ONAL DE COLOMBIA

UNIVERSIDAD N CI

Escalado de hidrdlisis enzimatica de
materiales amilaceos a partir de la

simulacion del proceso aplicando
teoria de control

Juan Camilo Acosta Pavas

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Minas, Departamento de Procesos y Energia
Medellin, Colombia
2019



Escalado de hidrdlisis enzimatica de
materiales amilaceos a partir de la

simulacién del proceso aplicando
teoria de control

Juan Camilo Acosta Pavas

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:
Magister en Ingenieria-Ingenieria Quimica

Director(a):
Ph.D. Angela Adriana Ruiz Colorado

Linea de Investigacion:
Escalado, Modelado y Simulacién de Bioprocesos
Grupo de Investigacion:
Bioprocesos y Flujos Reactivos (BIOFRUN)

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Minas, Departamento de Procesos y Energia
Medellin, Colombia
2019



Scale up of enzymatic hydrolysis of
amylaceous materials from the
processes simulation applying control
theory

Juan Camilo Acosta Pavas

Thesis work presented as partial requirement for the degree of:
Master of Engineering-Chemical Engineering

Advisor:
Ph.D. dngela Adriana Rulz Colorado

Investigation line:

Scale Up, Bioprocesses model and simulation
Research Group:

Bioprocesos y Flujos Reactivos (BIOFRUN)

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Minas, Departamento de Procesos y Energia
Medellin, Colombia
2019



v

Agradecimientos

A todo el grupo de investigacion, Bioprocesos y Flujos Reactivos, a Laura Alzate, Kelly
Betancur, Natally Ospina y al resto de companeros por su apoyo y conocimiento.

A la docente Angela Adriana Ruiz Colorado, por todo su apoyo y esfuerzo en la direccién
en este trabajo.

A la Universidad Nacional de Colombia por su apoyo a través de la Convocatoria nacional
para el apoyo al desarrollo de tesis de posgrado o de trabajos finales de especialidades en el
area de la salud, de la universidad nacional de Colombia 2017-2018 y por la beca de exencién
de derechos académicos otorgada entre los periodos 2016-11 y 2018-1.

A la Agencia de Educacion Superior de Medellin, Sapiencia, a través del programa Exten-
diendo Fronteras Educativas.



Productos obtenidos

Presentaciones y Ponencias:

Evento: VI Jornada Técnica- Internacional de ingenieria (Quimica e Ingenieria Biolégica
(PROCESA)

Titulo: Aplicacién de Herramientas de Teoria de Control al Escaldo de procesos de Hidrdli-
sis Enzimatica

Instituciéon: Universidad del Atlantico

Categoria: Ponencia

Reconocimiento: 2° Puesto

Ano: 2018

Evento: Curso Internacional Biologia Cuantitativa Aplicada al Modelado, Optimizacién y
Escalado de Bioprocesos

Titulo: Aplicacién de Herramientas de Teoria de Control al Escaldo de procesos de Hidrdli-
sis Enzimatica

Institucién: Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin

Categoria: Ponencia

Ano: 2018

Trabajos y Proyectos:

Trabajo: Practica Académica Especial (PAE)
Titulo: Hidrolisis enzimatica de materiales amilaceos
Estudiante: Laura Alzate Blandén

Director: Angela Adriana Ruiz Colorado

Ano: 2018-1

Trabajo: Practica Académica Especial (PAE)

Titulo: Adecuacién e implementacién de un sistema de control en un reactor por lotes para
el proceso de hidroélisis enzimética de materiales amilaceos

Estudiante: Daniel Padierna Vanegas

Director: Juan Camilo Acosta Pavas
Ano: 2018-1I11



VI

Proyecto: Convocatoria nacional para el apoyo al desarrollo de tesis de posgrado o de tra-
bajos finales de especialidades en el area de la salud, de la universidad nacional de Colombia
2017-2018

Titulo: Escalado de hidrolisis enzimatica de materiales amildaceos a partir de la simulacion
del proceso aplicando teoria de control

Estudiante MSc: Juan Camilo Acosta Pavas

Director: Angela Adriana Ruiz Colorado

Ano: 2018

Articulos Propuestos:

Titulo: Hidrdlisis Enzimatica de Almidén de Trigo para la Produccién de Jarabes Glucosa-
dos

Autores: Acosta Pavas Juan Camilo, Alzate Blandén Laura, Ruiz-Colorado Angela Adriana
Ano: 2019

Titulo: Aplicacion de herramientas de teoria de control al escalado de procesos de hidrdlisis
enzimatica de almidén de trigo

Autores: Acosta Pavas Juan Camilo, Ruiz-Colorado Angela Adriana

Ano: 2019



VII

Resumen

En el presente trabajo se realizo la aplicacién de una metodologia de escalado fundamentado
en el modelado y simulacion de procesos, junto con el uso de herramientas de teoria de con-
trol, sobre un proceso de hidrolisis enziméatica de almidén de trigo, desde un volumen de 3L
hasta 4L, centrandose en las etapas de licuefaccion y sacarificacién. Se caracterizé el material
amilaceo, se evaluaron dos métodos de desactivacién enzimatica mediante temperatura, pH
y efectos inhibitorios por producto (glucosa) a condiciones estdndar de hidrélisis obtenidas
de experimentos previos. Se determiné la actividad enzimética de las enzimas comerciales
a-amilasa producida por Bacillus licheniformis y amiloglucosidasa comercial producida por
Aspergillus niger. Luego, se realizé la hidrolisis enzimatica a 3L. La etapa de gelatinizacion
del almidén se realizé térmicamente usando rampas de calentamiento a temperaturas en-
tre los 90°C y 95°C durante 15min. La etapa de licuefaccion se realizé a una temperatura
de 60°C y pH 5,8 en buf fer de acido fumarico por un periodo de 2,0h usando la enzima
a-amilasa con una relacién enzima-sustrato de 0,036 %p/p. La etapa de sacarificacion se
realizd a una temperatura de 60°C y un pH de 4,3 en buf fer de acido fumarico durante
un periodo de 6,5h, usando la enzima amiloglucosidasa con una relacién enzima-sustrato
de 0,18 %p/p. Finalmente se aplicé la metodologia de escalado basada en el modelado del
proceso, tomando como variables de estado la concentracion de glucosa, concentracion de
maltopentosa, la temperatura del sistema, y como variables de disenio el volumen del reactor,
la concentracién inicial de enzima y concentracién inicial de sustrato. En ambas etapas la
dindmica dominante fue la concentracién de glucosa, seguida de la concentracién de malto-
pentosa y luego temperatura del sistema, lo que llevé al cambio de las variables de diseno
desde la baja escala hasta la alta escala, concentracién inicial de sustrato desde 161g/L hasta
180g/L, concentracién inicial de enzima en licuefaccién desde 0,05mL/L hasta 15,10mL/L y
una concentracién inicial de enzima en sacarificacién desde 0,26mL /L hasta 0,76mL/L. Esto
permitié mantener la jerarquia de las dindamicas en la etapa de sacarificacién pero no en la
etapa de licuefaccién, concluyendo para la etapa de licuefaccion, proponer otros valores para
las variables de disenio o un nuevo conjunto de estas.

Palabras clave: materiales amildceos, hidrolisis enzimaética, escalado de proceso, indice de
estado impactable.
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Abstract

In the present work, the application of a scale-up methodology based on the modeling and
simulation of processes was carried out together with the use of control theory tools on enzy-
matic hydrolysis of wheat starch scaled from a volume of 3L to 4L, focused in liquefaction
and saccharification stages. The amylaceous material was characterized. Two methods of
enzymatic deactivation were evaluated, temperature and pH and inhibitory effects by pro-
duct (glucose). The enzymatic activity of the commercial enzymes a-amylase produced by
Bacillus licheniformis and amyloglucosidase produced by Aspergillus niger were determined.
Then, the enzymatic hydrolysis was carried out at 3L. The gelatinization stage of starch was
performed thermally using temperature ramps at temperatures between 90°C and 95°C for
15min. The liquefaction stage was carried out at a temperature of 60°C and pH 5,8 in a fuma-
ric acid buffer for a period of 2,0h using the enzyme a-amylase with a substrate enzyme ratio
of 0,036 %w /w. The saccharification stage was carried out at a temperature of 60°C and pH
4,3 in a fumaric acid buffer for a period of 6,5h using the enzyme amyloglucosidase with an
enzyme-substrate ratio of 0,18 %w/w. Finally, the scale-up methodology was applied, taking
as state variables the glucose concentration, maltopentose concentration, the temperature of
the system. As design variables the reactor volume, the initial enzyme concentration, and the
initial substrate concentration. In both stages the dominant dynamic was the concentration
of glucose, followed by the concentration of maltopentose and then the temperature of the
system, which led to the change of the design variables from the current scale to the new
scale, initial concentration of substrate from 161g/L up to 180g/L, initial concentration of
enzyme in liquefaction from 0,05mL/L to 15,10mL/L and an initial concentration of enzyme
in saccharification from 0,26mL/L to 0,76mL/L, which allowed to maintain the hierarchy of
the dynamics in the saccharification stage but not in the liquefaction stage, concluding for
the liquefaction stage the selection of another set of design variables.

Keywords: amylaceous materials, enzymatic hydrolysis, scale up methodology, state impac-
tability index.
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1. Introduccion

El aprovechamiento de residuos agroindustriales ha sido ampliamente investigado dado su
potencial en industrias alimenticias para produccion de jarabes glucosados, edulcolorantes,
aditivos, alcoholes, acidos organicos; en industrias energéticas para la produccion de biocom-
bustibles (Kong et al., 2018; Pino et al., 2018) y muchas otras industrias como la cosmética,
textilera y papelera (Morales et al., 2008). Se espera que para 2030 la economia con base
biolégica crezca sustancialmente (Martinez et al., 2019).

Dentro de estos residuos agroindustriales se encuentran los asociados a materiales amilaceos,
que hacen parte los cereales como arroz, maiz, trigo, cebada y avena; leguminosas como
garbanzos, lentejas, soya, frijol y tubérculos como papa, yuca y name (Tovar Benitez, 2008).
Todos estos materiales estan conformados por almidén, dependiendo de la fuente botanica
presenta determinadas cantidades de amilosa y amilopectina. La amilosa se caracteriza por
ser un polimero de glucosas unidas por enlaces a-1,4 de manera lineal y la amilopectina por
ser un polimero ramificado conformado por glucosas unidas mediante enlaces a-1,4 y a-1,6
(Pandey et al., 2017). Esto lleva al analisis de procesos enzimaticos realizados a escala in-
dustrial (Presecki et al., 2012). Este proceso consiste en tres etapas; Etapa de gelatinizacion,
donde se da la hinchazén y la retenciéon de agua por parte del granulo de almidon hasta la
liberacién de la amilosa y amilopectina en el seno del fluido (Ruiz Cruz, 2012); Etapa de
licuefaccién, consiste en el rompimiento de los enlaces a-1,4 de la amilosa y amilopectina me-
diante la endo-enzima a-amilasa para la formacion de oligosacaridos de alto peso molecular
(Li et al., 2007). Posteriormente, los oligosacaridos son hidrolizados en la etapa de sacari-
ficacion mediante la exo-enzima amiloglucosidasa, la cual ataca tanto enlaces a-1,4 como
a-1,6 para la formacion de oligosacaridos de menor peso molecular hasta llevarlos finalmente
a glucosa (Ruiz Cruz, 2012) como principal producto de valor agregado.

El interés en el trabajo de procesos de hidrodlisis enzimatica de materiales amilaceos a ni-
vel industrial o su escalado, presenta grandes retos por la complejidad del comportamiento
reolégico de los materiales amilaceos expuestos a diferentes condiciones de pH, temperatura
e interacciones con enzimas en las diferentes etapas, y en la aplicacién de una metodologia
de escalado adecuada que permita obtener resultados satisfactorios. Las metodologias de
escalado tradicionales se fundamentan en el principio de similitud (Johnstone and Thring,
1957; Casablancas and Santin, 1998). Aunque han logrado reproducir los comportamientos
de una baja escala en una alta escala o viceversa, muchas de ellas no dan informacion del
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comportamiento dindmico del proceso, su reologia ni cémo efectos de transferencia de masa,
calor y cantidad de movimiento empiezan a tomar mayor importancia con el aumento de
escala, lo que finalmente influye sobre la cinética del proceso.

Investigaciones como las realizadas por Ruiz Colorado (2009) y Monsalve Bravo (2014) se
han centrado en el uso de nuevas metodologias de escalado fundamentadas en la aplicacién
de herramientas de teoria de control, analizando la observabilidad y controlabilidad de los
sistemas, toméndolo como principio para la construccién de sistemas matriciales (matriz
de Hankel) que permiten la formulacién de criterios de impacto de dicho sistema sobre las
dindmicas involucradas, apoyado en el planteamiento de modelos semifisicos de base fenome-
nolégica (MSBF). Es aqui donde el modelado y la simulacién de procesos toma importancia,
debido a que se han convertido en herramientas indispensables para la comprension, repre-
sentacién y aplicacion de este tipo de procesos, especialmente si se plantea una estructura
fundamentada en su fenomenologia. Esto permite adentrarse en una nueva area de interés,
el andlisis dindmico del proceso de hidrélisis enzimatica de materiales amildceos por medio
de herramientas de teoria de control en conjunto con su escalado, buscando una respuesta a
los efectos del cambio de escala en el comportamiento dindamico del proceso.

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo generar avances en la comprension del
escalado de procesos de hidrélisis enzimatica de almidéon de trigo. Se propone una metodo-
logia que parte desde el planteamiento del MSBF como aproximacion del proceso, el uso de
conceptos como observabilidad, controlabilidad y matrices de Hankel. Esto permitira para
el establecimiento de una jerarquia en las dinamicas involucradas de acuerdo al impacto
del proceso sobre estas o lo que se denominara indice de estado impactable. Finalmente se
llegara a la generacién de factores de escala que permitiran la conversion de las condiciones
de proceso entre una baja escala y alta escala.

Este primer capitulo contiene una descripcién general de manera introductoria de los con-
ceptos usados en este trabajo. Se resalta que durante todo el trabajo escrito el lector puede
encontrar las palabras maltopentosa y maltodextrinas donde ambas representan la misma
variable.

1.1. Objetivos

Los objetivos propuestos para esta tesis son:

Objetivo general
Plantear el escalado para la produccion de jarabes de glucosa a partir de hidrolisis enzimatica
de materiales amildceos aplicando la simulacién del proceso y elementos de teoria de control.
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Objetivos especificos

1. Proponer un modelo semifisico de base fenomenolégica (MSBF) para el proceso de
hidrélisis enzimaética en la etapa de sacarificacion.

2. Realizar el proceso de hidrdlisis enziméatica para un material amildceo al volumen de
la escala de laboratorio a partir del cual se va a escalar.

3. Realizar escalado de valores de baja escala a alta escala aplicando la metodologia de
escalado propuesta para la etapa de sacarificacion.

1.2. Aportes de la investigacion

El principal resultado de esta investigacion es la incorporacién del ajuste de los modelos pro-
puestos mediante funciones de optimizacion, el planteamiento de conceptos como el régimen
de operacién critico (RdeO*), factores de escala (§;) y méximo indice de estado impactable
(IElpe:) a partir de definiciones previas de régimen de operacién e indice de estado im-
pactable (I ET). Lo anterior para la generacién de criterios para el establecimiento de una
jerarquia entre las variables de estado de interés aplicado en procesos batch donde el tiempo
y el volumen se convierten en criterios determinantes en este proceso.

EL planteamiento de modelos MSBF para las etapas de licuefaccion y sacarificaciéon con
balances de energia asociados al sistema de reaccion y la aplicacion de la metodologia de
escalado en ambas etapas.

Otro de los principales aportes de esta investigacion, es una propuesta para la solucion
secuencial de la metodologia de escalado, la cual fue aplicada sobre procesos de hidrélisis
enzimatica de almidon de trigo, pero puede ser aplicada a otro tipo de procesos, anexo A.

1.3. Esquema de tesis

Para una correcta comprension del escalado de procesos de hidroélisis enzimatica de materia-
les amilaceos se propone el siguiente esquema:

Capitulo 2. Una revision de los materiales amilaceos:

= Revision de la composicion de los materiales amilaceos.
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Caracterizacion de materiales amildceos.

Capitulo 3. Entendimiento del proceso de hidrolisis enzimatica:

Condiciones del proceso de hidrélisis enzimética de almidén.
Enzimas implicadas en la hidrélisis enzimética de almidén.

Relaciones enzima-sustrato en procesos de hidrolisis enzimatica.

Capitulo 4. Modelado, simulacion y escalado del proceso de hidrolisis enzimatica:

Definicién de modelos.
Modelos de hidrélisis enzimatica de materiales amilaceos.
Definicién y problemas del escalado.

Métodos de escalado de procesos quimicos y bioquimicos.

Capitulo 5. Analisis dindmico de procesos:

Analisis de sistemas de control en el espacio de estados.
Controlabilidad y observabilidad de estados.

Matriz de Hankel y su obtencion a partir de matrices de observabilidad y controlabili-
dad.

Descomposicién en valores singulares y su aplicacion en la matriz de Hankel.

Definicién de conceptos: punto de operacién, régimen de operaciéon y régimen de ope-
racion critico, variable de capacidad, variables de estado y diseno.

Capitulo 6. Metodologia de escalado de procesos de hidrélisis enzimatica:

Descripcion del proceso y la tarea de escalado.

Planteamiento del MSBF.

Ajuste del modelo a los datos experimentales.

Obtencién de las matrices de observabilidad, controlabilidad y matriz de Hankel.
Calculo del TEI y régimen de operacion.

Célculo del IE1,.q v determinacion de la matriz de Hankel en la alta escala.

Determinacién de las variables de disenio para la alta escala y factores de escala.
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» Verificacién del escalado.

Capitulo 7. Aplicacién de conceptos al escalado de procesos de hidrélisis enzimética de
materiales amilaceos:

= Desarrollo experimental del proceso de hidrolisis enzimatica.
= Aplicacién de la metodologia de escalado.

