsm(Glucose ~ FO(pH,Temperature) + TWI(pH, Temperature) +
PQ(pH,Temperature), data=HPLC)

summary(Modell)
persp(Modell,c(~pH*Temperature),contours="col",col=rainbow(50,end=5/6),atpos=1,x
labs = c("pH","Temperature (°C)"),zlab=c("Glucose (g/L)"))

178



ANEXO 15. Resultados de almiddn de trigo puro 10% de sélidos modo discontinuo

Tiempo (h) Glucosa Maltosa Maltotriosa | Maltopentosa
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)

0 31,522 3,379 3,101 85,170
30,422 3,103 2,921 81,972

32,511 2,782 3,224 80,664

0,2 40,324 5,913 4,331 79,673
35,456 5,513 3,984 70,741

30,420 4,837 3,730 80,211

0,3 56,245 5,755 4,925 63,624
55,250 5,456 4,342 61,426

46,068 5,742 4,383 55,223

0,5 52,455 6,820 4,534 54,255
48,645 6,031 3,897 54,535

51,045 6,610 3,647 46,505

15 85,135 5,834 3,814 30,562
77,566 5,713 3,524 34,526

78,235 5,322 3,558 27,558

2 82,266 5,313 3,713 38,145
81,512 5,513 3,313 32,644

70,567 5,500 3,177 36,548

2,5 85,345 5,151 3,201 40,369
82,367 4,872 3,146 34,251

70,824 5,040 2,953 39,266

3 92,010 4,324 2,915 20,524
91,682 4,753 2,452 25,143

84,034 4,747 2,559 27,827

4 93,270 4,324 2,413 32,520
97,467 4,312 2,821 28,381

99,729 3,712 2,935 24,185

5 94,511 4,144 2,902 27,256
95,741 4,425 2,511 22,138

87,044 4,937 3,050 29,272

6 100,090 4,301 2,713 19,124
96,423 3,968 2,421 15,623

96,326 3,791 2,477 21,302
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ANEXO 16. Resultados del residuo agroindustrial 10% de s6lidos modo

discontinuo
Tiempo (h) Glucosa Maltosa Maltotriosa | Maltopentosa

(9/L) (g/L) (g/L) (g/L)

0 12,315 3,724 5,013 37,256
11,413 3,644 5,314 38,145

10,211 4,071 5,009 35,638

0,2 21,344 6,754 4,613 24,414
19,623 7,324 4,318 21,256

21,109 6,667 4,662 23,693

0,3 28,134 6,724 4,714 22,256
24,613 7,031 4,463 19,134

23,591 7,038 4,356 18,649

0,5 30,521 6,111 4,945 25,135
31,613 6,513 4,962 21,824

35,852 6,744 4,649 21,864

1 42,144 5,413 4,382 16,245
40,631 5,802 4,423 13,513

36,700 5,963 4,725 17,084

15 41,513 5,141 4,103 9,864
37,513 5,102 4,315 12,142

35,607 4,796 4,542 11,039

2 37,613 5,214 4,032 6,336
36,514 4,835 4,274 6,535

42,675 4,723 4477 4,874

2,5 46,513 4,424 3,664 7,835
43,623 4,814 3,905 8,127

42,515 5,018 4,047 10,321

3 45,131 4,024 3,624 8,133
42,524 4,344 3,650 7,845

41,738 4,178 3,262 10,155

4 44,613 4,141 3,422 5,326
43,134 3,785 3,706 5,313

45,819 4,107 3,825 3,800

5 46,256 3,611 3,325 6,956
49,132 3,816 3,603 7,655

47,475 4,048 3,698 9,635

6 47,124 4,224 3,810 6,654
45,134 3,913 3,624 6,412

48,268 3,638 3,559 5,120
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ANEXO 17. Propiedades de componentes de reaccion

Dato Unidades Valor
Peso molecular glucosa g/mol 180.2
Peso molecular maltosa g/mol 342.3
Peso molecular maltotriosa g/mol 504.4
Peso molecular maltopentosa | g/mol 828
Viscosidad del agua a 61.5°C | cP 0.46
Densidad glucosa g/mL 1.54
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ANEXO 18. Cadigo de programacion en Matlab para modelo heterogéneo

function [G] =
saccarificationd4 residuo ALMIDON karen proporcion(~,~,param)
close all;

clc;

$%5%%%%% Parametros$%$%%%5%%%%%%%

load est sacca almidon batch7.mat

param.T=273.15+61.5; $temperatura en Kelvin

param.Ks=0.1499; $mol/1 Constante de inhibicion de sustrato
param.KI=0.0472; $mol/1 Constante de inhibicién de producto
param.Kd=0.5136; %1/h Constante de desactivacidén enzimética
param.Ea=50604; %cal/mol Constante de activacidén
param.R=1.9872; $cal/mol K Constante universal de los gases
param.E0=0.4610; $mL/L Concentracidén inicial de enzima
param.V0mx2=5.4782e+32; % (mol/h mlenzyme) Constante de velocidad
maxima inicial

param.V0mx3=1.8352e+34; % (mol/h mlenzyme) Constante de velocidad
maxima inicial

param.V0mx4=6.0045e+32; % (mol/h mlenzyme) Constante de velocidad

maxima inicial

param.Km2=0.0050; $mol/1 Constante de Michaelis menten
param.Km3=0.0553; $mol/1 Constante de Michaelis menten
param.Km4=0.014; $mol/1 Constante de Michaelis menten
param.Keql=0.0544; % mol/1 Constante de equilibrio de 1la
reaccidén de condensacioédn

param.Keqg2=200; % mol/1 Constante de equilibrio de la
reaccién de condensacidn

param.Keqg3=2.8105; % mol/1 Constante de equilibrio de 1la

reaccidén de condensacidn

param.H= 10" (-4.8);

param.KEH=2.707086E-04; sconstante de
equilibrio para las reacciones de protonacidn
param.KEOH=4.288763E+08; sconstantes de
equilibrio para las reacciones de hidroxilacidn

param.Kw=le-14; %constante de disociacién
del agua

param.di=1/(10*100) ; $m Didmetro interno de la fibra
param.ri=param.di/2; sm radio interno de la fibra
param.de=2/ (10*100) ; sm Didmetro externo de la fibra
param.re=param.de/2; sm radio externo de la fibra
param.b=param.re-param.ri; Fm Espesor de la fibra
param.L=0.11; m longitud del modulo
param.difefM2=9.31443e-10; %m2/s Difusividad efectiva maltosa
param.difM2=1.31262e-9; $m2/s Difusividad maltosa
param.difefM3=5.79625e-10; %$m2/s Difusividad efectiva
maltotriosa

param.difM3=8.16825e-10; $m2/s Difusividad maltotriosa
param.difefM5=1.55509e-10; %Sm2/s Difusividad efectiva
maltopentosas

param.difM5=2.19148e-10; $m2/s Difusividad maltopentosas
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param.dh=0.003545469; Sm Didmetro hidraulico

o

$CONDICIONES INICIALES

G10= 31.545/180.1559; %[mol/1]
G20= 3.392/(342.3); % [mol/1]
G30= 3.335/(504.4); % [mol/1]
G40= 83.6/(828); % [mol/1]

[t, G]= odel5s(@saccarfication4, [0 6.5],[G10 G20 G30 G40], [],param);
$$GRAFICAS

figure (3)

$datos experimentales del heterogeneo en g/L

tiempog=[0 0.2 0.3 0.5 0.666666667 0.833333333 1 1.25 1.5 1.75 2 2.5 3
3.5 4.5 5.5 6.5];

GlucosaexpgL=[31.545 38.442 49.633 54.732 61.555 63.819 60.565 67.681
62.051 65.808 70.415 74.231 70.271 77.112 72.721 72.713 78.889];
MaltosaexpgL=[3.392 6.041 5.511 6.302 6.181 6.772 6.861 6.522 6.286
6.996 6.392 6.080 6.474 6.327 6.412 5.721 5.681];
MaltotriosaexpgL=[3.335 4.057 4.344 4.384 4.296 4.141 4.272 4.136
4.202 4.422 4.159 4.144 4.209 4.213 3.902 4.017 3.885];
MaltopentosaexpgL=[83.600 75.427 65.531 52.316 50.705 54.523 56.073
45.527 43.612 50.061 43.188 48.480 40.738 45.951 37.024 44.022
37.02071;

Glucosastd=[0.69 3.41 4.06 3.12 3.84 4.98 3.45 6.09 4.56 2.74 1.76
5.17 4.00 5.10 4.50 6.35 4.41];

Maltosastd=[0.04 1.04 0.42 0.15 0.42 0.55 0.32 0.20 0.16 0.58 0.13
0.29 0.38 0.36 0.33 0.36 0.25];

Maltotriosastd=[0.01 0.40 0.08 0.20 0.03 0.18 0.01 0.17 0.01 0.34 0.02
0.01 0.16 0.17 0.09 0.01 0.17];

Maltopentosastd=[0.08 1.73 1.15 3.69 2.25 2.64 4.66 3.75 3.92 4.44
3.73 4.64 2.21 4.15 3.02 3.39 1.721;

plot(t, (G(:,1)*180.1559), "blue', "linewidth',2); xlabel ('Tiempo (h)");
ylabel ('Concentracién (g/L)'); hold on; grid on;

plot(t, (G(:,2)*342.3), "'green', 'linewidth',2); hold on;

plot(t, (G(:,3)*504.4), 'black', '"linewidth',2); hold on;

plot(t, (G(:,4)*828), 'red', 'linewidth',2); hold on;

plot (tiempog, Glucosaexpgl, 'ob', tiempog,Maltosaexpgl, 'og', tiempog,Malto
triosaexpglL, 'ok',tiempog,Maltopentosaexpgl, 'or');

errorbar (tiempog, GlucosaexpglL, Glucosastd, 'ob'); hold on;

errorbar (tiempog,Maltosaexpgl,Maltosastd, 'og'); hold on;

errorbar (tiempog,Maltotriosaexpgl,Maltotriosastd, 'ok'); hold on;
errorbar (tiempog,Maltopentosaexpgl,Maltopentosastd, 'or'); hold on;
legend ('Glucosa', '"Maltosa', '"Maltotriosa', "Maltopentosa', 'Glucosa-
exp', '"Maltosa-exp', '"Maltotriosa-exp', '"Maltopentosa-exp')
axis([0,6.5,0,907])

contl=1;
cont2=1;
cont3=1;
contd=1;
cont5=1;
conto6=1;
cont7=1;
cont8=1;
cont9=1;
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contl0=1;
contll=1l;
contl2=1;
contl3=1;
contld=1;
contl5=1;
contle=1;
contl7=1;

for i=1l:size (G, 1)
if t(i1)>=0 && t(i1i)<0.2

Gl errorl(contl,1l)=G(i,1);
G2 errorl(contl,1)=G(4i,2);
G3 _errorl(contl,1)=G (i, 3);
G4 errorl(contl,1)=G(i,4);

contl=contl+1l;
elseif t(1)>=0.2 && t
Gl error2(cont2,1)=
G2 _error2(cont2,1)
G3_error2(cont2,1)=
G4 error2(cont2, 1)
cont2=cont2+1;
elseif t(i)>=0.3 && t
Gl error3(cont3,1)=
G2 _error3(cont3,1
G3_error3(cont3,1
G4 error3(cont3,1
cont3=cont3+1;
elseif t(i)>=0.5 && t
Gl erroréd(cont4,l)=
G2 _errord(cont4,l
G3 _errord(cont4,l
G4 errord(cont4, 1
contd=contd+1;
elseif t(i1i)>=0.7 && t
Gl error5(contb,1)=
G2 _error5(contb,1)=
G3_error5(contb,1)=
G4 error5(contb,1)=
contb=contb5+1;
elseif t(i)>=0.8 && t
Gl error6(conto6,1)=
G2 _error6 (cont6, 1
G3_error6 (cont6, 1
G4 error6 (cont6,1
cont6=cont6+1;
elseif t(i)>=1 && t (i
Gl error7(cont7,1)=
G2 _error7 (cont7,1
G3_error7(cont7,1
G4 error7(cont7,1
cont7=cont7+1;
elseif t(i)>=1.25 &&
Gl error8(cont8,1)=
G2 _error8(cont8,1)=
G3_error8(cont8,1)=
G4 error8(cont8,1)=
cont8=cont8+1;
elseif t(i)>=1.5 && t
Gl _errorS(cont9,1)=
G2 _error9(cont9,1)=