= Verificacién del escalado.
Capitulo 8. Conclusiones y recomendaciones:

= Conclusiones.
» Limitaciones del trabajo.

= Futuros trabajos.



2. Generalidades de los materiales
amilaceos

2.1. Composicién del almidon

Los materiales amilaceos estan constituidos por almidén, a su vez, este esta conformado por
polimeros como la amilosa formada por moléculas de D-glucosa formando cadenas lineales
extensas unidas por enlaces glucosidicos a-1,4 (Figura 2-1) y amilopectina, polisacérido ra-
mificado soluble en agua que consta de cadenas lineales cortas de 10-60 unidades de glucosa
unidas por enlaces a-1,4 y cadenas laterales de 15-45 unidades de glucosa unidas por enlaces
a-1,6 a la cadena lineal (Figura 2-2) (Curvelo-Santana et al., 2010; Chung and Liu, 2009;
Pandey et al., 2017).

CH,OH CH,OH CH.OH CH.OH
2
0, 0
H H H H H o 4 H 0 N

H a H o ‘ H H

OH H OH H H

{ __o0— o I\ OH —o_ N\ oH L ]

H OH J H OH H oH u OH n

a-(1,4)- enlace glicosidico

Figura 2-1. Estructura de la amilosa.

El almidén es un polisacdrido producido por una gran cantidad de plantas como reserva
energética, se almacena intracelularmente en forma de granulos esféricos de 1-110um de
didmetro (Liu et al., 2009; Cinelli, 2012). La proporcién de amilosa y amilopectina varia
dependiendo del tipo de almidén, Chung and Liu (2009) lo definen entre 20 — 30 % amilosa
y 70 — 80 % de amilopectina y Pandey et al. (2017) entre un 25 — 28 % de amilosa y ami-
lopectina entre el 72 — 75 %. La naturaleza lineal, flexible y de gran longitud de la cadena
de amilosa, le confiere la capacidad de enrollarse formando una estructura helicoidal, con
seis unidades de D-glucosa por giro, de esta forma dentro de la hélice se propicia un entorno
hidrofébico con la capacidad de formar complejos con yodo, alcoholes o acidos organicos. Se
ha considerado que las regiones helicoidales son relativamente rigidas y se presentan de 10 a
15 giros por regién (Tovar Benitez, 2008).
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Figura 2-2. Estructura de la amilopectina.

La amilosa y amilopectina se organizan formando la regién amorfa y cristalina del almidén.
Se cree que las regiones cristalinas son estructuras densamente empaquetadas, compuestas en
su mayoria por amilopectina, mientras la amilosa predomina en las regiones amorfas de los
granulos de almidén (Chung and Liu, 2009), es decir, la parte cristalina genera una estructura
organizada donde las cadenas cortas lineales forman dobles hélices organizadas (paralelas)
en una estructura cristalina tridimensional, por medio de puentes de hidrégeno, mientras
que la region amorfa estd formada por la amilosa mas la amilopectina que no se encuentra
formando las dobles hélices (Ao and Jane, 2007). Gracias a la amilopectina los granulos de
almidén confieren la propiedad de semicristanilidad con la parte amorfa y cristalina (Ao and
Jane, 2007; Hernandez-Medina et al., 2008; Hoseney and Delcour, 2010), por esto, los pesos
moleculares para esta varian dependiendo de la materia prima, por ejemplo para trigo se
tienen pesos moleculares desde 2,6times10%g/mol hasta 7,0 x 10%g/mol, para maiz y arroz
valores de 2,8 x 10%g/mol y 3,4 x 108g/mol, respectivamente (Poonam and Pandey, 2009).

La regién amorfa y cristalina poseen diferente susceptibilidad ante una degradacién en-
zimatica, siendo la region amorfa la mas susceptible debido a que solo amilosa se encuentra
formando esta parte del almidén es posible concluir que, a mayor contenido de amilosa, me-
nor sera la region cristalina presente y por ende mas susceptible a la degradacion enziméatica
sera el material amildceo. Trabajos como los realizados por Tester et al. (2006) presentan
un analisis de la grado de cristalinidad!, determinada por el método de dispersién de rayos
X v la cantidad de dobles hélices que poseen los materiales?, determinadas mediante una
resonancia magnética nuclear. Para avena se presenta un contenido de cristales de 0,24, para
un contenido de cristales de 0,39 : 0,43 y dobles hélices de 0,38 : 0,43, para trigo un contenido
de cristales de 0,36 : 0,39 y dobles hélices de 0,32 : 0,46, arroz un contenido de cristales de
0,38 : 0,51 y dobles hélices de 0,49 : 0,63, cebada un contenido de cristales de 0,23 : 0,53 y
papa un contenido de cristales de 0,23 : 0,53 y dobles hélices de 0,29 : 0,64.

1Unidad de medicién (WAXS) dispersién granangular de rayos X.
2Unidad de medicién (3*C CP-MAS/NMR) Polarizacién cruzada-dngulo de hilado/resonancia magnética
nuclear.
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Con base en la densidad del empaquetamiento de la estructura de dobles hélices la cual es
consecuencia directa de la longitud de las ramificaciones de amilopectina, se pueden identi-
ficar dos tipos de cristales o estructuras polimorfas (A o B) en el almidén (Quintero et al.,
2016). Los cristales tipo A son consecuencia de ramificaciones de amilopectina més largas
que los de tipo B, lo cual hace que ambos cristales posean diferentes morfologias, area super-
ficial especifica, propiedades fisicas, comportamiento ante un hinchamiento y gelatinizacién.
Los almidones tipo A poseen mayor contenido de amilosa que los de tipo B, estos ultimos
poseen un mayor contenido de fosfolipidos formando complejos lipido-amilosa (Kim and Hu-
ber, 2010). La Figura 2-3 presenta el efecto del empaquetamiento de las dobles hélices en
los cristales de almidén con la longitud de las cadenas ramificadas de amilopectina.

Figura 2-3. Empaquetamiento de las dobles hélices en los granulos de almidoén, superior:
tipo B, inferior: tipo A (Zhu, 2017).

Los almidones tipo A poseen una estructura mas cristalina que los tipo B gracias a su ma-
yor longitud de las cadenas ramificadas de amilopectina, lo que les permite empaquetarse
de forma mas densa. Lo anterior trae como consecuencia que los granulos formados por los
almidones tipo A posean un mayor diametro que los de tipo B. Para el almidén de trigo, el
tipo A posee un diametro entre 10 — 38nm y forma de disco, mientras que los tipo B inferior
a los 10nm y forma esférica (Kim and Huber, 2010).

Autores como Tester et al. (2006) han reportado la relacién entre el tamano del granulo y
la proporcién area superficial:volumen del mismo, dado que a mayor tamano del granulo
menor sera esta relacién y por ende la superficie disponible para el ataque enzimaético, es
decir, el tamano del granulo es un factor que controla la velocidad y el grado de hidrolisis
del almidén (ambas variables relacionadas de forma inversa con el tamano del granulo). Por
esto, se puede llegar a pensar que la actividad enzimatica depende mas del area superficial
disponible que de la concentracién de sustrato. También observaron que la velocidad y el
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grado de hidrélisis con una a-amilasa es mayor para el trigo, seguido por el maiz y por
ultimo para papa, lo cual corresponde al orden ascendente de tamano del granulo, la Tabla
2-1 resume algunas caracteristicas de los granulos de algunos materiales amilaceos como el
didmetro, forma y relacion area superficial:volumen.

Tabla 2-1. Caracteristicas de granulos en materiales amildceos (Tester et al., 2006; Kim and
Huber, 2010; Zhu, 2017).

Material amiliceo Tipo de almidén Forma del granulo Didmetro (nm) Relacién drea superficial:volumen

A A Poligonal 10-15 -
vena B i 3.10 )
Maliz - Esférica, /poliédrica 2-30 0,2-3:1
Tii A Lenticular 21,9 -
180 B Esférica 210 0,6-3:1
A A Poliédrica - -
oz B Poliédrica 3-8 0,8-2:1
A Lenticular 15-25 0,2-0,4:1
Cebada B Esférica 25 1,2-3:1
p A Lenticular - -
apa B Lenticular 5-100 0,06-1,2:1

El lector puede identificar mas detalles de estas relaciones en el trabajo mencionado y para
otros tipos de materiales amildceos no tan comunes, pero de manera general se observa la
influencia de la relacion drea superficial-volumen, en donde materiales como trigo, arroz y
cebadas pueden usarse para mejorar el grado de hidrolisis.

2.2. Caracterizacion de materias primas amilaceas

Los materiales amilaceos no solo constan de polimeros de glucosa, también de carbohidratos,
proteinas, fibras y lipidos en menor proporcion, los cuales poseen un efecto importante en
la disponibilidad del almidén para ser hidrolizado debido a que pueden formar complejos
no susceptibles a hidroélisis y disminuyen la disponibilidad del agua. En la naturaleza todos
estos componentes de los materiales amildceos se encuentran distribuidos en el endospermo
parte rica en almidén y proteina, el germen parte rica en grasas y vitaminas y el salvado
parte rica en fibra.

Este tipo de materiales se pueden clasificar segin su contenido de almidén y deméas compo-
nentes no amildceos en cereales como arroz, maiz, trigo, cebada y avena, con un contenido
aproximado de 30 — 80 %, leguminosas como garbanzos, lentejas, soya, frijol, chicharo y ha-
ba, con un contenido de almidén entre 25 — 50 % y tubérculos como papa, yuca, tapioca,
niame, con un contenido de almidén entre 60 — 90 % de la materia seca (Tovar Benitez, 2008;
Ruiz Cruz, 2012). Todos estos materiales amildceos deben pasar por un proceso de molienda
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y tamizado previo a su hidrolisis enzimatica, con los cuales se busca disminuir el tamano
de particula y aumentar el area superficial disponible. Dependiendo del tamano final de
particula y de la cantidad de sélidos remanentes en el material amilaceo estos pueden ser
solubles, si se trabaja con harinas cuyo tamano de particula es del orden de micréometros, o in-
solubles cuando el tamafio de particula final es del orden de milimetros (Roman et al., 2017).

Cada materia prima amildcea contiene una cantidad de proteinas, lipidos, carbohidratos,
cenizas, y almiddn, siendo este tltimo equivalente al 98 — 99 % del peso seco (Tovar Benitez,
2008), lo que le confiere una estructura determinada al grano, por esto, hay diferencias entre
las caracteristicas quimicas, morfoldgicas y fisicoquimicas de cada materia prima.

Gonzalez Tello et al. (1989) realizaron una serie de publicaciones donde exponian las ten-
dencias actuales a la fecha, en la produccion de hidrolizados enziméaticos de cereales, lactosa
y proteinas para su aplicacion a la industria alimentaria. Tenfan como principal objetivo la
produccién de cereales hidrolizados por via enzimatica, con el fin de mostrar las ventajas
respecto a métodos tradicionales de hidrolisis acida o basica, que obligan a su neutralizacién,
generando cambios en las caracteristicas organolépticas de los alimentos, para esto, hallaron
el contenido de almidén de cereales como avena, trigo, maiz, etc, tubérculos como papa,
name, etc y leguminosas como lentejas, datos presentados en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2. Contenido de almidén en materias primas amildceas (Gonzalez Tello et al., 1989).

Materia prima Almidén (%)
Maiz blanco 71:74-76*-88**-(78,89,84,65)***
Maiz azul 82
Trigo 67:69
Avena 63:67
Arroz 75:88
Cebada 65:68
Papa 65:85
Name 68:83
Mandioca 85:87
Lentejas 55:68
Habas 30:43

*(Agama-Acevedo et al., 2013) **(Liu et al., 2009) ***(Tovar Benitez, 2008)

Torruco-uco and Betancur-ancona (2007) trabajaron el aislamiento y caracterizaciéon molecu-
lar de almidén de Makal (Xanthosoma yucatanensis), donde tenfan como objetivo principal
investigar las propiedades fisicoquimicas y propiedades funcionales del almidon aislado de
este tubérculo y compararlo con otras materias primas. Se encontré un contenido de amilosa
y amilopectina de 22,4 % y 77,6 %, se compararon con almidones de yuca, maiz, papa, los
cuales son presentados en la Tabla 2-3. El contenido aparente de amilosa se estimé formando
un complejo de yodo, utilizando el método de Morrison y Laignelet (1983). El contenido de
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amilopectina se calculé por diferencia de almidén total menos el contenido de amilosa.

Tabla 2-3. Contenido de amilosa y amilopectina en materias primas amilaceas (Torruco-uco

and Betancur-ancona, 2007).
Componente

Materia prima

Maiz blanco 33-24-28-23:27-27  67-NR-72-NR-73 a,b,c, d, e f

Amilosa (%) Amilopectina (%) Referencia

Maiz azul 27-28 73-73 f, g
Makal 24-22 76-78 f

Camote 20 80 f
yuca 17-17-14-17:33 83-83-86-84 d, f h
Sagt 23 7 f
Papa 34-21-21 65-79-79 d, g, h
Trigo 27-26-27-28-23:32  73-72-73-72-68:77 e, g 1i,j

@(Gonzalez Tello et al., 1989) *(Agama-Acevedo et al., 2013) ¢(Liu et al., 2009) ¢(Tovar Benitez, 2008)
¢(Kearsley and Dziedzic, 1995) /(Herndndez-Medina et al., 2008) 9(Sivak and Preiss, 1998) *(Osundahunsi
et al., 2003) *(Villar, 2017) /(Vamadevan and Bertoft, 2015)

Li et al. (2007) analizaron el contenido de almidén en el endospermo de maiz blanco en
diferentes dias de maduracion y encontraron que a partir de los 12 dias el contenido de al-
midén incrementé desde 2g/100g hasta 88g/100g, permaneciendo constante después de 30
dias de maduraciéon. Observaron que el contenido de amilosa aumenta con su maduracién
encontrandose a los 12 dias 9,2g/100g, a los 20 dias 21,4g/100g y a los 30 dias 24g/100g,
el cual permanece sin cambio cuando el maiz llega a su madurez fisioldgica completa a los
45 dias. Se tenia como objetivo el estudio de la morfologia del granulo de almidén, el con-
tenido de amilosa, la distribucion de longitud de cadena de amilopectina y las propiedades
térmicas de los almidones del endospermo, informacién 1til para la comprension de como
enzimas catalizan la biosintesis de almidén y el crecimiento de granulos durante el desarrollo
del grano de maiz. El contenido de almidén se determiné mediante un kit total de almidén
(Megazyme. Co. Wicklow. Irlanda). El endospermo fue liofilizado antes del andlisis, se moli6
y después se lavé con etanol al 80 % para la eliminacién de glucosas. La muestra se digirié
entonces con a-amilasa y amiloglucosidasa, mezclado con el reactivo goPod (Megazyme. Co.
Wicklow. Irlanda), luego fue leido a 510nm.

El contenido de amilosa en el almidon se determind mediante el uso de cromatografia de
permeacién en gel, siguiendo el método de Song & Jane (2000): almidén (15mg) se hu-
medeci6 con agua 0,2mL y se dispersé en dimetil sulfoxido (1.8 mL) en un bafio de agua
a ebullicion, precipitando el almidén con etanol y se volvié a dispersar hirviendo en agua
destilada (bmL). Esta dispersién de almidén se inyecta en una columna de gel de Sefarosa
CL-2B gel de permeacion (Pharmacia. Piscataway. NJ) y se eluyé mediante el uso de un
eluyente que contiene 25mM de NaCl y 1mM de NaOH a una velocidad de 0,7ml/min en
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modo descendente. Muestras de 1,0mL se tomaron y se analizaron el total de carbohidra-
tos (método del dcido sulfirico-fenol) y tincién con yodo a 490nm y 630nm, respectivamente.

Hernéndez-Medina et al. (2008) determinaron el contenido de amilosa y amilopectina me-
diante el método colorimétrico, para tubérculos como el makal, camote, yuca y sugu, encon-
trando el contenido de amilosa presentado en la Tabla 2-3. Los contenidos de amilopectina
de los almidones de makal y sagu (76,4 % y 77,3 %, respectivamente) fueron menores a los
encontrados en los almidones de camote y yuca (80,4 % y 83,0 %, respectivamente), la ca-
racterizaciéon completa de estos elementos se presenta en la Tabla 2-4. El objetivo de este
trabajo fue la extraccion y caracterizacion fisicoquimica y funcional de almidones de fuentes
poco comunes o no convencionales, como el makal (Xanthosoma yucatanensis), el camote
(Ipomea batata), la yuca (Manihot esculenta Crantz) y sagu (Marantha arundinacea), con
el fin de incentivar el trabajo con materias primas no convencionales. La determinacién de
amilosa y amilopectina se realiz6 con el método colorimétrico de Morrison y Laignelet (1983).
El contenido de amilopectina se calculé por diferencia al 100 % del contenido de amilosa.

Tabla 2-4. Caracterizacién fisicoquimica de almidones no convencionales (Hernandez-

Medina et al., 2008).
Componentes (%) Makal Camote Yuca Sagdi  Papa**

Humedad 8,99 9,83 9,48 10,50  0,24:0,27

Proteina 0,16 0,22 0,06 0,64 0,55:0,61
Lipidos 0,19 0,31 0,20 0,36 NR
Fibra cruda 0,35 0,28 1,01 0,06 NR
Minerales 0,12 0,26 0,29 0,22 NR
Carbohidratos totales * 99,28 98,93 98,44 98,72 NR

Amilosa 23,60 19,60 17,00 22,70 22,65:27,05
Amilopectina 76,40 80,40 83,00 77,30 NR
NR: No reportado *Carbohidratos totales como extracto libre de nitrégeno **(Rosicka Kaczmarek et al.,
2016).