~— ~— o~ o~

)
)=
)=
)=

G)G)A
AAI—‘
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G3_error9(cont9,1)=G(1i,3);
G4 error9(cont9,1)=G(1i,4);
cont9=cont9+1;
elseif t(i)>=1.75 && t (1
Gl errorlO(contl0,1)=
G2 _errorlO(contl0,1)
G3 _errorlO(contl0,1)=
G4 errorlO(contl0,1)=
contlO0=contl0+1;
elseif t(i)>=2 && t (1)
Gl errorll(contll,1)=
G2 errorll(contll,1)=
G3_errorll (contll,1)=
G4 errorll (contll,1)=
contll=contll+1l;
elseif t(i)>=2.25 && t
Gl errorl2(contl2, 1)
G2 _errorl2(contl2, 1)
G3_errorl2(contl2, 1)
G4 errorl2(contl2, 1)
contl2=contl2+1;
elseif t(i)>=2.6 && t (i)
Gl errorl3(contl3,1)=G
G2 _errorl3(contl3,1)=G
( ) =G
) =G

<
(i,1);
(1,2);
G3_errorl3(contl3,1 (1,3);
G4 errorl3(contl3,1 (1,4);
contl3=contl3+1;
elseif t(i)>=3 && t (1)
Gl errorléd (contlé4,1)
G2 _errorléd (contlé4,1)
( )
)

’

’

5

4 ’

G3_errorl4d(contl4, 1
G4 errorld (contld,1
contld4=contl4+1;
elseif t(i)>=3.5 && t (i
Gl errorl5(contl5,1
G2 _errorl5(contl5, 1
G3_errorl5(contl5, 1
G4 errorl5(contl5,1
contlb5=contl5+1;
elseif t(i)>=4.5 && t (i
Gl errorlé(contlé6, 1
G2 _errorlé(contlé6, 1
G3_errorl6(contl6, 1
G4 errorl6(contl6, 1
contlé=contl6+1;
elseif t(i)>=5.5 && t (i
Gl errorl7(contl7,1)=
G2 _errorl7(contl7,1
G3_errorl7(contl7,1
G4 errorl7(contl7,1
contl7=contl7+1;
end
end

14 r

<3.
G(i,1)
G(i,2);
G(i,3)
G(i,4);

4.

Il -

14

5
1)
’2)1
3)7
4);

’

14 r

)

G
G
G
G

Beobe B R A

) =G (1
) =G (1
) =G (1
) =G (1

4 ’

Il -

) <5.5
)=G(i,1);
)=G(1i,2);
)=G(i,3);
)=G(1,4);

’

)
)
)
)

Gl error=[Gl errorl(l,1);Gl error2(1,1);Gl error3(1l,1);Gl error4d(l,1);
Gl error5(1,1);Gl error6(1l,1);Gl error7(1,1);Gl error8(1,1);Gl error9(
1,1);G1 errorl0(1,1);Gl errorll(l,1);Gl errorl2(1,1);Gl errorl3(1l,1);G
1 errorl4(1,1);Gl errorl5(1l,1);Gl errorl6(l,1);Gl errorl7(1,1)]*180.15
59;

G2 _error=[G2 errorl(l,1);G2 error2(1l,1);G2 error3(l,1);G2 error4d(1l,1);
G2 error5(1,1);G2 error6(1l,1);G2 error7(1,1);G2 error8(1l,1);G2 error9(
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1,1);G2 errorl0(1,1);G2 errorll(l,1);G2 errorl2(1l,1);G2 errorl3 (1l

1,1);G3 errorl0(1,1);G3 errorll(l,1);G3 errorl2(1l,1);G3 errorl3 (1,

1,1);G4 errorl0(1,1);G4 errorll(l,1);G4 errorl2(1,1);G4 errorl3 (1,

ERROR1=(abs(Glucosaexng'—Gl_error)./(max(Glucosaexng)—

min (Glucosaexpgl)))*100;

ERROR2= (abs (MaltosaexpgL'-G2 error) ./ (max (MaltosaexpgL) -

min (MaltosaexpglL)))*100;

ERROR3= (abs (MaltotriosaexpgL'-G3 error) ./ (max (MaltotriosaexpgL) -
min (MaltotriosaexpgL))) *100;

ERROR4= (abs (MaltopentosaexpgL'-G4 error) ./ (max (MaltopentosaexpglL) -

min (MaltopentosaexpgL)))*100;

ERlaverage=sum (ERROR1) /17
ER2average=sum (ERROR2) /17
ER3average=sum (ERROR3) /17
ER4average=sum (ERROR4) /17
return

function [dGdt]=saccarfication4 (t,G,param)
dGdt=zeros (4,1);

alpha=0.3191; % PROPORCION DE ENZIMAS
activas=0.8; $PROPORCION DE ENZIMAS INMOVILIZADAS Y ACTIVAS SEGUN
REFERENCIAS Y AJUSTE DEL MODELO

E=param.EO*exp (-param.Kd*t) ;
if t<0.7 % antes de 30 min se usan todas la enzimas
El1=E;
E2=0;
else
El=alpha*E; SLIBRES
E2=(l-alpha) *activas*E; %EN LA MEMBRANA

end
pH=(1+ (param.H/param.KEH) + ( (param.Kw/param.KEOH) * (1/param.H) ) ) ;

Vmx2= param.VOmx2*exp (-param.Ea/ (param.R*param.T)) ;
Vmx3= param.VOmx3*exp (-param.Ea/ (param.R*param.T)) ;
Vmx4= param.VOmx4*exp (-param.Ea/ (param.R*param.T)) ;

F=((G(2) /param.Km2) + 3) /param.Km3) + (G (4) /param.Km4) ) ;

r2L=( (Vmx2* (G (2) -

(G(1)"2/param.Keqg2)) *El) / (param.Km2* (1+ (G (1) /param.KI)+F))) /pH;
r3L=((Vmx3* (G(3) -

((G(2)*G (1)) /param.Keg3)) *El) / (param. Km3*(1+( /param KI)+F)))/p
r5L=( (Vmx4*G (4)*E1l) / (param.Km4* (1+ (G (1) /param. KI +(1/param. Ks) F))

if £>=0.7

1):G
2 errorl4d(1,1);G2 errorl5(1,1);G2 errorl6(1l,1);G2 errorl7(1,1)]*342;

G3 _error=[G3 errorl(l,1);G3 error2(1l,1);G3 error3(l,1);G3 error4d(l,1);
G3 error5(1,1);G3 error6(l,1);G3 error7(1l,1);G3 error8(l,1);G3 error9(
1);G
3 errorl4(1,1);G3 errorl5(1,1);G3 errorl6(l,1);G3 errorl7(1,1)]*504;

G4 error=[G4 errorl(l,1);G4 error2(1,1);G4 error3(1l,1);G4 errord(1l,1);
G4 error5(1,1);G4 error6(l,1);G4 error7(1l,1);G4 error8(l,1);G4 error9(
1);G
4 errorl4(1,1);G4 errorl5(1,1);G4 errorl6(l,1);G4 errorl7(1,1)]1*828;

H;
)

/pH
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r2m=( (Vmx2* (G (2) -
(G(1)"2/param.Keqg2)) *E2) / (param.Km2* (1+ (G (1) /param.KI)+F))) /pH;
r3m=( (Vmx3* (G (3) -

((G(2)*G (1)) /param.Keqg3)) *E2) / (param.Km3* (1+ (G (1) /param.KI)+F)))
r5m=( (Vmx4*G (4) *E2) / (param.Km4* (1+ (G (1) /param.KI)+ (1/param.Ks) +F

end

/PH;
))) /pH

%%%TRANFERENCIA DE MASA INTERNA%%%

SMALTOSA

if t >= 0.7
w2=param.Km3*param.Km4*G (1) +param.KI*param.Km4*G (3) +tparam.KI*param.Km3
*G(4);

g2=param.KI*param.Km3*param.Km4;

alphall=param.Km2/G(2) ;

alpha21=G(2)/q2;

betaM2=alphall* (1+w2*alpha2l);

funl = @(x1) param.difefM2* ((Vmx2* (x1-
(G(1)"2/param.Keqg2)) *E2) / (param.Km2* (1+ (G (1) /param.KI) + ( (x1/param.Km2)
+(G(3) /param.Km3) + (G (4) /param.Km4))))) /pH;

Il=integral (funl,0,G(2), 'ArrayValued', true);

ThielemmM2= (param.b/sqrt (2))* ((Vmx2* (G(2) -
(G(1)"2/param.Keqg2)) *E2) / (param.Km2* (1+ (G (1) /param.KI)+ ((G(2) /param.Km
2)+(G(3) /param.Km3) + (G (4) /param.Km4))))) /pH* (1/sqrt (I1));
if (ThielemmM2>0 && ThielemmM2<=1)
NOM2=1;
else

NOM2=1/ThielemmM?2; $Factor de efectividad
para orden cero
end

N1M2=tanh (ThielemmM2) /ThielemmM2 ; $Factor de efectividad
para orden uno

NmintM2= (NOM2+ (betaM2*N1M2) )/ (1+betaM2) ; $Factor de efectividad
para Michaelis Menten

%% comprobar integral

o°

ThielemmM2= (param.b/sqrt (2)) * (sqrt (Vmx2/ (param.difefM2*G(2))))* (1/ (1+b
etaM2) ) * ((1+ (betaM2*1log (betaM2/ (1+betaM2)))) " (-1/2))

o

funp=@ (x1) param.difefM2* ((Vmx2*x1)/ (param.Km2+x1)) ;
Ip=integral (funp,0,G(2), 'ArrayValued', true);

o° oP

o\

phi=(param.b/sgrt (2))* ((Vmx2*G(2)) / (param.Km2+G(2)))* (1/sqrt (Ip)) ;
al=param.KI*param.Km2*param.Km3*param.Km4;
az=param.KI*param.Km2*param.Km3;

a3=param.KI*param.Km2*param.Km4;

ad=param.KI*param.Km3*param.Km4;

ab=param.Km2*param.Km3*param.Km4;

o° o0 o o° o° o°

o

bl=E*param.KI*param.Km3*param.Km4;
b2=E*param.Keg2*param.Km2*param.Km3*param.Km4;
b3=E*param.KI*param.Keg2*param.Km2*param.Km3;
b4=E*param.KI*param.Keg2*param.Km2*param.Km4;
b5=E*param.KI*param.Keg2*param.Km2*param.Km3*param.Km4;

o o oP

o©
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o

o°

cl=param.KI*param.Keg2*param.Km3*param.Km4*pH;
dl=E/pH;

o\°

o\°

o\

1=(b1*G (1) "2+b2*G (1) +b3*G (4) +b4*G (3) +b5) /cl;
1l=al+a2*G(4)+a3*G(3)+a5*G (1) ;
12=al+a2*G(4)+a3*G(3) +tad*G(2)+a5*G (1) ;
alpha2=1*1log(11/12)

Ip=dl*G(2) +talpha2;

o o° o o

o\°

phi2=(param.b/sqgrt (2*param.difefM2*Vmx2) ) * ( (Vmx2* (G (2) -
G(1l)"2/param.Keqg2)) *E) / (param.Km2* (1+ (G (1) /param.KI)+ ( (G (2) /param.Km2
+(G(3) /param.Km3) + (G (4) /param.Km4))))) /pH* (1/sqgrt (Ip)) ;