Tovar Benitez (2008) realiz6 la determinacién del contenido de almidén, mediante el ais-
lamiento de almidén de maiz por cuatro métodos de extraccion diferentes, encontrando el
porcentaje de almidon recuperado como la relacion del peso seco del almidéon recuperado
respecto al peso seco de harina o granos de maiz, encontrando para cada método un 77,52 %,
89,37 %, 83,59 % y 65,21 %, respectivamente, asi mismo se apoyé en (Astiasaran Anchia and
Martinez Hernandéz, 2003) para reportar los componentes del trigo, maiz, cebada y otras
materias primas, presentadas en la Tabla 2-5. Este trabajo tenia como objetivo la aplicacion
de diferentes métodos de aislamiento para la obtencién de un almidén de mayor pureza.
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Tabla 2-5. Composicién quimica de materiales amildceos en porcentaje base seca (To-
var Benitez, 2008).

Componente Trigo Centeno Maiz Maiz** Cebada Avena Arroz Mijo H arina Yuca***
(%) de trigo tostada*

Humedad 13,2 13,7 12,5 19,0 11,7 13,0 13,1 12,1 3,0 1,7
Protefna 11,7 11,6 9.2 8.3 10,6 126 74 106 11,9 0,1
Lipidos 2,2 1,7 38 3,5 21 5.7 24 41 1,3 1,1
Almidén 59,2 52,4 62,6 58,1 52,2 401 704 644 79.4 94,6

HCO 10,1 16,6 8,4 2,10 19,6 22,8 5,0 6,3 3,3 1,7
Fibra cruda 2,0 2,1 2,2 7,9 1,6 1,6 0,7 1,1 0,7 1,7
Minerales 1,5 1,9 1,3 1,1 2.3 2.9 12 16 0,5 0,30

HCO: Otros Carbohidratos *(Gonzalez Tello et al., 1989) **(Arias et al.) ***(Torruco-uco
and Betancur-ancona, 2007).

Agama-Acevedo et al. (2013) realizaron un andlisis sobre dos clases de maiz, blanco y azul,
cuya diferencia era la dureza del grano, cuantificando la cantidad de almidén, amilosa y
distribucion de las cadenas de amilopectina. Encontraron que el contenido de almidén antes
de la etapa de maduracion era aproximadamente 71,00g/100g para ambos, pero luego de la
etapa de maduracién (madurez fisioldgica) la acumulacion del almidén fue de 81,7g/100g
para el maiz blanco y 76,22g/100g para el maiz azul. El contenido de amilosa antes de la
etapa de maduracion presenta diferencias significativas entre el maiz blanco y maiz azul de
20,6g/100g y 22,40g/100g, respectivamente, luego del proceso de maduracién la diferencia
fue de 32,90g/100g y 27,40g/100g (Tabla 2-2), comprobando que existen diferencias en el
proceso de biosintesis de estas moléculas. Es importante senalar que el contenido de amilosa
también depende de la variedad ya que en maiz el intervalo en el contenido de amilosa es
25,00-35,00g/100g (Tabla 2-3) para almidones normales.

Rosicka Kaczmarek et al. (2016) menciona como cerca del 37 % de la agricultura global, esta
dedicada a la produccién de cereales y al crecimiento de varias especies de trigos. Presentando
a lideres productores como China (19 %), India (12 %), Estados Unidos (11 %), entre otros.
Adicional a esto, realizaron un analisis sobre tres tipos de trigo, caracterizando el contenido
total de proteinas, lipidos, fosfato y amilosa. Encontrando diferencias significativas entre los
diferentes cultivos lo cual mencionan puede deberse a las condiciones climéticas y tipo de
suelo. El almidén aislado se analizé mediante el método de Polish Standard PN-84/A-74706,
el contenido de proteina mediante el método de Kjeldahl y el contenido de lipidos totales
mediante método Soxhlet Weibull usando éter de petréleo como solvente. El contenido de
amilosa aparente fue determinado usando un kit enzimatico comercial (Megazyme AM/AMP
01/96, Wicklow, Ireland).

Se deja al lector la disponibilidad de encontrar mas informacién respecto a caracterizaciones
y contenidos de almidén en trabajos como los realizados por (Zhu, 2017), el cual realiza
una revision de literatura encontrando contenido de amilosa y su método de cuantificacién
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proteinas, lipidos, cenizas y fosfatos, de mas de 10 especies de almidones.

2.3. Conclusiones

Con este capitulo se buscé que el lector adquiera una idea global de la composiciéon del
almidon, algunas de las materias primas y procesos de cuantificacion, notando que es in-
teresante el trabajo con estos materiales ya que cerca del 37 % de la agricultura global, estd
dedicada a la produccién de cereales y al crecimiento de varias especies de trigos. Presen-
tando a lideres productores como China (19 %), India (12 %), Estados Unidos (11 %), entre
otros (Rosicka Kaczmarek et al., 2016).

Las fuentes de almidén mdas importantes son los cereales (maiz, arroz, trigo) con un contenido
aproximado de 30 — 80 %, leguminosas (frijol, chicharo, haba) un 25 — 50 % y en tubérculos
(papa, tapioca, yuca, name) un 60 — 90 % de la materia seca (Tovar Benitez, 2008) y también
existe una gran variedad en cuanto al contenido de almidén en las materias primas, dentro
de las mas tradicionales se tiene el maiz blanco con una cantidad entre el 65% y 89 %, el
trigo con cantidades entre el 67 % y 69 % y papa entre el 65% y el 85 %.

La composicién de amilosa y amilopectina dentro de una molécula de almidén dependeré de
la fuente y condiciones climaticas o tipo de suelo sobre el cual fue sembrado, variando entre
un 20 % : 30 % de amilosa y 70% : 80 % de amilopectina (Chung and Liu, 2009; Pandey
et al., 2017), dada la naturaleza lineal, flexible y de gran longitud de la amilosa, le confiere
la capacidad de enrollarse formando estructuras helicoidales, generando entornos hidréfobos
en su interior, para la amilopectina al encontrarse en mayor proporcién genera estructuras
organizadas donde las cadenas lineales forman dobles hélices paralelas en una estructura
cristalina tridimensional, lo que permite clasificar el almidén en dos regiones, una amorfa
y otra cristalina, las cuales poseen diferente susceptibilidad ante degradaciones enzimaticas,
siendo la regién amorfa mas susceptible, de lo que se puede concluir que a mayor contenido
de amilosa, menor sera la region cristalina presente y por lo tanto mas susceptible a dichas
degradaciones enzimdticas. Segun esto se pueden identificar materias primas como el trigo
con un contenido de cristales de 0,36 : 0,39 (Tester et al., 2006) que lo hacen ideal respecto
a otras para su trabajo a gran escala.

Se puede concluir que materiales como el trigo, arroz y la cebada son buenos prospectos para
trabajar procesos de hidrélisis y la existencia de una relaciéon entre el tamano del granulo
y la proporcién area superficial:volumen del mismo, dado que a mayor tamano del granulo
menor sera esta relacién y por ende la superficie disponible para el ataque enzimaético, es
decir, el tamano del granulo es un factor que controla la velocidad y el grado de hidrolisis
del almidén.



3. Hidrodlisis enzimatica de materiales
amilaceos

3.1. Hidrdlisis enzimatica de almiddn

Sobre los materiales amilaceos se realiza un pretratamiento con el fin de obtener una ma-
teria prima en la cual sus elementos de interés (almidén) se encuentren disponibles. Este
pretratamiento puede ser fisico (Roman et al., 2017), consiste en la disminucién del tamanio
de particula mediante molienda de la muestra, permitiendo mejorar efectos de transferencia
de masa y una mayor disponibilidad de la enzima por el sustrato (Monsalve G. et al., 2006).
Otro tipo de pretratamiento es fisicoquimico (calentamiento en presencia de agua y presiones
elevadas). Dentro de estas tltimas se prefiere la técnica del calentamiento rapido seguido de
una descompresion sibita, después de un tiempo de contacto pequeno, lo que se conoce como
HTST (high temperature, short time) (Gonzalez Tello et al., 1989).

La hidrélisis enziméatica de materiales amildceos consiste en una serie de reacciones multiples,
en las cuales actuan las amilasas, complejo enzimatico que funciona de forma sinérgica en su
accién sobre el almidén, degradédndolo en polisacaridos y oligosacaridos de glucosa (Cinelli,
2012), se divide en tres etapas principales, gelatinizacién, licuefaccién y sacarificaciéon, des-
critas a continuacién.

Gelatinizacion: Proceso mediante el cual el almidén en solucién acuosa es sometido a un
aumento de la temperatura, lo que genera hidratacion, hinchazén y retencién del agua por
parte de los granos de almidon, esto sucede hasta un punto donde la temperatura es lo sufi-
cientemente alta para el grano lograr retener la maxima cantidad de agua posible, generando
asi su rompimiento de manera irreversible, exponiendo los componentes de interés como la
amilosa y la amilopectina en el seno del fluido. Este proceso genera un aumento progresivo
de la viscosidad del sistema, cuando los granulos se rompen, la viscosidad se reduce hasta un
valor estable en el que se produce un gel cuyas caracteristicas fisicas y quimicas son diferentes
en cada almidén (Ruiz Cruz, 2012).

En general, los granulos hinchados son enriquecidos en amilopectina, mientras que la amilosa
lineal se difunde o lixivia fuera de los granulos hinchados y forma la fase continua fuera de
los granulos (Ji et al., 2017; Kong et al., 2018). Este hinchamiento de los granulos causa a su
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vez un aumento en el nimero y tamano de los poros y agujeros presentes en la superficie de
los granulos y en los canales internos, por donde puede difundir més facilmente las enzimas
que realizaran la hidrdlisis, lo que aumenta su afinidad y absorcién (Kong et al., 2018). En
la gelatinizacién, se calienta el almidon en solucién acuosa a presion atmosférica o a altas
presiones, en cuanto al efecto de la presién, se sabe que las altas presiones afectan la es-
tructura secundaria de la regién cristalina del almidén (hélices), ademés de que el efecto es
inmediato e independiente del tamanio y la forma de los granulos de almidén (Li et al., 2015),
sin embargo, el efecto de la presion por si solo no causa una hinchazén de los granulos ni una
liberacién de la amilosa hacia el exterior de los mismos (Ji et al., 2017), por lo que la me-
jor opcién es combinarlo con altas temperaturas o con agitacion, lo cual incrementa su efecto.

Varios autores han reportado las condiciones de la etapa de gelatinizacion para diferentes
materias primas, Baks et al. (2008) realiza la gelatinizacién de almidén de trigo a una tem-
peratura de 90°C durante 30min, Ruiz et al. (2011) la realiza sobre almidén de yuca a 66°C
durante 30min y 390rpm, Betiku et al. (2013) lo realiza sobre almidén de papa a 97°C por
bmin, Zabed et al. (2016) sobre almidén de maiz a 90°C entre 5 y 15min al igual que Li
et al. (2015) a 90°C pero durante 1h y Dura et al. (2014) llevando la temperatura desde
50°C hasta 90°C durante periodos inferiores a los Smin.

Licuefaccién: En este proceso se genera la hidrdlisis parcial de los componentes de la
parte amorfa del almidén, generalmente mediante unas enzimas denominadas a-amilasas,
las cuales generan polisacéaridos de longitud media (5 a 10 unidades de glucosa) y pequenas
cantidades de otros componentes de alto y bajo peso molecular como glucosa, maltosa, etc
(Gonzalez Tello et al., 1989; Li et al., 2007).

Tabla 3-1. Condiciones de operacion etapa de licuefaccion.

Temperatura (°C) pH Agitacién (rpm) Presién (bar) %p/p Almidén Relacién enzima-sustrato Tipo de gelatinizacién Referencia
Almidén de trigo
60 6,5 300 1 1 1,4-113,0%p/p NR (Ozbek and Semra, 2001)
NR NR NR 1 20-70 NR Térmica (Guo et al., 2018)
50 7,0 NR 45000 5 0,1-10,0 %p/p Térmica/altas presiones (Baks et al., 2008)
90 7,0 NR NR 20 %p/p NR Térmica (Kovaa et al., 2013)
Almidén de Maiz
90 6 NR 1 25 0,45 %p/p Térmica (Zabed et al., 2016)
37 7 350 1 0,5 3,7U/mg Térmica (Roman et al., 2017)
40 6-7 160 1 45 500U /g Térmica (Kong et al., 2018)
50 6 50 1 20 5U/g Quimica (Dura et al., 2014)
90 6 200 1 10-60 12U/g Térmica (Li et al., 2015)
Almidén de Yuca
95 5,5 200 1 1 0,09 %p/p peptinasas (Collares et al., 2012)
80 5 390 1 10 130,5U/g Térmica (Ruiz et al., 2011)
40 4,0 100 NR 20%p/v NR Térmica (Krajang and Chamsart)
Almidén de arroz
50-60 6,5 300 1 1 9000U /g NR (Apar and Ozbek, 2004)
NR:No reporta

En la Tabla 3-1 se observa una variedad en las condiciones de la etapa de licuefaccion, entre
materias primas se presentan variaciones, la temperatura varia entre los 37°C y los 95°C,
siendo 90°C la méas comtun. Para almidén de trigo, maiz y arroz se reportan pH basicos iguales
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o superiores a 6,0. Respecto a la agitacion se observan variaciones pero es comun encontrar
valores entre los 200rpm y 300rpm, también se reportan diferencias entre los porcentajes de
almidoén y relaciones enzimas sustrato, todo dependiendo del objetivo de la investigacion.

Sacarificacién: Una vez generados los componentes a partir del proceso anterior otro grupo
de enzimas llamado Amiloglucosidasas (AMG) se encargan de hidrolizar completamente los
polisacéridos de tamano intermedio hasta glucosa principalmente. Compuestos como mal-

tosa, maltotriosa y otros, se generan, pero nuevamente son hidrolizados por las enzimas
(Gonzalez Tello et al., 1989; Ruiz Cruz, 2012).

Tabla 3-2. Condiciones de operacién etapa de sacarificacion.

Temperatura (°C) pH  Agitacién (rpm) Presién (bar) %p/p Almidén Relacién enzima-sustrato Tipo de gelatinizacién Referencia

Almidén de Maiz

30 42 200 1 25 0,34 Térmica (Zabed et al., 2016)

50 4,0 50 1 20 4U/g Quimica (Dura et al., 2014)
Almidén de Yuca

60 4,0 200 1 1 0,052-0,084 %p/p Con peptinasa (Collares et al., 2012)

70 4,5 390 1 10 81,5U/g Térmica (Ruiz et al., 2011)
Almidén de papa

45 NR NR NR 27,5 %p/v NR Térmica (Betiku et al., 2013)

30:60 3,5:5,9 NR NR NR 1%v/v Térmica (Miklasevicius et al., 2013)
NR:No reporta

En la Tabla 3-2 se observa una variedad en las condiciones de la etapa de sacarificacion
entre materias primas se presentan variaciones, las temperaturas varian entre los 30°C y
70°C siendo menores a las reportadas en sacarificacién, los pH varian entre 3,5 y 5,9 y
la agitacién puede encontrarse entre las 50rpm y 200rpm, el contenido de almidén y las
relaciones enzima sustrato difieren en cada caso, de acuerdo al objetivo de investigacion, lo
que lleva a tener resultados diferentes con cada especificacion.

3.2. Enzimas implicadas en la hidrdélisis de almidén

En la seccién anterior se hablé de la hidrdlisis enzimatica de materiales amilaceos y las
etapas que la caracterizan, pero esto no es independiente de las enzimas que actian en el
proceso, lo que hace necesario profundizar un poco en sus propiedades, condiciones optimas
de actuacion y complementar y dar una idea acertada del proceso de hidrélisis enziméatica.

Las enzimas usadas en este proceso se denominan hidrolasas, especificamente las amilasas;
de acuerdo a su mecanismo de accién se pueden clasificar en tres tipos a-amilasas (1,4-
a-D-glucano-glucanohidrolasas), f-amilasas (1,4-a-D-glucano-maltohidrolasas) y amiloglu-
cosidasas (1,4-a-D-glucanohidrolasas). Los posibles puntos del ataque enzimdtico sobre el
almidén son en los enlaces glucosidicos a-(1,4) v a-(1,6) de los residuos terminales de glu-
cosa (exoamilasas), enlaces internos a-(1,4) de la amilosa y amilopectina (endoamilasas) y
enlaces a-(1,6) de los puntos de ramificacién (enzimas de desramificacion) (Khlestkin et al.,
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2018).

Este proceso se realiza mediante un complejo enzimatico, el cual estd conformado por en-
doamilasas que catalizan la hidrolisis de enlaces a-1,4 en el polimero de manera aleatoria,
generando oligosacdridos lineales y ramificados, un ejemplo de estas es la a-amilasa. Otro
grupo son las exoamilasas que actian sobre los extremos de las cadenas de amilosa y amilo-
pectina, catalizando tanto la hidrélisis de enlaces a -1,4 como a-1,6, ataca preferiblemente
oligosacaridos (la hidrélisis de polisacaridos se produce a tasas mds lentas), generando la
liberacién de moléculas de D-glucosa desde los extremos no terminales. Se tienen enzimas
desramificadoras, que se encargan de catalizar la hidrdélisis exclusiva de enlaces a-1,6 pre-
sente en los puntos de ramificaciéon de la amilopectina, las principales son la isoamilasas y
pululanasas (Cinelli, 2012), asi mismo, se presenta el uso frecuente de la amiloglucosidasa
usada en la industria alimenticia, aunque existen otras como la S—amilasa, s6lo actia en
a-1,4 de cadenas no reductoras terminales y el principal producto de hidrolisis es maltosa
(disacarido de glucosa) y la a-glucosidasa, también conocida como la maltasa, para el caso
de interés se profundizara un poco en las o -amilasas y amiloglucosidasas.

3.2.1. oa—amilasa EC.3.2.1.1

También conocida como a-1,4 glucanohidrolasa o glucogenasa, es una glucanasa endoactiva
que cataliza la hidrdlisis al azar de los enlaces a-(1,4)-D-glucosidicos en polisacaridos que
contienen tres o mas unidades de D-glucosa. Trabaja sobre el almidén, glucégeno, polisacari-
dos y oligosacaridos relacionados de manera aleatoria; Los grupos reductores se liberan en
la configuracién alfa («), el cual se refiere a la configuracién anomérica inicial del grupo de
azucar liberado y no a la configuracién del enlace hidrolizado (Kadziola et al., 1994).