—~ o°

)

o°
o°

$MALTOTRIOSA

w3=param.Km2*param.Km4*G (1) +param.KI*param.Km4*G (2) +param.KI*param.Km2
*G(4);

g3=param.KI*param.Km2*param.Km4;

alphal2=param.Km3/G (3

alpha22=G(3)/g3;

betaM3=alphal2* (1+w3*alpha22) ;

fun2 = @(xZ) param.difefM3* ((Vmx3* (x2-

((G(2)*G ) /param. Keq3))*E2)/(param Km3*(1+ 1) /param.KI)+ ((G(2) /par
am.Km?2) x2/param Km3) + 4) /param.Km4) /pH

I2=integral (fun2,0,G(3), 'ArrayValued' true);

ThielemmM3= (param.b/sqrt (2))* ((Vmx3* (G (3) -

((G(Z)*G( ))/param Keq3))*E2)/(param Km3* (1+ (G (1) /param.KI)+ ((G(2) /par
am.Km2) + 3) /param.Km3) + 4) /param.Km4))))) /pH* (1/sqrt (I2));

if (ThielemmM3>0 && ThielemmM3<=1)

NOM3=1;
else
NOM3=1/ThielemmM3; %$Factor de efectividad
para orden cero
end
N1M3=tanh (ThielemmM3) /ThielemmM3 ; $Factor de efectividad

para orden uno

NmintM3= (NOM3+ (betaM3*N1M3) ) / (1+betaM3) ; $Factor de
efectividad para Michaelis Menten

$MALTOPENTOSA

wb=param.Ks*param.Km2*param.Km3*G (1) +param.Ks*param.KI*param.Km3*G(2) +
param.KI*param.Km2*param.Km3;
gb=param.KI*param.Ks*param.Km2*param.Km3;

alphal3=param.Km4 /G (4)

alpha23=G(4) /g5;

betaMb5=alphal3* (1+w5*alpha23) ;

fun3 = @(x3)

param difefM5*((me4* 3*E2)/(param Km4*(1+ /param KI)+ (1/param.Ks)
+((G(2) /param.Km2) + 3) /param.Km3) x3/param Km4) ) /pH;

I3= 1ntegral(fun3 0, G( ) 'ArrayValued', true);
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ThielemmM5= (param.b/sqrt (2))* ((Vmx4*G (4) *E2) / (param.Kmd* (1+ (G (1) /param
.KI)+(1/param.Ks)+ ((G(2) /param.Km2)+ (G (3) /param.Km3) + (G (4) /param.Km4) )
))) /PH* (1/sqrt (I3));

if (ThielemmM5>0 && ThielemmM5<=1)

NOM5=1;
else
NOM5=1/ThielemmM5; $Factor de efectividad
para orden cero
end
N1M5=tanh (ThielemmM5) /ThielemmM5 ; $Factor de efectividad

para orden uno

NmintM5= (NOM5+ (betaM5*N1M5) ) / (1+betaMb) ; $Factor de
efectividad para Michaelis Menten

end
%$%%% TRANSFERENCIA DE MASA EXTERNA $%$%%

% Caudal proveniente del Flux variable en el tiempo:
if (0<=t && t<=0.5)
Caudal=0;

elseif (0.5<t && t<=0.7)
Caudal=1.89E-07;

elseif (0.7<t && t<=0.8)
Caudal=1.62E-07;

elseif (0.8<t && t<=1)
Caudal=1.44E-07;

elseif (1<t && t<=1.25)
Caudal=1.40E-07;

elseif (1.25<t && t<=1.5)
Caudal=1.36E-07;

elseif (1.5<t && t<=1.75)
Caudal=1.35E-07;

elseif (1.75<t && t<=2)
Caudal=1.29E-07;

elseif (2<t && t<=2.5)
Caudal=1.23E-07;

elseif (2.5<t && t<=3)
Caudal=1.20E-07;

elseif (3<t && t<=3.5)
Caudal=1.15E-07;

elseif (3.5<t && t<=4.5)
Caudal=1.12E-07;

elseif (4.5<t && t<=5.5)
Caudal=1.12E-07;

elseif (5.5<t && t<=6.5)
Caudal=1.12E-07;

end

o\
o\

if t>=0.7
Gr2=( (param.b”2*Caudal) / (param.difM2*2.59182E-07)) ;

if Gr2 > 11
ShiM2=(6.0*Gr270.35) ;
Adimensional Numero de Sherwood

oo

elseif Gr2 < 11
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ShiM2=(1.25*Gr270.35);
Adimensional Numero de Sherwood
end
KsiM2= (ShiM2*param.difM2) /param.dh; sm/s
Coeficiente de trasnferencia de masa
omegaM2= (param.b*r2m*NmintM2*1000/ (60*60) ) / (KsiM2*G (2)) ;

%$modulo observable de transferencia de masa externa

o

CasM2=G (2) * (1-omegaM?2) ;
Gr3=((param.b”2*Caudal) / (param.difM3*2.59182E-07)) ;
if Gr3 > 11

ShiM3=(6.0*Gr370.35);
Adimensional Numero de Sherwood

o

elseif Gr3 < 11
ShiM3=(1.25*Gr370.35);

Adimensional Numero de Sherwood

end

KsiM3=(ShiM3*param.difM3) /param.dh; %m/s

Coeficiente de trasnferencia de masa

omegaM3= (param.b*r3m*NmintM3*1000/ (60*60)) / (KsiM3*G(3)) ;

$modulo observable de transferencia de masa externa

o

if omegaM3>1
CasM3=0;
elseif omegaM3<=1
CasM3=G(3) *abs ( (L-omegaM3) ) ;
end

Gr5=( (param.b”2*Caudal) / (param.difM5*2.59182E-07)) ;

if Gr5 > 11
ShiM5=(6.0*Gr570.35); %
Adimensional Numero de Sherwood

elseif Gr5 < 11
ShiM5=(1.25*Gr570.35);

Adimensional Numero de Sherwood

end

KsiM5= (ShiM5*param.difM5) /param.dh; sm/s

Coeficiente de trasnferencia de masa

omegaMb= (param.b*r5m*NmintM5*1000/ (60*60) ) / (KsiM5*G (4) ) ;