La a- amilasa actia en la regién central de las cadenas de amilosa y amilopectina excepto
en las proximidades de los puntos de ramificaciéon (Presecki et al., 2012). La hidrdlisis de la
amilopectina por esta enzima produce glucosa, maltosa y una serie de dextrinas que contie-
nen enlaces ramificados conformados por cuatro o mas residuos de moléculas de glucosa que
presentan enlaces a-1,6 provenientes de las uniones glucosidicas de la estructura original.
Los productos obtenidos en mayor concentraciéon son maltosa, maltotriosa y maltopentosa,
hidrolizando completamente la maltohexosa (Morales et al., 2008).

Las a-amilasas comerciales pueden ser de origen bacteriano (Bacillus Licheniformis, B. sub-
tilis, B. amyloliquefaciens) o de origen fungico (Aspergilus Orizae, A. niger, A. falvus). Las
enzimas de origen bacteriano suelen ser mas termoestables que las que las de origen fingico
Gonzalez Tello et al. (1989). El peso molecular reportado para las a-amilasas provenientes
de Bacillus Licheniformis se encuentra alrededor de los 60kDa (Ruiz Cruz, 2012).
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Esta enzima presenta una secuencia de 403 aminoacidos la cual contiene en los sitios activos
residuos como (AS) ASP 179, GLU 204, ASP 289 y otros como (SS) TRP 276 y TRP
277 (Kadziola et al., 1994). Esta conformada por las estructuras secundarias: 3 Hojas beta,
6 unidades beta -alpha- beta, 4 horquillas beta, 6 bucles beta, 15 hebras, 19 hélices, 15
interacciones hélice-hélice, 35 giros beta, 9 giros gamma (Figura 3-1), si se desea tener més
informacion de la enzima se puede buscar con el codigo PDB: lamy.

Figura 3-1. Estructura de la enzima a—amilasa. Tomado de UCSF Chimera.

Se sabe que forma interacciones con iones calcio (Ca™2), los cuales presentan una funcién
estructural Ca502 (A) y otros una funcién catalitica Ca501 (A) y Ca 500 (A), quienes estan
asociados con 8, 8 y 7 ligandos, adicional a esto presenta asociadas a su estructura 142

moléculas de agua.

Figura 3-2. Cavidades de la a-amilasa. Tomado de BRENDA.

La Figura 3-2 muestra 10 cavidades que se presentan en la a- amilasa, de las cuales la de
mayor volumen es la presentada en color purpura y es equivalente a 1228,92A3 seguida de
la cavidad de color roja con 883,41A3 hasta la cavidad de color azul claro, la cual tiene el
menor volumen equivalente a 434,11A3. La cavidad de mayor volumen contiene en su ma-
yoria aminoacidos aroméaticos como triptéfano, tirosina, fenilalanina y otros como alifaticos,
positivos, negativos y neutros, por lo cual se puede pensar que es el sitio activo de la proteina
dada la variedad de estos aminoacidos dentro de los cuales se encuentras incluidos los del
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sitio catalitico.

Como se menciond las a-amilasas pueden provenir de varias fuentes bacteriano o micro-
biano, por ejemplo de Bacillus licheniformis, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae y muchas
otras, lo que generan variaciones en las condiciones de operacién con estas enzimas como pH,
temperatura, activadores, fuentes de sustrato. La base de datos BRENDA ! (Braunschweig
Enzyme Database) presenta un conjunto de condiciones tomadas de diferentes fuentes. Para
temperatura reportes desde los 25°C hasta 100°C, pH entre los 4,0 unidades hasta 9,0 unida-
des y activadores como Ca*?; CaCly; Mg*2; Nat;PO;?;S,02. Las condiciones frecuentemente
reportadas son temperaturas >50°C y pH > 5 unidades. Estos datos son corroborados con
fichas técnicas como el caso de la a-amilasa comercial producida por Bacillus licheniformis,
la cual reporta pH éptimos entre 5,5 : 5,8 y temperaturas entre los 95°C (para 90 : 120min,
base humeda) y 85 : 93°C(para 90 : 120min, base seca), junto con 50ppm de Ca™ (Genencor,
2006).

Se tienen otros autores que también reportan las condiciones optimas para la a-amilasa,como,
Tomasik and Horton (2012) y Pandey et al. (2017), reportan varias temperaturas y pH 6ptimo
para a-amilasa de acuerdo a su fuente, si proviene del pancreas humano su temperatura
optima esta entre los 30 : 50°C y el pH éptimo entre los 7,0 : 7,2, pero si se trata de fuentes
como B. licheniformis las temperaturas 6ptimas pueden estar entre los 70 : 90°C con un pH
6ptimo de 7,9 o si proviene de A. niger la temperatura optima esta entre 40 — 60°C y pH
optimo entre 4 : 6, lo que muestra la variabilidad de la enzima de acuerdo a su fuente.

3.2.2. Amiloglucosidasa EC.3.2.1.3

Conocida como glucan—a-(1,4)-D-glucosidasa, glucan 4-a-D-glucohidrolasa, glucoamilasa,
Exo-a-1,4-glucosidasa. Exoenzima que cataliza la hidrdlisis de residuos terminales de D-
glucosa unidos por enlaces a-1,4, desde extremos no reductores con liberacién de S-D-glucosa,
donde (B ) se refiere a la configuracién anomérica inicial del grupo del aziicar liberado (Kad-
ziola et al., 1994).

Muchas formas de la enzima pueden hidrolizar rapidamente enlaces a-(1,4) y a-1,6-D-
glucosidicos, a mas baja velocidad, cuando el siguiente enlace en la secuencia es 1,4 (Kadziola
et al., 1994), dado que se unen més facilmente a las cadenas largas que a las cortas e hi-
drolizan antes los enlaces « -1,4 que los a-1,6 (Gonzalez Tello et al., 1989). Adicional a
esto, algunas enzimas de este tipo hidrolizan no solo enlaces a-1,6, sino enlaces a-(1,3)-D-
glucosidicos de otros polisacaridos.

'https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1. 1&Suchword=g¢reference=4UniProtAcc=
&organismy5B,6D=Bacillus+licheniformis


https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.1&Suchword=&reference=&UniProtAcc=&organism%5B%5D=Bacillus+licheniformis
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.1&Suchword=&reference=&UniProtAcc=&organism%5B%5D=Bacillus+licheniformis

22 3 Hidrdlisis enzimatica de materiales amilaceos

Las principales fuentes de amiloglucosidasas, se encuentran hongos filamentosos del género
Aspergillus y Rhizopus, especificamente A. niger, A. awamori y R. oryzae. Las principales
cepas bacterianas productoras de amiloglucosidasas son Flavobacterium sp., B. stearother-
mophilus, Clostridium sp. y Lactobacillus amylovorus, entre las cuales, aquellas producidas
por Bacillus y Clostriduim presentan termoestabilidad. Poseen pesos moleculares cercanos
a 60kDa. El peso molecular de las amiloglucosidasas fungicas también depende de la fuente,
para las formadas a partir de Aspergillus niger, su peso molecular se encuentra entre 60kDa
y 7T0kDa (Paszczvdski et al., 1982; Harsa and Furusaki, 2001).

Se cree que contiene en su cadena principal de aproximadamente 108 aminoacidos un sitio
activo conformado por aspartato (Asp 200), glutamato (Glu 203), triptéfano (Trip 144) (
http://www.uniprot.org/uniprot/P69328. Esta conformada por las estructuras secunda-
rias: 3 hojas beta, 1 giro beta, 1 horquillas beta, 8 hebras, 1 hélice, 12 giros beta,6 giros
gamma, 1 puente disulfuro (Figura 3-3), si se desea tener mas informacién de la enzima se
puede buscar con el cédigo PDB:1acz.

Figura 3-3. Estructura de la amiloglucosidasa. Tomado de UCSF Chimera.

Puede forman dos asociaciones denominadas ligandos con estructuras como oligosacaridos
de glucosa, en sus diferentes configuraciones. El primer ligando conformado por 7 moléculas
de glucosa interacciona formando puentes de hidrégeno con el TRP 543 especificamente con
el oxigeno &cido y forma interacciones de otro tipo (electrostéticas) con el Glu 544 y Trip
590, todos en la cadena (A). El segundo ligando conformado por 7 moléculas de glucosa,
se encuentra asociado a los residuos cataliticos como Tyr 566, Pro 561, Thr 524, Thr 525,
mediante puentes de hidrégeno y asociado a moléculas como thr 557, Lys 555, Tyr 527, Ser
558, mediante otro tipo de interacciones (electrostaticas).


http://www.uniprot.org/uniprot/P69328
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Figura 3-4. Cavidades de la Amiloglucosidasa.Tomado de BRENDA.

La Figura 3-4 muestra las cavidades que se presentan en la amiloglucosidasa, donde se en-
cuentran 10 de las cuales la de mayor volumen es la presentada en color rojo y es equivalente
a 683,02A3 seguida de la cavidad de color purpura con 494,44A3 hasta la cavidad de color
azul claro, la cual tiene el menor volumen equivalente a 165,80A3. La cavidad de mayor
volumen contiene en su mayoria aminoacidos negativos como el aspartato y el glutamato,
se cree que este es el sitio activo de la proteina dado que este tipo de aminodacidos estan
pertenecientes al sitio activo y por su proximidad a los ligandos asociados.

Al igual que las a-amilasas, las amiloglucosidasas provienen de diversas fuentes, como lo
son Aspergillus Niger, Aspergillus Oryzae, Bacillus Licheniformis, Bacillus Subtilis, algunas
clases de Saccharomyces, entre otras (Scheer et al., 2011), por esto, se presentan diversas
condiciones de operacion con estas enzimas como pH, temperatura, activadores, fuentes de
sustrato. En la base de datos BRENDA 2 presenta un conjunto de condiciones tomadas de
diferentes fuentes. Para temperatura reportes desde los 20°C hasta 70°C, pH entre los 3,5
unidades hasta las 8,0 unidades y activadores como Ca*?, Ba*?, Cu*?, Co*?, Mn*2, Zn*2.
Las condiciones frecuentemente reportadas son temperaturas mayores a 50°C y pH superio-
res > 4 unidades. Estos datos. corroborados con fichas técnicas como el caso de la AMG
comercial producida por Aspergillus niger, la cual reporta temperaturas entre los 58 : 65°C
y pH 6ptimos entre 4,0 unidades y 4,4 unidades (Genencor, 2007).

Aligual que para las a-amilasas, (Tomasik and Horton, 2012) y Pandey et al. (2017), reportan
varias temperaturas y pH 6ptimo para amiloglucosidasas de acuerdo a su fuente, por ejemplo,
A. niger presenta temperaturas 6ptimas entre los 50 : 70°C, con pH éptimos entre 4,0 : 5,0,
si la fuente es A. oryzae, la temperatura éptima esta entre los 50 : 65°C y el pH éptimo
es de 4,5, pero si proviene de A. awamori presenta una temperatura optima de 60°C y un
pH de 4,5. de esta manera se observa que para estas enzimas las temperaturas 6ptimas se
encuentran alrededor de los 60°C y pH alrededor de 4,5.

’https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.3&Suchword=&reference=¢UniProtAcc=
&organismy5BY,6D=Aspergillus+niger


https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.3&Suchword=&reference=&UniProtAcc=&organism%5B%5D=Aspergillus+niger
https://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.3&Suchword=&reference=&UniProtAcc=&organism%5B%5D=Aspergillus+niger
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3.2.3. Otras enzimas

p-amilasa (EC 3.2.1.2 ): cataliza la hidrélisis de los enlaces glucosidicos a-(1,4) en po-
lisacaridos, con el fin de eliminar las sucesivas unidades de maltosa en los extremos no
reductores de las cadenas, actia sobre almidén, glucdégeno, polisacaridos relacionados y oli-
gosacaridos produciendo [S-maltosa por una inversion (Swiss Institute of Bioinformatics,
2017). Las f-amilasas son exoenzimas que atacan a las cadenas de almidén por sus extremos
no reductores liberando maltosa; la acciéon de esta enzima se bloquea cuando se encuentra
un enlace a-(1,6) (Gonzalez Tello et al., 1989).

a—glucosidasa (EC 3.2.1.20): también conocida como maltasa, cataliza la hidrolisis de
residuos de cadenas no reductoras con enlaces a-(1,4), para la liberacién de glucosa, son un
grupo de enzimas cuya especificidad se dirige principalmente hacia la exohidrélisis de enlaces
glucosidicos « -(1,4), hidrolizan rapidamente oligosacaridos, en relacién con los polisacaridos,
que se hidrolizan relativamente a tasas mas lentas o no lo hacen (Gonzalez Tello et al., 1989;
Swiss Institute of Bioinformatics, 2017).

Pululanasa (EC: 3.2.1.41): también conocida como pulalan-6-glucanohidrolasa, hidroliza
los enlaces glucosidicos a-1,6 en el pululan, amilopectina y glucdégeno tiene como producto
principal la maltotriosa y maltosa (Swiss Institute of Bioinformatics, 2017), esta es usa-
da como enzima complementaria para la hidrélisis de amilopectina junto con la a-amilasa,
hidroliza facilmente las amilopectinas del almidén (Gonzalez Tello et al., 1989). Las pulula-
nasas tienen un peso molecular que fluctia entre 70kDa y 110kDa (Ruiz Cruz, 2012).

Isoamilasas (EC. 3.2.1.68): cataliza la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos a-(1,6) en
glucégeno y amilopectina. La maltosa es el aziicar méas pequeno que puede liberar de un
enlace a-(1,6) (Swiss Institute of Bioinformatics, 2017).

A partir de esta informacién se puede proponer un esquema general de hidrolisis enzimati-
ca partiendo de amilosa y amilopectina, proveniente del proceso de gelatinizacién (Figura
3-5, luego se da la conversién de estos compuestos a otros de menor peso molecular con
grado de polimerizacion entre 4 y 7, como maltosa, maltotriosa, maltotetrosa y maltopento-
sa, donde finalmente en el proceso de sacarificacion son transformados a glucosa. Desde el
proceso de gelatinizacion hasta el proceso de sacarificacion, las enzimas implicadas no solo
generan los componentes mayoritarios, también presentan en menor proporcion la formacién
de moléculas de glucosa.
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Figura 3-5. Accion de enzimas enzimas sobre la amilosa y amilopectina.

Es importante resaltar que no se conoce exactamente la ruta mediante la cual la amilosa y
amilopectina es hidrolizado o como los oligosacaridos de mayor peso molecular llegan hasta
maltosa, maltotriosa, maltotetrosa, maltopentosa y glucosa, el esquema de la Figura 3-5
es una generalizacién de los posibles puntos de ruptura por parte de las enzimas (dado
su caracter endo o exo) sobre los oligosacaridos involucrados, como se discutird en secciones
posteriores los oligosacaridos como maltosa, maltotriosa y maltopentosa se pueden encontrar
en mayor proporcién respecto a otros.

3.3. Relaciones enzima-sustrato

Aspectos como el pH, la temperatura de operacion y agitacién del sistema, juegan un papel
fundamental en el entendimiento de los procesos de hidrélisis enziméatica, pero no son los
unicos, variables como el porcentaje de sélidos y la relacion enzima-sustrato (relacion E/S)
presentadas en secciones anteriores tienen un rol fundamental en estos procesos.

La relacion E/S habla de la cantidad de enzima que se adiciona por cierta cantidad de
almidén o en su defecto cantidad de masa. Es importante conocer estas cantidades dado que
es comun encontrar en este tipo de procesos inhibiciones por producto o sustrato (Zanin
et al., 1996; Morales et al., 2008; Ruiz Cruz, 2012).
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Tabla 3-3. Relaciones enzima sustrato para a-amilasa.

Relacién E/S Relacién E/S (La—amitasa/ TMaimidén seco) Referencia
0,068 %p/p 0,57 (Baks et al., 2008)
2,25mL o amitasa/Latmidén 2,25 (Ozbek and Semra, 2001)
1%v/v 0,10 (Betiku et al., 2013)
0,814 Liav—amitasa/ Eatmiden 0,80 (Collares et al., 2012)
3Kkeo—amitasa/ TMatmidon 2,50 (Zabed et al., 2016)
0,5mLy—amitasa/KSmasa 0,40 (Johnston and McAloon, 2014)
1,4:113%p/p 11,67:941,67 (Ozbek and Semra, 2001)
1,2:1,4kg0 —amitasa/ TMatmidon seco 1,40 (Genencor, 2006)

La Tabla 3-3 y Tabla 3-4 presentan diferentes relaciones E/S para las enzimas a-amilasa y
AMG, respectivamente. Puede encontrarse una gran variedad de relaciones y en diferentes
unidades incluso puede analizarse en funcién de la actividad enzimatica (U) como se observa
en la Tabla 3-1 y Tabla 3-2, Cuando asumimos que la densidad de las enzimas y del almidén
diluido son aproximadamente 1,2g/mL y 1,0g/mL podemos llevar los valores a una unidad
genérica (Lenzima/TMaimidén seco”) (Genencor, 2006, 2007).

Tabla 3-4. Relaciones enzima sustrato para AMG.

Relacién E/S Relacion E/S (Laya/TMamidon seco) Referencia
0,52 mganc /Saimidén 0,43 (Collares et al., 2012)
0,075 %v /v 0,75 (Zabed et al., 2016)
0,4 mLanc / k&hasa (1,6 k/MT 0tz seco) 0,40 (Johnston and McAloon, 2014)

0,47uL arnrc/ Satmidon 0,47 (Ruiz Cruz, 2012)

0,4 mLAA,m/ZLOOmLS,)lum;{;n almidén 1,00 (Zanin et al.7 1996)

1,5mL A6 / Lsotucion atmidén 1,50 (Morales et al., 2008)
0,36:1kganc (0,29:0,88Lanic) / TMatmiden seco 0,88 (Genencor, 2007)

*Se multiplicé por el porcentaje de almidén encontrado para este trabajo 80,70 %

Como punto de comparacién se tiene la informacion trabajada por las fichas técnicas (ltima
fila de cada Tabla), respecto al cual para a-amilasa se presentan relaciones superiores e
inferiores este valor y para AMG la mayoria de valores estan son inferiores a excepcién de
dos valores 1,00 y 1,50 (Lanre /TMaimidsn seco), l0s cuales pueden ser propuestos para su uso
en el proceso.