%$modulo observable de transferencia de masa externa

o°

CasM5=G (4) * (1-omegaM>b) ;

D1=1+G (1) /param.KI+1/param.Ks+G(2) /param.Km2+G (3) /param.Km3+G (4) /param
.Km4;

D2=1+G (1) /param.KI+1/param.Ks+CasM2/param.Km2+CasM3/param.Km3+CasM5/pa
ram.Km4;

o
oe

SMALTOSA

NmextM2= ( (CasM2- (G (1) "2/param.Keg2) )/ (G(2) -
(G(1)~2/param.Keqg2))) * (D1/D2) ;
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if (NmintM2 <0 || NmintM2>=0.71) && (NmextM2<0 || NmextM2>=0.71)
%$Condicional cuando no influye externa ni interna
NtotalM2=1;

elseif (0< NmintM2) && (NmintM2 <0.7) && (0< NmextM2) && (NmextM?2
<0.7) %Condicional cuando influyen externa e interna
NtotalM2=NmintM2*NmextM2;

elseif (NmintM2<0 || NmintM2>=0.71) && (0<NmextM2) &&
(NmextM2<0.7) %Condicional cuando influye externa
NtotalM2=NmextM2;

elseif (0<NmintM2) && (NmintM2<0.7) && (NmextM2<0 || NmextM2>=0.71)
%$Condicional cuando influye interna
NtotalM2=NmintM2;

end

$MALTOTRIOSA

NmextM3=( (CasM3- (G (1) *CasM2/param.Keqg3)) /(G (3) -
(G(1)*G(2) /param.Keg3)))* (D1/D2) ;

if (NmintM3 <0 || NmintM3>=0.71) && (NmextM3<O0
$Condicional cuando no influye externa ni interna
NtotalM3=1;

| NmextM3>=0.71)

elseif (0< NmintM3) && (NmintM3 <0.7) && (0< NmextM3) && (NmextM3
<0.7) %Condicional cuando influyen externa e interna

NtotalM3=NmintM3*NmextM3;

elseif (NmintM3<0 || NmintM3>=0.71) && (0<NmextM3) &&
(NmextM3<0.7) S%$Condicional cuando influye externa
NtotalM3=NmextM3;

elseif (0<NmintM3) && (NmintM3<0.7) && (NmextM3<0 || NmextM3>=0.71)
%Condicional cuando influye interna
NtotalM3=NmintM3;

end

$MALTOPENTOSA
NmextM5=( (CasM5) /G (4))*(D1/D2) ;

if (NmintM5 <0 || NmintM5>=0.71) && (NmextM5<0
$Condicional cuando no influye externa ni interna
NtotalM5=1;

| NmextM5>=0.71)

elseif (0< NmintM5) && (NmintM5 <0.7) && (0< NmextM5) && (NmextM5
<0.7) %Condicional cuando influyen externa e interna

NtotalM5=NmintM5*NmextM5;
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elseif (NmintM5<0 || NmintM5>=0.71) && (0<NmextM5) &&
(NmextM5<0.7) S%Condicional cuando influye externa
NtotalM5=NmextM5;

elseif (O0<NmintM5) && (NmintM5<0.7) && (NmextM5<0 || NmextM5>=0.7)
%$Condicional cuando influye interna
NtotalM5=NmintM5;

end

end

%$%%% Ecuaciones diferenciales%%%%%

if (t>=0 && t<0.7)

dGdt (4)=(-xr5L); $For Maltopentose

dGdt (3)=(r5L-r3L); %$For Maltoriose

dGdt (2)=(r3L-r2L) ; $For Maltose

dGdt (1)=(2*r5L+r3L+2*r2L) ; $For Glucose

else
dGdt (4)=- (NtotalM5*r5m) -r5L; %$For Maltopentose
dGdt (3)=(NtotalM5*r5m) - (r3m*NtotalM3)+r5L-r3L; S%For Maltoriose
dGdt (2)=(r3m*NtotalM3) - (NtotalM2*r2m)+r3L-r2L; %For Maltose

dGdt (1)=(2*NtotalM5*r5m) + (r3m*NtotalM3) + (2*r2m*NtotalM2) + (2*r5L) +r3L+ (

2*r21) ; $For Glucose

end

o\

% %$%%PLOTS%%
if t>=0.7
figure (5)
plot (t, NmintM2, '*blue', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ('Factor de efectividad interno'); hold on; grid on;

plot (t, NmintM3, '*green', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ('Factor de efectividad interno'); hold on; grid on;

plot (t, NmintM5, '*red', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ('Factor de efectividad interno'); hold on; grid on;
legend('n-int-maltosa’', 'n-int-maltotriosa', 'n-int-maltopentosa')
title('Coeficiente de efectividad TdeM int')

figure (6)

if (ThielemmM2 >3 && ThielemmM3 > 3 && ThielemmM5 > 3)

plot (t, ThielemmM2, '*blue', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ("Médulo de Thiele'); hold on; grid on;

plot (t, ThielemmM3, '*green', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ('"Médulo de Thiele'); hold on; grid on;

plot (t, ThielemmM5, '*red', 'linewidth',2); xlabel ('Tiempo (h)");
ylabel ("Médulo de Thiele'); hold on; grid on;

legend ('Thiele-maltosa', 'Thiele-maltotriosa', 'Thiele-maltopentosa')
title ('Modulo de Thiele de Michaelis Menten')

else

figure (7)

plot(t, ThielemmM2, '*blue', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ("Médulo de Thiele'); hold on; grid on;

plot (t, ThielemmM3, '*green', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ('"Médulo de Thiele'); hold on; grid on;

plot (t, ThielemmM5, '*red', 'linewidth',2); xlabel ('Tiempo (h)");
ylabel ("Médulo de Thiele'); hold on; grid on;
legend('Thiele-maltosa', 'Thiele-maltotriosa', 'Thiele-maltopentosa')
title('Modulo de Thiele de Michaelis Menten')

end
if (omegaM2 >1 && omegaM3 > 1 && omegaM5 > 1)
figure (8)