3.4. Conclusiones

Las a-amilasas poseen rangos de operacion para temperatura y pH superiores a los 50°C' y
5,0, respectivamente, la amiloglucosidasa posee rangos de operacion para temperatura y pH
superiores a los 50°C y 4,0, respectivamente, de este modo puede pensarse en temperaturas

3Las unidades fueron organizadas de acuerdo con las reportadas por las fichas técnicas usadas donde
TMaimidénseco hace referencia a 1000kg de almiddén seco
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de operacién similares (alrededor de los 60°C). Estas enzimas también poseen una diferencia
en la cantidad de aminoacidos que la conforman 403 para la a-amilasa y 108 para la ami-
loglucosidasa lo que generan una variacion en sus pesos moleculares, 60kDa y 60 : 70kDa,
respectivamente, lo que les confiere propiedades diferentes a las enzimas, de modo que actian
sobre cadenas de oligosacéaridos diferentes.

Para el proceso de hidrélisis enzimatica se debe analizar de manera conjunta las condiciones
del proceso y las condiciones 6ptimas de las enzimas como pH y temperatura, si bien no son
los unicos factores que afectan, tienen una gran importancia a la hora de efectuarse el proce-
so, por ejemplo,las a-amilasas provenientes de hongos poseen un pH éptimo mas acido que
aquellas provenientes de bacterias, animales o plantas, lo cual es debido al cardcter acidofilo
que por lo general poseen estos primeros. En contraste, aquellas a-amilasas producidas por
bacterias soportan mejor condiciones alcalinas que el resto. En cuanto la temperatura se
observa que las enzimas bacterianas tienden a ser termdfilas, mientras que las fungicas y
animales requieren temperaturas mas bajas, lo cual es debido a que a altas temperaturas
estas comienzan a sufrir cambios conformacionales que decrecen de forma significativa su
actividad (Pandey et al., 2017).

Entre las ventajas de emplear enzimas termoestables se incluye la reduccion de la viscosidad
de la mezcla de reaccion, asi como la contaminaciéon con otros microorganismos. Muchas
a-amilasas son metal-dependientes de iones divalentes como por ejemplo Ca®2, Mg*2, Mn*?
y Zn*2. Suplementar el medio con Ca*? es generalmente requerido para las a-amilasas bacte-
rianas, dado que aumenta su termoestabilidad gracias a que expulsa los residuos hidrofébicos
de la proteina hacia el exterior por medio de un proceso de salting out. Sin embargo, algunos
iones metales divalentes como el Li™?, Cu™® y el Hg'? poseen efectos negativos (Pandey
et al., 2017).

La importancia en la determinacién y anélisis de relaciones E/S, se fundamenta en su impacto
en el escalado de procesos, aplicando la metodologia propuesta en este trabajo y en como la
variacién del volumen del proceso, genera cambios significativos en las relaciones E/S.



4. Modelado, simulaciéon y escalado del
proceso de hidrolisis enzimatica

4.1. Definicion de modelo

Los modelos han sido ampliamente usados en la industria de procesos quimicos, con gran
potencial como herramienta de prediccién, control, disefio, optimizacién y diagndstico (To-
ro Alvarez, 2008; Monsalve-Bravo et al., 2014), Asi mismo, se ha observado su aplicacién en
temas de escalado de procesos quimicos y bioquimicos (Ruiz Colorado, 2009).

Son varias las definiciones que se pueden proponer para un modelo, una acorde a procesos
quimicos es la presentada por Basmadjian (1999), que también ha sido tomada por otros
autores como Alvarez et al. (2009), la cual describe el modelo como una representaciéon apro-
ximada de un sistema de proceso, dicha representacion puede ser de tipo material (maquetas
para estudios hidrodindmicos), o ser una construcciéon matematica (conjunto de ecuaciones),
se dice aproximacion porque cada proceso que se desee modelar debe conocerse en detalle,
frecuentemente y en el caso de modelos matemdticos esto presenta una gran dificultad, ya
que no se conoce en detalle algunos fenomenos a modelar.

Alvarez et al. (2009) menciona como los modelos pueden ser de tres tipos: Mecanisticos,
también conocidos como fenomenolégicos o de caja blanca, fenomenoldgicos debido a que
proviene de fenémenos como la transferencia de masa, la transferencia de calor y la trans-
ferencia de cantidad de movimiento (Morales Vélez, 2004) y son basados en fundamentos
tedricos que permiten explicar perfectamente el comportamiento del proceso. Empiricos o de
caja negra, construidos mediante experimentacién y observacién, haciendo luego uso de los
datos experimentales para ajustar parametros en una estructura matematica dada, pero es
poco conocido el mecanismo real del proceso. Estos modelos emplean ecuaciones de ajuste
donde los pardmetros tienen muy poco, o ningin significado fisico (Hangos and Cameron,
2001). Finalmente, una combinacién de los dos tipos anteriores, llamados modelos de caja
gris o semifisicos (si la estructura es fenomenolégica) o semiempiricos (si la estructura es
empirica). Este iltimo es de especial interés ya que, en los procesos quimicos y bioquimicos
su modelado parte de los balances elementales de materia, energia y cantidad de movimien-
to, los cuales en su estructura son relaciones entre términos como variables, parametros y
constantes.
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Figura 4-1. Tipos de modelos y su interpretacién fisica (Monsalve-Bravo et al., 2014).

Interpretacion fisica

Respecto a este tipo de modelos, Monsalve Bravo (2014) presenta un diagrama que permite
analizar la interpretacion fisica de cada uno. Como se mencioné anteriormente, los modelos
de caja negra presentan ecuaciones que contienen parametros con muy poca o sin ninguna in-
terpretacion fisica, luego estan los modelos de caja gris, los cuales presentan una combinacién
entre lo empirico y lo fenomenolégico, y finalmente los modelos de caja blanca, compuesto en
su totalidad por ecuaciones con un sentido como los balances elementales. Esto se menciona
dada la importancia que tiene el uso de modelos fundamentados en la fenomenologia del
proceso, balances elementales de materia, energia y cantidad de movimiento y como estos se
convierten en la base para la metodologia de escalado aplicada en esta tesis.

Existen otro tipo de modelos, de acuerdo el tipo de ecuaciones que lo constituyen, el estado
del proceso, respecto al tipo de operaciéon del reactor, batch, continuo o semicontinuo, los
parametros que lo conforman, se deja al lector la bisqueda de estos para su entendimiento.

= Modelos lineales y no lineales
= Modelos estaticos y dinamicos
= Modelos discretos y continuos en el tiempo

= Modelos de parametros distribuidos y concentrados.

Incluso se puede hablar de modelos cinéticos para describir el crecimiento celular los cuales
pueden partir de una base simple y descripcién de las células como un promedio (modelo no
estructurado-no segregado) luego esta el andlisis de las células como un solo componente pero
una poblacién celular heterogénea (modelo no estructurado-segregado) y llegar a modelos
méas complejos como el andlisis de la célula como un sistema multicomponente y descripcion
de las células como un promedio (modelo estructurado- no segregado) o el caso més complejo
analizar las células como un sistema multicomponente y las poblaciones celulares de manera
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heterogénea, lo que lleva a un nivel de detalle en donde cada célula es tratada de manera
individual (modelo estructurado-segregado) (Casablancas and Santin, 1998; Ruiz Colorado,
2009).

La construccion de cada modelo dependera del objetivo que se tenga con este sea realizar
predicciones sobre el comportamiento de un sistema, tener un seguimiento de los principales
sustratos o productos, analizar la respuesta de la variacién de parametros o variables, es por
esto que para un mismo proceso se pueden presentar diferentes modelos, dependiendo de lo
que se asume, lo que se conoce o puede ser calculado, todo desde la perspectiva del autor, es
por esto que se dice que “todos los modelos estan equivocados, algunos son utiles” (Hangos
and Cameron, 2001).

4.2. Modelos de hidrolisis enzimatica

Varios autores han trabajado el modelado del proceso de hidrolisis enzimatica para mate-
riales amilaceos, donde debe tenerse en cuenta los procesos de gelatinizacion, licuefaccion y
sacarificacion A continiacion los trabajos més destacados.

Beschkov et al. (1983) presenta un modelo para el proceso de sacarificacién con la enzima
glucoamilasa, con la descripciéon de un modelo cinético para la formacién de glucosa, maltosa
e isomaltosa, a partir de tres reacciones reversibles, el modelo tiene en cuenta la inhibicion
por maltosa y maltotriosa. La expresion de la velocidad cinética para la hidrolisis de maltosa
y maltotriosa es basada en una cinética de Michaelis-Menten, con inhibicién competitiva por
glucosa y una expresién de segundo orden para la condensacion de glucosa en isomaltosa, las
ecuaciones 4-1 y 4-2 son las expresiones que representan las velocidades de reaccién, donde
la primera hace referencia a maltosa o maltotriosa y la segunda a isomaltosa.

Vi — [M][G]/ Kn-1)eq

Km(1+ [G]/Ki) + [MT] (4-1)

Tn =

rivy = KIM([G)? — [IM]/K2eq) (4-2)

Zanin et al. (1996) plantea un modelo para la sacarificacién de almidén de yuca a partir de
la enzima glucoamilasa y menciona como el proceso de licuefaccién fue realizado por una
a-amilasa. La formacién de oligosacédridos con grado de polimerizacién mayor a 3 (n > 3)
son tomados como oligosacaridos de grado de polimerizacion igual a 5, dado que son los que
se generan en mayor cantidad. De acuerdo con la accion de la a-amilasa, supone que estos
oligosacaridos presentan una fracciéon susceptible y otra resistente para la hidrolisis. También
menciona como la hidrélisis de maltotriosa produce maltosa y es reversible, y la hidrélisis de
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maltosa produce glucosa y es reversible, presenta formacién de isomaltosa e inhibicién por
producto en el caso de la glucosa, la ecuacién 4-3 es la expresién que representa de manera
genérica la formacion de alguno de los oligosacaridos de interés.

Virn EG,

Paolucci-jeanjean et al. (2000) presenta una expresién cinética general para la concentracion

Ty =

(4-3)

de producto en funcion del tiempo, en el proceso de licuefaccién a partir de la enzima a-
amilasa. La ecuacién relaciona la velocidad de reaccién de cada producto a la suma de
las concentraciones de oligosacaridos con alto grado de polimerizacién, menciona como el
modelo empirico se adapta satisfactoriamente a los datos de oligosacaridos con grado de
polimerizacion de 1 a 7. La ecuacion 4-4 es la expresién que representa de manera genérica
la formacién de oligosacaridos, el termino hSp hace referencia a la maxima cantidad del
oligosacarido de interés que se puede formar a partir de la concentracion inicial de sustrato
y los términos p y ¢ son parametros que deben ser calculados experimentalmente.

p l
Vi(n) = (g n q) (Z P hso> B (4-4)

Morales et al. (2008) propone un modelo a partir de los modelos de (Zanin et al., 1996) y
(Paolucci-jeanjean et al., 2000), presentando un modelo més elaborado en donde se pueden
representar las etapas de licuefaccién y sacarificacion. Estos modelos presentan modifica-
ciones con el fin de incluir aspectos que no fueron tomados en cuenta anteriormente, por
ejemplo, en el proceso de licuefaccion relaciona la actividad enzimatica con la temperatura.
En la etapa de sacarificacién modifica el proceso para operar de manera continua, ademas
permite la prediccion de glucosa reducida debido a la inclusién de una constate de desacti-
vacion térmica, permitiendo asi tener una simulacién mas completa del proceso y obtener
mayor compresién de las etapas de hidrélisis enziméatica y de los mecanismos para la ob-
tencién de la glucosa. Se aclara que los oligosacaridos como maltotetrosa y maltohexosa se
modelan en conjunto con la maltopentosa, debido a que se presentan en menor proporciéon
respecto a esta ultima. Las ecuaciones 4-5 y 4-6 son las expresiones que representan las ve-
locidades de reaccién, para la licuefaccion y sacarificacion, el subindice n indica que puede
ser cualquiera de los oligosacaridos de interés.

m inf
re(n) = Kn (X” (5 - ZQ) - Z Ci,lim) (4-5)

Vi (G = (G2 Ko
Konn |1+ (G/ED) + (1K) + Y5y G/ Eon |

Ty =
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Presecki et al. (2012) Propone un modelo matemético para la hidrélisis de almidén a partir
de dos tipos de a-amilasas, la cinética de ambas enzimas fue descrita por Michaelis-Menten,
con inhibicién no competitiva por producto, también analizo los efectos de pH y temperatura,
menciona como se da la incorporacion de un efecto de desactivacién enzimatica a partir de
una ecuacion de primer orden. La ecuacion 4-7 presenta la expresion que describe la velocidad
de reaccion para este proceso.

r— EVmCstarch (4 7)
Km + Cstarch(l + Cglucose/KiG + Cmaltose/KiM)

Dado que no se conoce con exactitud la forma en la que enzimas como la a-amilasa o ami-

loglucosidasa degradan la amilosa, amilopectina, se puede pensar que dado su caracter endo
y exo pueden existir multiples rutas o mecanismos de reaccion. Una ruta es la propuesta
por (Zanin et al., 1996) y también trabajada por (Morales et al., 2008) la cual se presenta
en la Figura 4-2 izquierda. Una vez se tiene la amilosa y amilopectina expuesta pueden
ser degradadas por la a-amilasa a unas velocidades de reaccién (V;) para formar maltosa,
maltotriosa y maltopentosa en mayor proporcién. Luego estas son hidrolizadas por la AMG
a unas velocidades de reaccién (r;) hasta convertirse en glucosa. Pero no es la tinica opcidn,
también puede darse de acuerdo con la Figura 4-2 derecha, en donde maltopentosa ya no
se encargaria de generar maltotriosa y glucosa, sino maltosa y glucosa, lo cual nos lleva a
formular tres procesos estequiométricos.
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Figura 4-2. Mecanismos de hidrélisis enzimatica de almidones.
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El primer mecanismo propone la hidrolisis de maltopentosa en una molécula de maltotriosa
y dos de glucosa:

Maltopentosa(Gs) + Hy0 = Maltotriosa(Gs) + 2Glucosa(G;)

Maltotriosa(Gs) + Ho0 = Maltosa(Gs) + Glucosa(G)

T_3

Maltosa(Gz)+ Hz0 2 2Glucosa(Gr)

T—2

El segundo mecanismo propone la hidroélisis de maltopentosa en dos moléculas de maltosa y
una glucosa:

Maltopentosa(Gs) + Hy0 =3 2Maltosa(Gy) + Glucosa(Gy)
Maltotriosa(Gs) + Hz0 2 Maltosa(Gs) + Glucosa(Gy)
-3

Maltosa(Gs)+ Ha0 2 2Glucosa(Gh)

r—2

El tercer mecanismo propone la hidrélisis de maltopentosa en una molécula de maltosa y
tres de glucosa:

Maltopentosa(Gs) + Hy0 3 Maltosa(Gy) + 3Glucosa(Gy)

Maltotriosa(Gs) + H20 & Maltosa(G2) + Glucosa(Gy)

T_3

Maltosa(Gs)+ Hs0 & 2Glucosa(Gh)

T—2

El modelado del proceso de hidrélisis enzimatica puede ser analizado a través de cinéticas
de primer orden, segundo orden y cinéticas basadas en el modelo de Michaelis-Menten. El
modelo permite tener una aproximacién del proceso real, siendo mas representativo a medida
que se tienen en cuenta méas etapas del proceso (Figura 4-2) y efectos medio ambientales
como pH, temperatura, desactivacién enzimatica por efectos térmicos u otros factores. Se
deja como idea principal la propuesta de un modelo que abarque las principales etapas
licuefaccion, sacarificacion, y tenga en cuenta dichos efectos medio ambientales. Se presentan
como principales suposiciones el modelado de la hidrélisis de amilosa y amilopectina como un
mismo sustrato y la union de oligosacaridos como maltotriosa, maltotetrosa, maltohexosa y
maltoheptosa como maltopentosa (Zanin et al., 1996; Morales et al., 2008), el mecanismo de
reaccién se fundamentara en el mejor ajuste del modelo propuesto a los datos experimentales
obtenidos.
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4.3. Simulacién de procesos

La simulacién de los modelos mencionados anteriormente se realiza a través de herramientas
que tienen la capacidad de dar solucién a ecuaciones diferenciales con sus respectivas condi-
ciones iniciales o simplemente a ecuaciones algebraicas que representan el comportamiento
de diversos fenémenos biolégicos, quimicos y fisicos. La simulacién permite tener una idea
del comportamiento del proceso sin necesidad de realizar algiin tipo de proceso experimental,
basta con proponer unas condiciones iniciales y se podra obtener una respuesta. Desde el
planteamiento del modelo hasta su simulacién lo que se logra obtener es una aproximacién
al proceso real, pero como lo menciona (Morales Vélez, 2004) esto confrontados con datos
experimentales, aumentan el grado de comprension del sistema real.

Para la solucién de este tipo de problemas se utilizan software mateméticos como MATLAB®,
MATLAB® SIMULINK, Berkeley Madonna®, que son software pagos, u otros como EMSO,
Scilab, Python y otros que son gratuitos. Estos permiten la solucién de las ecuaciones dife-
renciales ordinarias (ODE) que representan los balances elementales con ayuda de métodos
numéricos; solo basta con que el usuario conozca conceptos basicos de programacion para el
trabajo con estos.