plot (t, omegaM2, '*blue', 'linewidth',2); xlabel ('Tiempo (h)"');
ylabel ('Médulo observable de TdeM externa (omega)'); hold on; grid on;
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plot (t, omegaM3, '*green', 'linewidth',2); xlabel ('Tiempo (h)");
ylabel ('Médulo observable de TdeM externa (omega)'); hold on; grid
plot (t, omegaM5, '*red', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");

ylabel ('M6dulo observable de TdeM externa (omega)'); hold on; grid
legend ('omega-maltosa', 'omega-maltotriosa', 'omega-maltopentosa')
title('Omega - TdeM externa')

else

figure (9)

plot (t, omegaM2, '*blue', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ('M6dulo observable de TdeM externa (omega)'); hold on; grid
plot (t, omegaM3, '*green', 'linewidth',2); xlabel ('Tiempo (h)");
ylabel ('Médulo observable de TdeM externa (omega)'); hold on; grid
plot (t, omegaM5, '*red', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");

ylabel ('M6dulo observable de TdeM externa (omega)'); hold on; grid
legend ('omega-maltosa', 'omega-maltotriosa', 'omega-maltopentosa')
title('Omega - TdeM externa')

end

figure (10)

plot (t, NmextM2, '*blue','linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ('Factor de efectividad externo'); hold on; grid on;

plot (t, NmextM3, '*green', 'linewidth',2); xlabel ('Tiempo (h)");
ylabel ('Factor de efectividad externo'); hold on; grid on;

plot (t, NmextM5, '*red', 'linewidth',2); xlabel('Tiempo (h)");
ylabel ('Factor de efectividad externo'); hold on; grid on;

legend ('n-ext-maltosa', 'n-ext-maltotriosa', 'n-ext-maltopentosa')
title('Coeficiente de efectividad TdeM ext')

end

return

ony

ony

ony

ony

ony
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ANEXO 19. Resultados de almiddn de trigo puro 10% de sélidos con membranas

RETENIDO
Tiempo (h) Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa
(9/L) (9/L) (9/L) (/L)
0,0 32,345 3,351 3,341 83,513
31,123 3,412 3,321 84,443
31,167 3,413 3,343 82,844
0,2 41,167 7,141 4,463 73,427
34,623 5,086 4,041 76,444
39,536 5,896 3,667 76,410
0,3 46,267 5,924 4,353 66,145
54,147 5,623 4,423 66,244
48,485 5,086 4,256 64,204
0,5 52,262 6,443 4,591 55,144
53,693 6,313 4,372 48,144
58,241 6,150 4,189 53,660
0,7 56,142 6,046 3,976 46,295
53,717 5,841 3,933 49,115
61,559 5,205 4,010 45,267
0,8 55,698 5,906 3,713 46,244
50,839 5,409 3,659 45,706
61,964 6,531 3,411 51,621
1,0 53,021 5,497 3,573 48,500
50,425 5,707 3,497 41,271
46,965 6,078 3,566 52,065
13 48,629 4,945 3,188 38,086
46,743 4,740 3,140 32,786
58,969 5,075 2,906 31,830
15 45,597 4,370 2,832 34,156
40,469 4,210 2,829 25,705
40,795 4,108 2,857 29,039
18 40,506 3,845 2,495 27,686
39,535 4,438 2,500 29,546
38,493 5,067 3,180 36,021
2,0 38,573 3,469 2,232 25,418
35,285 3,375 2,188 22,881
39,431 3,568 2,294 21,359
2,5 29,681 2,541 1,680 23,788
26,742 2,499 1,657 17,935
40,427 2,589 1,747 26,198
3,0 21,114 1,785 1,219 13,031
21,413 1,696 1,157 12,582
19,511 2,791 1,592 11,692
3,5 20,218 1,085 0,960 10,958
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. Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa

Trempo ™ | g (g/L) (9/L) (/L)

17,060 0,981 0,840 16,453

20,979 1,979 1,132 19,884

4,5 6,681 0,357 1,213 6,610

3,526 0,690 1,257 3,243

0,694 1,342 0,843 2,764

55 2,358 0,389 0,212 0,740

2,536 0,087 0,145 9,151

1,450 0,015 0,298 7,560

6,5 0,900 0,204 0,078 0,411

0,252 0,130 0,039 4,160

0,496 0,300 0,163 2,989

PERMEADO
Tiempo (h) Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa| Volumen Fluzx
(/L) (/L) (/L) (/L) L (L/m".h)

0,7 59,402 6,312 4,283 52,130 0,114 179,4
58,943 6,123 4,261 52,413 0,115 182,1
56,861 6,771 4,272 46,663 0,111 175,4
0,8 58,985 6,412 4,210 54,130 0,192 1514
61,123 6,123 4,231 52,413 0,204 161
56,901 6,551 4,225 47,663 0,187 1477
1,0 62,123 6,312 4,201 54,130 0,253 133,3
60,226 6,123 4,203 52,413 0,274 144
58,560 6,681 4,202 45,863 0,251 132,1
1,3 65,953 6,312 4,210 45,134 0,378 132,5
64,023 6,123 4,201 48,134 0,385 135,2
63,890 6,711 4,225 41,438 0,367 128,8
15 65,133 6,312 4,164 41,254 0,498 131,1
60,451 6,123 4,181 44,134 0,491 129,1
55,754 6,456 4,171 43,018 0,481 126,5
1,8 67,246 6,312 4,210 47,134 0,62 130,4
65,896 6,123 4,231 45,134 0,609 128,1
61,699 6,444 4,138 48,465 0,593 124,7
2,0 70,407 6,312 4,151 45,013 0,701 123
70,411 6,123 4,154 44,862 0,705 123,7
70,422 6,471 4,121 39,185 0,68 119,3
2,5 71,654 6,312 4,143 44,135 0,896 117,8
72,334 6,123 4,121 42,134 0,901 118,5
68,226 5,451 4,132 44,537 0,871 114,6
3,0 71,879 6,312 4,014 40,134 1,088 1145
69,103 6,123 4,031 40,146 1,094 115,2
66,129 5,871 4,015 37,926 1,048 110,3
3,5 67,421 6,211 3,813 37,135 1,248 109,4
66,223 6,015 3,901 35,157 1,255 110,1
75,147 5,780 3,992 36,914 1,229 107,8
4,5 64,122 5,342 3,312 31,134 1,63 107,2
64,549 5,115 3,333 29,864 1,64 107,9

195



Tiempo (h) Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa| Volumen FIu2x
(/L) (/L) (/L) (/L) L (L/m".h)

63,312 5,149 3,921 30,208 1,587 104,4

55 55,123 4,153 2,814 29,214 2,032 106,9

53,675 4,210 2,831 26,142 2,044 107,6

48,451 4,021 2,821 29,850 1,98 104,2

6,5 45,723 3,522 2,414 22,155 2,431 106,6

47,645 3,423 2,411 21,345 2,447 107,3

52,561 3,233 2,230 20,706 2,374 104,1
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ANEXO 20. Resultados del residuo agroindustrial 10% de s6lidos con membranas

RETENIDO
Tiempo (h) Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa
(9/L) (9/L) (9/L) (/L)
0,0 8,735 3,451 5,341 33,513
9,625 3,412 5,321 34,443
11,043 3,829 5,187 35,658
0,2 18,453 6,341 4,363 26,427
16,144 5,986 4,341 27,444
14,912 5,910 4,871 32,577
0,3 25,145 5,924 4,453 21,145
22,856 6,523 4,723 19,244
22,283 6,456 4,990 15,651
0,5 26,135 6,443 4,391 15,144
27,536 6,313 4,372 17,144
30,737 5,850 4,827 16,258
0,7 28,673 5,360 4,169 14,109
31,309 6,135 4,127 13,155
32,052 5,772 4,040 12,274
0,8 30,912 5,278 4,058 15,166
27,701 5,956 4,037 15,902
23,112 5,413 4,494 13,684
1,0 31,532 5,202 3,997 12,886
28,537 4,936 3,974 11,047
24,130 5,799 4,250 11,066
13 32,335 5,020 3,840 12,373
26,633 4,809 3,806 15,059
25,414 5,267 4,220 13,762
15 29,623 4,850 3,732 11,602
30,314 4,611 3,705 12,952
32,449 4,951 4,080 11,015
1,8 28,869 4,702 3,839 8,922
34,135 4,589 3,611 8,653
33,198 5,531 3,537 7,255
2,0 28,312 4,544 3,488 9,698
28,577 4,388 3,440 8,852
29,856 4,545 3,770 6,893
2,5 25,837 4,198 3,487 9,227
29,209 4,071 3,243 7,266
30,011 4,769 3,140 7,759
3,0 25,682 3,792 3,177 9,500
28,791 3,973 3,122 9,376
28,214 3,780 3,371 12,725
35 28,622 3,073 3,220 8,568
25,166 3,572 3,052 7,953
23,442 4,007 2,988 6,688
45 23,542 3,072 2,730 7,540
22,991 3,477 2,781 7,653
29,754 3,125 3,057 5,275
5,5 21,576 3,220 2,878 6,331
23,729 2,937 2,555 5,833
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Tiempo (h) Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa

(9/L) (9/L) (9/L) (9/L)

27,630 3,178 2,512 8,226

6,5 21,298 3,231 2,552 6,928

21,751 3,047 2,506 6,400

20,712 3,430 2,776 5,844

PERMEADO
Tiempo (h) Glucosa Maltosa | Maltotriosa | Maltopentosa| Volumen Fluzx
(/L) (/L) (/L) (9/L) L) (L/m”.h)

0,7 31,402 5,312 4,283 14,130 0,046 73,1
29,943 5,623 4,261 12,413 0,047 74,5
29,861 5,871 4,272 13,663 0,046 72,2
0,8 28,985 5,412 4,210 10,930 0,069 54,3
31,123 6,123 4,231 11,413 0,070 55,2
26,901 5,325 4,225 11,863 0,068 53,4
1,0 29,123 5,312 4,201 11,130 0,102 53,7
27,226 5,623 4,203 11,413 0,103 54,4
28,560 6,225 4,202 12,863 0,099 52,1
1,3 29,953 5,312 4,210 11,134 0,145 51
26,023 5,123 4,201 11,134 0,148 51,8
29,890 5,711 4,225 11,038 0,145 50,7
1,5 31,133 5,312 4,164 10,854 0,174 45,8
33,451 5,123 4,181 10,134 0,176 46,4
32,754 5,456 4,171 11,418 0,170 44,6
1,8 31,246 5,312 4,210 8,734 0,212 44,6
35,896 5,123 4,231 8,434 0,215 45,2
34,699 5,444 4,138 9,565 0,208 43,8
2,0 31,407 5,312 4,151 8,013 0,247 43,4
34,411 5,123 4,154 7,862 0,253 444
36,023 5,471 4,121 8,185 0,245 42,9
2,5 31,654 5,312 4,143 9,135 0,314 41,3
32,334 5,123 4,121 9,134 0,323 42,5
34,226 5,081 4,132 10,537 0,309 40,7
3,0 31,879 4,512 4,014 11,134 0,356 37,5
29,103 4,923 4,031 11,146 0,363 38,2
29,129 4,971 4,015 11,926 0,347 36,5
3,5 27,421 4,211 3,613 8,135 0,420 36,8
29,223 4,015 3,701 8,157 0,427 37,4
29,147 3,780 3,492 8,914 0,409 35,9
4,5 33,122 4,342 3,312 8,134 0,535 35,2
35,549 4,115 3,333 8,864 0,549 36,1
29,252 4,149 3,321 8,208 0,526 34,6
5,5 31,123 4,153 3,114 9,214 0,648 34,1
26,675 4,210 3,231 10,142 0,673 35,4
31,131 4,243 3,315 8,850 0,631 33,2
6,5 28,723 3,522 3,014 8,155 0,716 31,4
30,645 3,423 3,011 7,345 0,730 32
29,561 3,681 3,041 7,306 0,698 30,6
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