4.4. Escalado de procesos quimicos y bioquimicos

4.4.1. Definicion de escalado

A lo largo del tiempo se ha buscado la produccién de grandes cantidades de productos de
alto valor agregado, generados a partir de un proceso quimico o bioquimico. Dado los costos
y la complejidad que pueda presentar la generacion de este, su produccion generalmente
va precedida de una etapa de investigacion y desarrollo a nivel de laboratorio con bajos
volimenes, con el fin de encontrar las condiciones adecuadas que permitan tener una efi-
ciencia satisfactoria para el proceso. Es por esto que se recurre al escalado de procesos como
herramienta principal con la finalidad de fundamentar la toma de futuras decisiones en nue-
vas 0 ya existentes plantas de proceso (Anaya-durand and Pedroza-flores, 2008).

Han sido varios los autores que han buscado dar una definicién certera al cambio de escala
en procesos quimicos y bioquimicos, (Casablancas and Santin, 1998) lo define como la insta-
lacién y operacién de un equipo a escala industrial, cuyo diseno y condiciones de operacién
se basan en parte en la experimentacién y demostracién a una menor escala de operacion,
(Gonzélez Castellanos, 2000) en su trabajo de tesis lo define como el proceso mediante el
cual se logra la exitosa puesta en marcha y la operacién econémica de una unidad a escala
comercial basandose, al menos en parte, en resultados de investigacion realizada a escala mas
pequena, la cual es una variante de la definicién dada por (Johnstone and Thring, 1957),



4.4 Escalado de procesos quimicos y bioquimicos 35

definicién muy similar a la propuesta anos més tarde por (Bisio and Kabel, 1985). Anaya-
durand and Pedroza-flores (2008) habla del escalamiento como el proceso mediante el cual
se desarrollan los criterios y las reglas de asignacién numérica que determinan las unidades
de medida significativas para llevar de un tamano dado a otro tamano mayor o menos una
operacién u objeto.

Para este trabajo se tomara como definicién general de escalado la instalacién y operacién
de un equipo a escala de tamano industrial, cuyo diseno y condiciones de operacion se basan
en parte en la experimentacién y demostracién a una menor escala (Casablancas and Santin,
1998; Ruiz Colorado, 2009).

4.4.2. Problemas del escalado

El cambio de escala es por si solo un proceso complejo debido a la interaccion de los multiples
factores que afectan la reologia o comportamiento del sistema. Se generan problemas como
cambios en los tiempos de respuesta del proceso, aparicion de comportamientos cinéticos
no contemplados (subproductos) y poca especificacion del flujo de fluidos. De modo general
esto se puede ver como la aparicién de fenémenos no considerados en la baja escala (Kossen,
1994) debido a que no presentan un efecto significativo sobre el sistema como lo puede ser
en grandes volumenes donde hay una notoria interaccién de los fenémenos de transferencia
de masa, calor y de cantidad de movimiento (Ruiz and Alvarez, 2011).

En teoria, una reaccién quimica o bioquimica tiene lugar a una velocidad de reaccion que
es independiente del tamano del reactor y de su geometria. No obstante, la velocidad de
reaccién esta afectada por los procesos fisicos de transporte de cantidad de movimiento,
materia y energia, que generalmente son controlados por la estructura y tamano del reactor
(Casablancas and Santin, 1998), con base en esto, los resultados esperados a partir de los
ensayos a nivel de laboratorio pueden variar trabajando con grandes voliimenes, haciendo
que el escalado sea un proceso no exacto y que muchas veces se realice de manera heuristica,
adicionalmente, en la escala de laboratorio los fenémenos predominantes son las reacciones
quimicas y bioquimicas, mientras que se supone que los fenémenos de transferencia de ma-
sa y calor se dan de manera adecuada. Al cambiar de escala, la hidrodindmica del proceso
también lo hara, convirtiéndose estos ultimos en los fenémenos mas relevantes.

El método mas utilizado para hacer escalado se basa en la seleccion del factor o factores
mas importantes del proceso, es decir, mediante el conocimiento del sistema se determina
la etapa controlante y, sobre ésta, se aplican relaciones de caracter empirico, para conocer
su magnitud en el proceso a gran escala. Este método introduce errores en el escalado, pues
no hace consideraciones sobre los efectos del cambio en el volumen sobre las variables del
proceso. Otro aspecto importante es el uso de modelos, los cuales se ha encaminado en su
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formulaciéon de manera empirica, y aplicaciéon en la evaluacién de diferentes condiciones de
un proceso (simulaciones), sin ninguna experimentacién (Ruiz Colorado, 2009), generando
el sobrediseno y tanteo y error para el ajuste de las variables del modelo.

4.4.3. Principio de similitud

Para realizar un cambio de escala en el cual se puedan observar los resultados esperados a
partir de la experimentacién a nivel de laboratorio, seria ideal aumentar de manera progre-
siva el volumen del sistema hasta alcanzar el deseado a gran escala, pero dado que el interés
de la aplicacién del escalado es la obtencién de grandes cantidades en el desarrollo de un
nuevo producto o la operacién del proceso a unas condiciones que permitan la obtencion
de una mejor cantidad y calidad del producto que ha sido probado a una escala menor sa-
tisfactoriamente, los costos podrian elevarse considerablemente asi como los tiempos para
la obtencién de resultados, es por esto que el escalado recurre a distintas metodologias de
cambio de escala, las cuales tienen como objetivo poder anticipar los efectos del cambio de
escala, e introducir las variaciones requeridas en el diseno de los equipos cuando varia su
tamafio (Casablancas and Santin, 1998).

El principio de similitud tiene que ver con las relaciones entre sistemas fisicos de tamanos
diferentes, esenciales para el cambio de escala de procesos quimicos y bioquimicos. Para
la aplicacién del principio, se parte de considerar que los objetos materiales y los sistemas
fisicos en general, se caracterizan por tres cualidades: tamano, forma y composicion, las
cuales son variables independientes. Esto quiere decir que dos objetos pueden diferir en
tamano teniendo la misma composicion quimica y forma o pueden ser iguales en forma
pero tener diferentes tamanos y estar compuestos de materiales diferentes. El principio esta
especialmente ligado con el concepto general de forma, aplicado a sistemas complejos, que
incluye no solamente las proporciones geométricas de sus miembros solidos y superficies, sino
también factores como los patrones de flujo de fluidos, gradientes de temperaturas, perfiles
de concentracion, etc. En términos mas precisos se define como: El principio de similaridad
establece que la configuracion espacial y temporal de un sistema fisico, se determina por
relaciones de magnitud dentro del sistema mismo y no depende del tamano del sistema ni
de las unidades de medida en las cuales se miden esas magnitudes (Johnstone and Thring,
1957; Gonzalez Castellanos, 2000; Ruiz Colorado, 2009).

4.4.4. Meétodos de escalado de procesos quimicos

El escalado se puede realizar a partir de diversos métodos sea a partir de un analisis di-
mensional, una similaridad geométrica, relaciones empiricas, modelos, entre otros, como se
presenta en la Figura 4-3.
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Figura 4-3. Métodos de escalado de procesos quimicos.

4.4.4.1. Empiricos

Este tipo de métodos se basa en el uso de datos experimentales con los cuales se recurre a
la formulacion de relaciones matematicas, y planteamiento de correlaciones empiricas, estas
pueden ser usadas junto con el analisis dimensional, la similaridad o un modelo, permitien-
do asi escalar el proceso. Dado que es realizado a partir de datos experimentales y a unas
condiciones especificas, el cambio de escala se convierte en algo impreciso en cuanto a los re-
sultados esperados, presentandose como una desventaja y adicional a esto una limitacion del
proceso si se desea cambiar las condiciones del proceso (no es generalizable) (Ruiz Colorado,
2009).

4.4.4.2. Anadlisis dimensional

Es una técnica que permite expresar el comportamiento de un sistema fisico en términos
de un nimero minimo de variables independientes de modo que no sean afectados por un
cambio en las magnitudes de las unidades de medidas. Su resultado fundamental, el teore-
ma de Vaschy-Buckingham (Teorema de 7), el cual permite cambiar el conjunto original de
pardmetros de entrada dimensionales de un problema fisico por otro conjunto de parame-
tros de entrada adimensionales mas reducido. Estos parametros adimensionales se obtienen
mediante combinaciones adecuadas de los pardametros dimensionales y no son tnicos, aun-
que si lo es el nimero minimo necesario para estudiar cada sistema (Anaya-durand and
Pedroza-flores, 2008), asi, al obtener uno de estos conjuntos de tamano minimo se consigue:

= Analizar con mayor facilidad el sistema objeto de estudio.

» Reducir drasticamente el nimero de ensayos que debe realizarse para averiguar el
comportamiento o respuesta de un sistema determinado.

El teorema m establece que si hay una ley fisica que da una relaciéon entre cierto ntimero
de cantidades fisicas, entonces hay una ley equivalente que puede ser expresada como la
relacién entra cierta cantidad adimensionales, a menudo denotadas como (7, s, 73, ... .)
(Logan, 2013). El método se usa de la siguiente manera:
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1. Contar el numero de variables dimensionales n.
2. Contar el nimero de unidades bésicas (longitud, tiempo, masa, temperatura, etc) .
3. Determinar el nimero de grupos adimensionales. Numero de [[ = (n — m).

4. Hacer que cada numero [[ = f(n —m), dependa de n-m variables fijas y que cada uno
dependa ademds de una de las m variables restantes (se recomienda que las variables
fijas sean una del fluido, una geométrica, y otra cinemética).

5. El nimero 7 que tenga la variable que se desea determinar se pone como funcion de
los deméas niimeros adimensionales.

6. El modelo debe tener sus nimeros adimensionales iguales a las del prototipo para
asegurar similitud.

7. Se determina la dependencia del niimero adimensional requerido experimentalmente.

Para un mayor detalle de este procedimiento y algunos ejercicios buscar en el trabajo reali-
zado por (Logan, 2013).

4.4.4.3. Similaridad

El principio de similitud busca mantener constantes los fenémenos que caracterizan el pro-
ceso v hacer uso de grupos adimensionales.

Johnstone and Thring (1957) habla de cémo la similitud puede definirse de dos maneras,
especificando las relaciones de diferentes mediciones en el mismo cuerpo o de mediciones
correspondientes en diferentes cuerpos. La forma geométrica de un cuerpo esta determina-
da por sus proporciones intrinsecas, la relaciéon entre la altura y ancho o ancho y espesor,
etc. En cuerpos geométricamente similares, todas estas relaciones (o factores de forma) son
constantes. Alternativamente, cuando se comparan dos cuerpos geométricamente similares,
existe una relacion constante entre sus respectivas alturas, amplitudes y otras mediciones
correspondientes, que se denomina relaciéon de escala. El segundo método tiene la ventaja
practica de que una proporcion de escala tinica se sustituye por una serie de factores de for-
ma. Por esta razon, la similitud geométrica se define mejor en términos de correspondencia
y proporcién de escala: Pero, habiéndose hecho esto, la similitud con respecto a otras varia-
bles tales como velocidad, fuerza o temperatura puede definirse generalmente por una tnica
razén intrinseca para cada sistema. Una correspondencia geométrica punto a punto entre
dos sistemas asegura que si todos los valores de la relaciéon intrinseca son iguales, entonces
los valores de los puntos correspondientes seran iguales en todas partes. Estas relaciones
intrinsecas son grupos adimensionales que definen similitud bajo diferentes condiciones. Por
tanto, cuando se dice que dos sistemas son semejantes es necesario, ademas especificar cudles
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con las configuraciones internas de los mismo que se comparan, geométricas, cinematicas,
terminas, etc.

Cuatro estados de similitud son importantes en ingenieria quimica de acuerdo con la natura-
leza de las variables que presentan similitud: Geométrica, mecénica, térmica y (bio)quimica.
Aqui cada una de ellas es un pre-requisito para la siguiente, en el orden que se han introdu-
cido, por ejemplo, para tener similitud quimica se requiere tener similitud térmica, mecanica
y geométrica (Johnstone and Thring, 1957).

Similaridad geométrica: Ha sido mejor definida en términos de correspondencia y por
tanto por el factor de escala, el cual relaciona las distintas dimensiones lineales de un siste-
ma con las del otro, de otra forma, se define entonces que dos cuerpos son geométricamente
semejantes cuando para cada punto en uno de ellos existe al menos un punto correspondien-
te en el otro, donde existe una relacién o factor de escala constante (Gonzalez Castellanos,
2000).

Similaridad mecanica: Esta similitud puede ser considerada una extensién del concepto
de similitud geométrica a los sistemas estacionarios o en movimiento, bajo la influencia de
fuerzas. Segtn el tipo de sistemas y de fuerzas, esta Similitud puede ser estatica, cinematica
o dinamica.

» Similaridad estatica: Se relaciona con los cuerpos sélidos o estructuras sometidas a
tensiones constantes. Dos cuerpos geométricamente semejantes son semejantes estati-
camente cuando ante tensiones contantes, sus deformaciones relativas son tales que
permanecen geométricamente semejantes.

» Similaridad cinemética: La similitud cinematica se relaciona con sdlidos o sistemas
fluidos en movimiento, lo que anade a las tres coordenadas espaciales, en las cuales se
puede trabajar la similitud estatica, la dimension adicional del tiempo. Los sistemas
en movimiento semejantes geométricamente son cineméticamente semejantes, cuando
particulas correspondientes trazan trayectorias semejantes geométricamente en inter-
valos de tiempo correspondientes.

= Similaridad dindmica: La similitud dindmica se relaciona con las fuerzas que acele-
ran o retardan masa en movimiento en sistemas dindmicos. Las fuerzas de una misma
clase (gravitacional, centrifuga, etc.) que actian sobre particulas correspondientes en
tiempos correspondientes, se denominan fuerzas correspondientes, asi, los sistemas en
movimiento geométricamente semejantes son dinamicas semejantes cuando las relacio-
nes entre todas las fuerzas correspondientes son iguales.

En los sistemas fluidos o en los sistemas compuestos por particulas sélidas discretas, la si-
militud cinematica necesariamente conlleva la similitud dinamica puesto que el movimiento
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del sistema es funcién de las fuerzas aplicadas al mismo. En los sistemas de flujo de fluidos,
la similitud dindmica es de importancia directa cuando se desea predecir caidas de presion
o consumos de potencia. En el caso de la transferencia de calor y masa o en las reacciones
quimicas, su importancia es principalmente indirecta, como una via para establecer la simi-
litud cinematica (Gonzélez Castellanos, 2000).

Similaridad térmica: La similitud térmica tiene que ver con sistemas en los cuales hay
flujo de calor, por lo que introduce la dimension de temperatura, ademas de las dimensiones
de longitud, masa y tiempo. El calor puede fluir de un punto a otro por radiacion, conveccion,
conduccién y movimiento global de materia mediante la accién de un gradiente de presion.
Para los primeros tres procesos se requiere un gradiente de diferencias de temperaturas y por
ello, si se mantienen las otras dos condiciones iguales, la variacién con respecto al tiempo del
flujo de calor entre dos puntos varia con la diferencia de temperatura entre ellos. El cuarto
proceso de transferencia de calor, el movimiento global de la materia, depende a su vez de la
forma de movimiento o del patrén de flujo del sistema y por consiguiente en sistemas térmicos
en movimiento, la similitud térmica requiere de la similitud cinematica. La similitud térmica
se define entonces planteando que: Dos sistemas geométricamente semejantes son térmica-
mente semejantes cuando la relacién entre las diferencias de temperatura correspondientes
es constante y cuando los sistemas, si estan en movimiento, son cineméaticamente semejantes.

Similaridad quimica: La similitud quimica se relaciona con sistemas en los que se desa-
rrollan reacciones quimicas y en los cuales la composiciéon varia de un punto a otro y en
los procesos discontinuos o ciclicos de un instante a otro. Para esta Similitud no se requiere
introducir nuevas dimensiones, pero hay uno o mas pardametros de concentracién, en de-
pendencia del niimero de compuestos quimicos variables independientes, con respecto a los
cuales se establece la similitud. No es necesario, tampoco, que la composiciéon quimica en los
dos sistemas sea la misma, aunque debe existir una relacion fija entre las concentraciones
puntuales de los compuestos que son comparados.

La variacién con respecto al tiempo de la acciéon quimica depende de la temperatura, la razon
de cambio de la difusién depende del gradiente de concentraciéon y la razén de cambio del
transporte global depende de la trayectoria del flujo. Por consiguiente, la similitud quimica
necesita tanto de la se la Similitud térmica como de la cinematica y, a su vez, depende de
las diferencias de concentracion mas que de las concentraciones absolutas. Con esa base se
define la similitud quimica: Sistemas semejantes geométrica y térmicamente son semejantes
quimicamente cuando las diferencias de concentracion correspondientes mantienen una razon
constante entre ellas y cuando dichos sistemas, si estdan en movimiento, son cinematicamente
semejantes.
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4.4.4.4. Modelado

Los sistemas pueden ser representados en su mayoria por modelos basados en ecuaciones
diferenciales que son planteadas a partir de los balances de materia y energia, junto con un
conjunto de ecuaciones constitutivas que permiten darle una rigurosidad al modelo. Lo ideal
seria que este estudio se pudiera realizar de manera tedrica, sin necesidad de experimentos,
dando solucién a dichas ecuaciones (Gonzalez Castellanos, 2000). La complejidad del modelo
dependera de cuan exacto y confiable se desea elaborar el proceso. Autores como (Johns-
tone and Thring, 1957) y (Bisio and Kabel, 1985) concuerdan con la idea que un escalado
apropiado puede deducirse y llevarse de manera satisfactoria a partir del modelo apropiado.

4.4.4.5. Analisis de régimen

El andlisis de régimen se usa para interpretar el proceso a gran escala al comparar dife-
rentes tiempos caracteristicos del proceso, luego se establece un sistema de simulacion de
escala basado en esta informacién. Se ha demostrado que es una forma efectiva de investigar
el efecto de los entornos oscilantes sobre el comportamiento metabdlico y fisiologico de las
células en un equipo de laboratorio. Se han disenado varios sistemas de reduccién de escala
para investigar los efectos de heterogeneidad tales como pH, temperatura, oxigeno disuelto y
sustrato en la fisiologia de bacterias, levaduras, hongos filamentosos y células de mamiferos
(Xia et al., 2015).

Sweere et al. (1987) presenta una revisién del escalado de procesos y menciona como es
comun dividirlos en cuatro etapas, un andlisis de régimen, la simulacién del proceso, optimi-
zacion del modelado y su aplicacion en los diferentes procesos. Permitiendo obtener a partir
del anélisis de régimen respuesta a varias preguntas como ;jcudl es el mecanismo limitante?,
;el proceso estd regido por un tnico mecanismo (mecanismo puro) o por mas mecanismo
(régimen mixto) 7, ;Como se dardn los cambios en el régimen?. El andlisis debe permitir
cambios de escala, cambios en los parametros del proceso y el curso del proceso. Un factor
importante en el rendimiento de los microorganismos es si el régimen existente sera carac-
terizado por la limitacién del sustrato o nutrientes, las fluctuaciones en el entorno de las
celdas, por ejemplo, en la concentraciéon de un componente, en el pH, en el temperatura o
velocidad de cizallamiento, afectando asi el rendimiento de biomasa o productos.

Esta metodologia se divide en el analisis de parametros caracteristicos, por ejemplo, los
tiempos caracteristicos y en un andlisis de sensibilidad de parametros (Sweere et al., 1987).
En la comparacién de tiempos caracteristicos para los diferentes mecanismos involucrados en
el proceso de fermentacién global. El tiempo caracteristico de cierto proceso, que se modela
como un proceso de primer orden, se define como el reciproco de la constante de velocidad.
Para los procesos que no son de primer orden, el tiempo caracteristico se puede calcular
como la relacién entre la capacidad (por ejemplo, el contenido volumétrico de las especies
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consideradas) y el flujo (por ejemplo, la tasa de consumo volumétrico de las especies). Al
analizar las caracteristicas de los tiempos, es posible identificar posibles problemas, como
la limitacién de oxigeno en el proceso a gran escala. El analisis de régimen también puede
sugerir estudios adicionales a escala reducida, como la exposicion repetida al agotamiento
del sustrato. Algunos de los tiempos caracteristicos trabajados son el tiempo de circulacion,
tiempo de mezcla, transferencia de masa en procesos gas-liquido, tiempo de crecimiento de
biomasa, tiempo de consumo del sustrato, o de adicién de sustrato (Sweere et al., 1987;
Nielsen et al., 2014).

4.4.5. Meétodos de escalado de procesos bioquimicos

Similar a los procesos quimicos, se basa en el concepto de similitud (m' = k xm) entre los
valores de una magnitud independiente en ambos equipos, el de pequena escala (m) y el de
gran escala que se est4 disenando (m') , siendo k el factor de escala (Casablancas and Santin,

1998).

Potencia por unidad de volumen

Coeficiente volumétrico de
transferencia de masa

Meétodos de escalado de <
procesos bioquimicos

Esfuerzo cortante

[ ]
| !
[ Tiempo de mezcla ]
{ ]

Figura 4-4. Métodos de escalado de procesos bioquimicos.

Al igual que en procesos quimicos, lo procesos bioquimicos pueden presentar la dificultad a
la hora de realizar un cambio de escala. Las técnicas usualmente usadas en procesos quimi-
cos proporcionan en este tipo de casos, cierto conocimiento para el escalado, pero esto no
es suficiente para llegar una descripcion completa del problema, dado que se necesita infor-
macion de las rutas metabdlicas, influencia del flujo por unidad de area del reactor sobre la
reaccién, efectos de mezcla del sustrato en el medio del reactor (Ruiz Colorado, 2009), por
esto se trabaja en conjunto con el analisis de régimen, llegando al planteamiento de criterios
que son mas comunmente usados en el cambio de escala de procesos bioquimicos. Con base
en esto, investigaciones y trabajos se han basado en mantener una similitud geométrica y
ademds mantener constantes variables como: la agitacion por unidad de volumen, coeficien-
te volumétrico de transferencia de masa, esfuerzo cortante maximo, tiempo de mezcla, las
cuales se describen de manera breve a continuacion.
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4.4.5.1. Potencia por unidad de volumen constante

Habla de la potencia suministrada a un sistema sea por agitacion o aireacién y como tiene
un efecto sobre la hidrodinamica del sistema y las propiedades de transferencia de masa.
Mostrando como la P/V determina el nimero de Reynolds, que a su vez tiene influencia
sobre la turbulencia del sistema y asi sobre los valores de los coeficientes de transferencia
de masa, también la velocidad lineal del agitador puede influir determinando el esfuerzo
cortante maximo y sobre el tamano de las burbujas en caso de ser un sistema con aireacion.

4.4.5.2. Coeficiente volumétrico de transferencia de masa

En procesos bioquimicos es comiin mantener constante para un cambio de escala el coeficiente
volumétrico de transferencia de oxigeno, entre la fase gas (generalmente aire) y el medio
de cultivo, esto es debido a la dificultad de la transferencia de oxigeno en procesos como
fermentaciones aerobias a grandes escalas.

4.4.5.3. Tiempo de mezcla

Se trata de como los tiempos de mezcla dependen del tamano del equipo, es un método
muy impreciso, dado que el cambio de escala puede generar zonas muertas y gradientes de
concentracion, algo no deseado en este tipo de procesos.

Esfuerzo cortante

Fuerza que se ejerce sobre las células o microorganismos del sistema, lo que impone como una
limitacién para el cambio de escala en procesos bioquimicos, actualmente no se cuenta con
la capacidad de relacionar el esfuerzo cortante con la morfologia y actividad de las células,
de manera que como indicacién se toma la forma general la maxima velocidad lineal del
agitador.

4.5. Conclusiones

El escalado de procesos quimicos y bioquimicos puede realizarse a partir de diferentes meto-
dologias todas fundamentadas en el principio de similitud; aunque muchas de ellas se realizan
de manera satisfactoria, siguen ignorando fenomenos que a baja escala no son significativos,
pero a medida que aumenta el volumen del proceso empiezan a tener efectos sobre la dinami-
ca de este mismo; efectos como cambios en los tiempos de respuesta del proceso, aparicion
de comportamientos cinéticos no contemplados (subprodcutos), poca especificacién del flujo
de fluidos y los cambios en las materias primas sobre el producto. Estas son algunas de las
dificultades con la que se debe enfrentar al momento de realizar escalado de proceso.

La fenomenologia del proceso de interés siempre debe tenerse en cuenta a la hora de realizar
algin proceso productivo, es indispensable tener una metodologia que permita realizar el
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analisis sin necesidad de llevar a cabo ensayos en planta o laboratorio, es por esto que los
modelos son una herramienta que cada vez revoluciona la forma de trabajar un proceso de
interés, su complejidad varia dependiendo del objetivo, desde la compartimentacion celular
hasta la caracterizacion de células individuales.

Los modelos semifisicos de base fenomenolégica permiten abordar esta drea de interés desde
el analisis en el tiempo, todo a partir de los balances elementales del proceso, permitiendo
caracterizar los comportamientos entre compuestos involucrados, como se generan o consu-
men, las interacciones entre ellos que pueden llevar a efectos inhibitorios y la generacién
de los problemas tipicos del escalado, todo esto fundamentado en lo que es la dinamica del
proceso.



5. Analisis dinamico de procesos

5.1. Analisis de sistemas de control en el espacio de
estados

Un sistema moderno complejo posee muchas entradas y muchas salidas que se relacionan
entre si de una forma complicada. Para analizar un sistema de este tipo, es esencial reducir
la complejidad de las expresiones matematicas (Ogata, 2013). La teorfa de control es una
herramienta que permite realizar este tipo de andalisis de manera que todo el proceso se centre
en el analisis en el espacio de estados, debe aclararse que la teoria de control convencional se
basa en la relacion entrada-salida, o funcion de transferencia, la teoria de control moderna
se basa en la descripcién de las ecuaciones de un sistema en términos de n ecuaciones dife-
renciales de primer orden, que se combinan en una ecuacion diferencial vectorial de primer
orden (Ogata, 2013).

Como parte de este analisis se deben definir algunos conceptos basicos trabajados por varios
autores, como la representacién de sistemas en el espacio de estados, la controlabilidad
y la observabilidad de estado (Ziegler and Nichols, 1943; Kalman, 1959; Skogestad and
Postlethwaite, 1998; Ogata, 2013) y utilizada en diversas aplicaciones como control de plantas
de proceso, seleccion de lazos de control, disefio integrado (Toro Alvarez, 2008), escalado
(Ruiz Colorado, 2009; Monsalve Bravo, 2014).

5.1.1. Controlabilidad de estado

Kalman (1959) un sistema es controlable si existen acciones de control u;(t) definidas en un
intervalo de tiempo finito (0 < ¢ < ¢;) capaces de llevar el sistema desde un estado inicial
hacia un estado final, es decir, un sistema es controlable en el tiempo tq si se puede transferir
desde cualquier estado inicial () a cualquier otro estado, mediante un vector de control sin
restricciones, en un intervalo de tiempo finito (Skogestad and Postlethwaite, 1998; Ogata,
2013). Esto se representa por el vector diferencial lineal de ecuaciones de orden n:
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Para un sistema dinamico continuo en el tiempo:

dz
— = F(t D(t)u(t
= F(t)e + D(t)u(t -
y(t) = B(t)=(t)
O para un sistema dindamico discreto en el tiempo:
T(tper) = o(te) (@ (te) + A(tr)u(ty)) (5.2)
y(t) = Bte)x(te)
Donde es equivalente representar los sistemas como:
Sistema continuo en el tiempo: Sistema discreto en el tiempo:
@ yasB (j+1) = Agz(j) + Bau(j)
— =Ax U x = Ayx U
dt J dT\]J du\] (5-3)
y=Cex y(j) = Caz(j)

Dénde: x € R™ es el vector de estados del sistema, u € R™ es el vector de las entradas
manipuladas y y € R es el vector que contiene los valores de las salidas medidas. Este es
completamente controlable si y sélo si el rango (rCp) de la matriz de controlabilidad Cj es
igual al orden n del sistema, su determinante es diferentes de cero o que sus componentes
son linealmente independientes (Ruiz Colorado, 2009; Ogata, 2013), es decir, los n vectores
columna B, AB, ..., A" !B de la matriz 5-4 son linealmente independientes (la matriz es no
singular).

Cy=[B AB ... A"'B] (5-4)

Si el sistema no es controlable, se dice que la diferencia entre el rango de la matriz y el orden
del sistema corresponde a los modos no controlables del sistema. Aqui debe aclararse que la
controlabilidad implica estrictamente que el estado final alcanzado sea el origen. Si se trata
de cualquier estado final, el concepto es alcanzabilidad (Ruiz Colorado, 2009; Toro Alvarez,
2008). De la anterior definicién, se puede notar que la controlabilidad de estado sélo tiene
en cuenta los estados z del sistema en relacién con las entradas u, independientemente de lo
que ocurra con las salidas y (Ruiz Colorado, 2009). Cuando el sistema es llevado a términos
discretos se puede llegar a una herramienta que permite evaluar la controlabilidad de la sali-
da, matriz de controlabilidad de salida o matriz de Hankel, esta no permite cuantificar dicha
controlabilidad, solo la evaliia como una condicién que se cumple o no en el sistema, si el
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sistema resulta controlable, no se puede discriminar cuan controlable es (Toro Alvarez, 2008).

Como lo mencioné Ogata (2013) la definicién de controlabilidad es la capacidad de llevar un
sistema desde un estado a otro , mediante un vector de control sin restricciones, en un inter-
valo de tiempo finito, esto se fundamenta en la principal suposicién del trabajo realizado por
Kalman (1959), donde ut) es de manera general una funcién constante en todo el intervalo
(-T,0),(0,T), donde T es positivo pero de otra manera arbitraria, en otras palabras, la accién
de control no presenta restricciones, es decir no es acotada y por lo tanto, la controlabilidad
estd garantizada en el intervalo (-oo , +00) de esta variable manipulada (Ruiz Colorado,
2009).

Skogestad and Postlethwaite (1998) mencionan una desventaja de la controlabilidad de esta-
do, no considera la calidad de la respuesta entre y después de los dos estados, inicial y final;
ademads no indica cuantas acciones de control se requieren para alcanzar el estado final. La
controlabilidad de estado, pese a ser un concepto riguroso, no es capaz de medir o cuantificar
la controlabilidad de los estados y se limita simplemente a evaluarla en un sentido binario.

5.1.2. Observabilidad de estado

Kalman (1959) define un sistema como observable, si todos los valores de estado = en el
tiempo 0 pueden ser determinados a partir de las medidas de las salidas del sistema y; (¢) en
un intervalo de tiempo finito (0 >t > t5), es decir, se dice que un sistema es observable en el
tiempo ty si, con el sistema en el estado z(y), es posible determinar este estado a partir de la
observacién de la salida durante un intervalo de tiempo finito (Skogestad and Postlethwaite,
1998; Ogata, 2013). Este concepto se define dado que la controlabilidad de estado no tiene
en cuenta la salida. De acuerdo con su definicién, un sistema es observable si el estado puede
ser determinado a partir de la observacion de la salida durante un intervalo de tiempo finito.
Segun esto, el sistema es completamente observable si cada variable de estado del sistema
afecta a alguna de las salidas medibles (Ruiz Colorado, 2009).

En los sistemas lineales, se dice que un sistema es completamente observable si y sélo si
el rango rO, de la matriz de observabilidad O, es igual al orden n del sistema o tiene n
vectores columna linealmente independientes (Ruiz Colorado, 2009; Ogata, 2013), es decir,
los n vectores columna C, CA, ..., CA"! de la matriz 5-5 son linealmente independientes
(la matriz no es singular).

O,=[C CA ... cA™ 1T (5-5)
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5.2. Matriz de Hankel

El uso de la matriz de Hankel (#H) surge en diversas dreas de la matematica, tales como pro-
blemas relacionados con el poder de momentos, teoria de la interpolacion y teoria del control.
Dentro de estas areas, el potencial de esta herramienta ha sido explorado en la reduccion
de modelos, identificacién de sistemas, disenio de filtros digitales, la determinacién del orden
del modelo y el diseno de los controladores al determinar emparejamientos de entrada-salida
(Monsalve Bravo, 2014).

La matriz de Hankel y su interpretacion consideran el sistema lineal discreto en el tiempo y
es descrito por el modelo de espacio de estados:

x(k+1) = Agx(k) + Bau(k)

y(k) = Ca(k) (5:6)

Dénde: xz(k) € R™ es el vector de estados del sistema, los vectores de entrada y salida
u(k) € RP, y(k) € R™, respectivamente, A; € R™", By € R" Cy € R™™", son las matrices
del sistema, control y salidas respectivamente, las cuales son constantes.

Empiricamente la matriz de Hankel se define como la respuesta impulso del sistema y se
calcula a partir de los parametros de Markov, que son los valores de la respuesta impulso del
sistema (Toro Alvarez, 2008; Ruiz Colorado, 2009), esto sucede si z(0) = 0 (Monsalve Bravo,
2014), definiéndose como:

hi = C4A ' By i=1,2,3,...,] (5-7)

Donde la matriz de Hankel estd dada por, asumiendoi =1y j=n—1

hi  hiyv hige oo+ hig
hivi higa hipg -+ hipjn
H=|hive  hiys  hipa oo higjpo (5-8)
iy Pivgrr hivg o0 higjgal

Si el sistema es de orden n, la matriz de Hankel H,; ;, es no singular para » < n y singular
para r > n . Adicionalmente, el rango de la matriz de Hankel es el nimero de filas lineal-
mente independientes de la matriz y por lo tanto el orden del sistema.
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Se puede demostrar que la matriz de Hankel es el producto de las matrices de observabilidad
y controlabilidad:

C

CA
Hij = . [B --- A"2B A"'B] (5-9)

OAnfl

Investigaciones como las realizadas por Moore (1981) presentan la relacién entre las matri-
ces de observabilidad y controlabilidad a través de la matriz de Hankel, mediante el analisis
dindmico de procesos y la descomposicién en valores singulares, aplicada a la reduccion de
modelos, otras como las realizadas por Van De Wal and De Jager (2001) menciona como las
entradas diagonales de la matriz de Hankel reflejan la interaccion entre la controlabilidad y
observabilidad, en donde ambas tienen un sentido binario, es decir, una planta presenta o
no la propiedad.

De modo general, para un sistema discreto es equivalente a decir:

[ CyBy CyAqBg CdA?le s CdAg_le i
CyiA;By CdASBd OdAgBd SR CdAZLBd
H = CdAin CdAzBd CdAgBd s CdAngle (5_10)
(CL AT By CyAnBy CuATHIB, - CaAZ 2B,

5.2.1. Obtencidon de la matriz de observabilidad

El sistema representado de manera discreta en el tiempo es observable si hay un & finito, tal
que el conocimiento de las entradas u(0), u(1),...,u(k) y de las salidas y(0),y(1),...,y(n—
1) es suficiente para determinar el estado inicial del sistema. Como simplificacién se supone
que u(k) =0y que y(0), y(1),...,y(n — 1) son conocidos.

x(k+1) = Agx(k) z(0) = xy = Desconocido

y(k) = Coaalk) (1)

Para determinar la matriz de observabilidad, es necesario establecer si es posible conocer el
comportamiento dindmico completo del sistema definido en el anterior sistema usando solo la
informacién medida en las salidas (Toro Alvarez, 2008), con esto puede escribirse el siguiente
conjunto de ecuaciones para k = 0,1,2,...,n—1 (Toro Alvarez, 2008; Ruiz Colorado, 2009),
esto aparece como solucion verdadera de las ecuaciones de estado invariantes en el tiempo
& — Az(t) (Ogata, 2013):
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De manera vectorial esto es:

[ y(0) ] [ Ca ]

y(1) CaAqg

y(2) — | Cadj 2(0) = O(b)z(0) (5-12)
Ly(n - 1)] - _CdAZ’l_ —

Finalmente se obtiene la matriz de observabilidad Oy(A4, Cy) € R™*", la cual presenta la
salida del sistema en funcién del estado inicial, es decir la relacién entre el estado inicial x(0)
y la secuencia de mediciones de la salida y(0), y(1),...,y(n —1).

5.2.2. Obtencidon de la matriz de controlabilidad

Si se supone que se conoce el estado inicial z(0) para el sistema discreto presentado y
asumiendo una solucién similar a la anterior Ogata (2013) se obtiene el siguiente sistema de
ecuaciones:

x(1) = Agx(0) + Bau(0)
2(3) = Agz(2) + Bgu(2) = A32(0) + A2Bqu(0) + AgBgu(1) + Byu(2)

z(n) = A%2(0) + ATV Bau(0) + AT Bau(1) + ... + AgBau(n — 2) + Bau(n — 1)
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De manera vectorial esto es:

x(n) = AZLZL‘(O) + [Bd AdBd ce AZ_2Bd Ale_le]n,np (5—13)

= np,1

Esta es la matriz de controlabilidad C,(Ag, By) € R™", la cual relaciona las entradas del
sistema anteriores u(0),u(1),...,u(n — 1) y el actual estado x(n).

5.2.3. Definicién de la matriz de Hankel

Evaluando la matriz de observabilidad para un tiempo n cualquiera:

y(n) Ca
y(n + 1) CdAd
y(n+2) | = | Cadi | z(n) (5-14)
Ly(2n —1)] | Ca AL

Y reemplazando la expresién de la matriz de controlabilidad (ecuacién 5-4) en la expresién
anterior (ecuacién 5-14), obtenemos:

y(n) Cq Ca u(n —1)
y(n+1) CyAy CyAy u(n —2)
y(n+2) | = A%z (0) | Cadd |4+ | Cadl | [By ... A" 2By AV 'Biluanp |

: : : u(l)
y(2n —1) CqAn? CaAn! u(0)

De manera abreviada:

[ y(n) ] Tu(n — 1)]
y(n+1) u(n — 2)
y(n+2) | = A%2(0)0y(Ag, Cq) + Oy(Ag, Cq)Co( Ag, By) : (5-15)
: u(1)
Ly(2n — 1) L u(0) ] npxl

Dénde H(Ag, By, Cq)= Op(Ag, Cq)Co(Aqg, Ba), €l cual representa la relacién dindmica entre
las entradas anteriores al instante n y las salidas posteriores a n, esta es la matriz de Hankel
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y se denotara con H tal como se presenté en las ecuaciones 5-9 y 5-10 y el primer término
de la expresion es constante y se denotara por K, obteniendo:

[ y(n) ] [u(n —1)]
y(n+1) u(n — 2
yin+2) | =H : +K (5-16)
f u(1)
Ly(2n — 1) L u(0)

Es aqui donde se puede ver claramente las ideas tratadas por los autores mencionados,
una representacién dinamica del sistema en términos de sus entradas y salidas a partir de
las matrices de observabilidad y controlabilidad, relaciondndose a través de la matriz de
Hankel, ahora se debe buscar la forma de encontrar en esta matriz como cuantitativamente
se relacionan estos conceptos y el impacto que tienen las dindmicas de un proceso.

5.3. Descomposicion en valores singulares (DVS)

Cualquier matriz G € R™™ de rango r puede factorizarse como una descomposicién de
valores singulares, en donde existen matrices unitarias ortogonales U € R%* y V € R™™ y
una matriz diagonal Y € R™™ de valores singulares reales no negativos o;;, dispuestos en
orden descendente!, con o1 > 099 > ... > 0, > 0, cabe aclarar que los valores singulares
de G son las raices cuadradas de los eigenvalores de GT'G (Poole, 2011).

G=U> v" (5-17)

La matriz U consiste en los vectores propios ortonormales asociados a los valores propios
més grandes de GGT y se llaman vectores singulares izquierdos de G. La matriz V consiste
en los vectores propios ortonormales de GTG y se llaman vectores singulares derechos de G.
Los elementos diagonales de ) son las raices cuadradas no negativas de los valores propios
de GTG y GGT y se llaman valores singulares de G (Monsalve Bravo, 2014):

S 0
= 5-18
>-10 ) (519
Dénde: S = diagonal 011,092, ...,0., con(oyy > 099 > ... > 0, > 0).

Los cuales se pueden hallar como:

0i(G) = V(X(GTG)) = V(X(GGET) (5-19)

'El concepto aplica para toda matriz (simétrica o no, cuadrada o no) (Poole, 2011).
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Geométricamente los valores singulares corresponden a la mitad de los ejes mayor y menor
de la elipse en R? proveniente de la transformacién de una circunferencia unitaria en R?
mediante la multiplicacién con una matriz G, se puede encontrar mas detalle en el texto de
(Poole, 2011).

Finalmente, desde una perspectiva fisica, la matriz de valores singulares (>_) proporciona
intensa informacién del sistema representado por (¢, donde el valor singular més alto contiene
la mayor la informacién del sistema. Por lo tanto, mediante el analisis de valores singulares,
la informacién contenida en R puede reconstruirse representando simplemente el sistema con
las variables entrada-salida relacionadas con valores singulares mas altos.

5.3.1. DVS en la matriz de Hankel

De la seccién 5.2, la matriz de Hankel esta asociada a sistemas de tiempo discreto caracte-
rizados por secuencias de pardametros de Markov (respuesta de impulso). Considerando un
caso especifico en el que el nimero de variables de estado n = 2, nimero de entradas p =
2 y numero de salidas m = 2, el sistema resultante de las ecuaciones escritas en forma de
matriz se proporciona como sigue:

1(2) ur(1)
y2(2) _ OdBd CdAdBd u2(1)
U1 (3) CdAdBd CdA?le Uy (0)
y2(3) u2(0)

La descomposicion de ‘H en valores singulares y considerando que rango H = n = 2, se
obtiene la factorizacion:

Uypr U Uz U o1 0
Uyt U Usz Usy 0 o2
Usi Usy Uss Usy 0 0
U41 U42 U43 U44 0 0

Vi Vor ViV
Vix (5-20)
Vi Vi Vih Vi

T T T T
Vie Vou Vay Vi

o O O O

o O O O
=
o~
<
BN
<
89

Las salidas (columna) de H esta compuesta por las primeras dos columnas de U y las entradas
(filas) de H estdn compuestas por las primeras dos filas de V7 | entonces se puede reconstruir
de la forma:

Un Ui
1 — Us1 Us {011 0} [VE Vﬁ ‘/311“ Vﬁ

5-21
0 om) (VD VL VL VA (5-21)
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Para calcular el impacto de las entradas y salidas en todo el proceso, una vez obtenida la
matriz de Hankel, se reemplaza en la expresién con x(0) = 0.

y1(2) Un U u1(0)
w(2)| _ |Un Ux {011 0} {fo Vor Vai Vi |ue2(0) (5-22)
y1(3) Ui Us2| |0 Vo Vay Vi Vi) |w(0)
y2(3) Un Usp u2(0)

y1(2) Unon (Viun (1) + Viiua(1) + Vihur (0) + ViEus(0)) ]
y2(2) | _ | Unon(Vijua (1) + Viua(1) + Vafui (0) + Vi us(0))
()| " | Unon (Vi (1) + Vibus(1) + Vi (0) + Viius(0)) |
y2(3) Unon(Vijui (1) + Vaiua(1) + Viiui (0) + Viius(0)) |
Una0aa(Vihun (1) + Vibua(1) + Vibur (0) + ViBus(0)) ]
U0z (Vihua (1) + Vohua(1) + Vihui (0) + Vihua(0))
Usp022(Vihua (1) + Vahua(1) + Vahui (0) + Vibua(0))
| Uspoao (Vibua (1) + Vahua(1) + Vahui (0) + Vibus(0)) |

Donde cada salida es discriminada por U;; 011 v U;s 092 v cada entrada se distingue por Vf
011y Vil 0, aqui 0y i = 1,2, 3,4 para ambos casos. Cada una de estas salidas no es posible
asociarla a una sola entrada, sino al conjunto de estas:

y1(2) =Unio11 (Vijur (1) 4 Vaua (1) 4 Viiui (0) + Vi us(0))+
Ur2022(Vihui (1) + Vagua(1) + Vihui (0) + Vihua(0))

1(3) =Usion (ViTur (1) + Vajua(1) 4+ Vaiur (0) + Vijus(0))+
Usa090 (Vigui (1) + Vapua(1) + Vapun (0) + Vipus(0))

(Ruiz Colorado, 2009) resalta como la tnica diferencia de las salidas entre si son los valores
del vector de salida U;;. Esto significa que el andlisis permite determinar el impacto de cada
entrada sobre todo el proceso, sin discriminar entre las salidas y este impacto esta dado
solamente por el valor de VZ;

Para cada entrada manipulada no es posible determinar la salida a la cual més impacta, en
relacion con las demas entradas, puesto que las salidas estan ponderadas por un valor Uy;
que multiplica al término que contiene las entradas. Por tanto, sélo es posible determinar el
impacto neto de las entradas sobre cada salida a través de los valores de U;;.
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5.3.2. Efecto dinamico de entradas y salidas

Para cuantificar el impacto dinamico de cada entrada y salida, se calcula la norma del vector
correspondiente a cada entrada y cada salida, de tal manera que es estime el efecto global
en el tiempo de cada variable (Toro Alvarez, 2008; Ruiz Colorado, 2009; Monsalve Bravo,
2014), el efecto en la salida i () se calcula con base en los vectores de salida U;; dando
idea de que tan impactable es esta salida en el proceso:

Qy1 = \/U121‘7%1 + U??ﬂf%l + Ufpo3y + U3220§2 (5-23)

Qya = \/U2210%1 + Uji01) + Usyo3, + U3, (5-24)

De la misma manera, el efecto en la entrada j(a,;) se calcula utilizando los vectores de
entrada V;;:

=\ (VD)20%, + (V)22 + (Vib)20%, + (ViE)20, (5-25)

tur = \ (V)03 + (V2% + (Vih)20%, + (VE)203,) (5-26)

Si se analiza cada «,; y se toma el sistema con r valores singulares, con orden r el sistema
se obtiene:

i 0%2@' (U12@ + U327,) Qy1 = \ Z ;i ((Vg)z + (‘/zg)2>

Ckyl =
\ =1

y2 = 121 2i 4 Qy2 = Qg i2 il ’
- \Za (U3 +U3) \Z 2 (Va2 + (V)
i=1 ;

Esto se puede generalizar para tener una expresion del sistema con p entradas, m salidas:

- Zau (Z ]+mg,> i=1,2,...,m (5-27)
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T n—1
k=4[ D% ( (Vf/l+ph)2> k=1,2,....p (5-28)

Qv Y oy representan la impactibilidad de las entradas de proceso manipuladas v como un
todo sobre la k-ésima salida dada y; y la impactabilidad de la [-ésima entrada de proceso ma-
nipulada uy, sobre las salidas del proceso y; como un todo, respectivamente (Monsalve Bravo,
2014), en otras palabras, El indice o,; da una medida de qué tan impactable dindmicamente
es la salida 7 en el proceso y el indice o, da una medida de qué tan impactante dinamica-
mente es la entrada j en el proceso (Ruiz Colorado, 2009), en la Figura 5-1

- >~ - ~
Impacto - ~ Impacto  ~ N
s N 7 N
% \ 4 \
/ \ / \
7 \ /

/ X / \A
= u y
u Proceso yk l Proceso —

Impactable Impactante

Figura 5-1. Interpretacion de ay; y o, en un proceso.

ay; representa el indice de estado impactable (IEI) que tiene cada variable en el proceso.
Esto es importante para determinar la relevancia de las dindmicas més impactantes del
proceso, segin Ruiz Colorado (2009) permite determinar la jerarquia de las dindmicas con
lo cual se define el Régimen de Operacion.

5.4. Punto de operacion y régimen de operacion

El Punto de Operacién (PdeO) hace referencia a las caracteristicas fisicas y quimicas que
definen el estado del sistema. El estado de un sistema dinamico es el conjunto mas pequeno
de ntimeros que pueden ser especificados en el tiempo t=t( con el fin de tener disponible para
predecir el comportamiento del sistema para todo tiempo ¢t > to (Kalman, 1959). A partir de
la definicién anterior Ruiz Colorado (2009), la complementa y propone una restriccion: “El
estado de un proceso es el conjunto mas pequeno de variables z, de modo que conociendo
su valor en el instante inicial x () y las entradas al proceso u(t) desde ¢y hasta t, es posible
predecir el valor del estado en el instante ¢”. La restriccion adicional propuesta consiste en
que todas las variables de estado deben tener interpretacion en la definiciéon y operacion del
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proceso. El PdeO es un punto de equilibrio en R™ (n la dimensién del espacio de estados del
proceso) y el valor de las variables de estado corresponde a la condicién de operacién del
proceso.

Debido a que los estados deben cumplir con la restriccion mencionada, es necesario que su
deduccion provenga del MSBF. Ademds, puesto que la base de los MSBF es la aplicacién
de las ecuaciones de conservacién (materia, energia y cantidad de movimiento), las variables
que aparecen en los diferenciales de las ecuaciones del modelo pueden tomarse directamente
como los estados del proceso, como lo trato Kalman (1959). De este modo, su interpretacion
estd garantizada desde la deduccion misma del modelo al aplicar balances de masa, energia
y cantidad de movimiento en estado transitorio (Ruiz Colorado, 2009).

Adicionalmente, Ruiz Colorado (2009) define el PdeO como un punto de equilibrio del sis-
tema matematico que describe al proceso: la derivada de x respecto a t es igual a cero con
U = Uequilibrio = constante (u es el vector de parametros de diseno).

El Régimen de Operacién (RdeO), por su parte, es la relacién de jerarquia evidente entre los
efectos que coexisten en el sistema en un intervalo de tiempo finito, en el cual se caracteriza
y define el comportamiento del proceso. Tal jerarquia se establece de acuerdo con una o mas
caracteristicas de interés, analizadas en cada uno de los efectos individuales del proceso, se
debe aclarar que RdeO es diferente a los regimenes de los cuales se habla de manera habitual
en el drea de procesos (Ruiz Colorado, 2009): Régimen de flujo, Régimen térmico, Régimen
de transferencia de masa y energia, Régimen quimico-bioquimico, asi como puede existir un
régimen mixto donde se de la interaccién de varios de los regimenes mencionados (Ruiz Co-
lorado, 2009), los cuales se enfocan en analizar alguna operacién unitaria en el proceso o
analisis quimico-bioquimico, no se enfoca en una jerarquia como lo propone el RdeO.

Para este trabajo se modifican las definiciones del punto de operacién (PdeO) y se mantiene
la de régimen de operacién (RdeO) presentados por (Ruiz Colorado, 2009), al igual que se
toman las definiciones de estado tomada de (Kalman, 1959) y variable de disenio presenta-

das por (Monsalve Bravo, 2014). Se propone la definicién de régimen de operacién critico
(RdeO™).

Definicion 1: El PdeO es equivalente al vector de variables de estado del proceso, siempre
y cuando todas las variables de estado tengan interpretacion de acuerdo con la definicion y
operacion del proceso. Hace referencia a las caracteristicas quimicas y fisicas que definen el
estado del sistema.

La diferencia con definiciones dadas por (Ruiz Colorado, 2009) precisa en que no se tomara
como un punto de equilibrio del sistema, sino como las concentraciones de salida dada la
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naturaleza batch del proceso. Mantener el PdeO en el escalado no implica mantener el valor
de todas las variables en la escala inicial. Se permite que las variables de estado (z) estén
en un intervalo pequeno alrededor de los valores originales de cada variable en la escala inicial.

Definicion 2: El régimen de operacion (RdeO) es una relacion de jerarquia que se establece
de acuerdo con un criterio o caracteristica dada, entre los efectos dindmicos que coexisten
en el sistema en el PdeO y que caracterizan y definen el comportamiento del proceso en un
punto especifico y en un entorno que lo contenga. La jerarquia se establece entre cada uno
de los efectos individuales del proceso, que no son mds que el conjunto de estados (x).

Definicion 3: Régimen de operacion critico (RdeO*) del proceso es el valor o region en
la cual la dinamica de interés presenta su valor mdximo de [EI, o mejor conocido como
IEIyq,:, quiere decir que va a ser mayormente impactada respecto a otras dindmicas. Co-
rresponde dentro de las jerarquias analizadas y su orden de interés, al punto mdadximo en el
cual el proceso serd impactado de mayor manera, por lo cual la dominancia de las jerarquias
se expresa en mayor medida, esto se representa como el I E 1y .

Definicion 4: Variable de capacidad (VdeC) corresponde al valor de capacidad al cual se
propone escalar el proceso, haciendo referencia a la capacidad con la cual varia el escalado
desde una baja escala a una alta escala.

Definicion 5: Estado es el conjunto mds pequeno de variables x, de modo que conocido su
valor en el instante inicial x(to) y las entradas al proceso u(t) desde to hasta t, es posible
predecir el valor del estado en el instante t.

Definicion 6: Variables de diseno (z) son el conjunto de variables que pueden ser libremente
variadas por el disenador para definir el proceso o verificar su efecto sobre este.

5.5. Conclusiones

Los problemas del escalado de procesos quimicos y bioquimicos, han llevado al planteamiento
de metodologias que no solo se enfoquen en realizar un anélisis dimensional o usar el prin-
cipio de similitud como herramienta, se hace necesario entender el proceso y los fenémenos
que ocurren al interior de estos y de esta forma encontrar una soluciéon adecuada a las difi-
cultades propias del escalado. El anélisis de sistemas de control en el espacio de estados es
una de estas herramientas que estd empezando a ser explorada, unificando los conceptos de
controlabilidad y observabilidad a partir de la matriz de Hankel, si bien es una herramienta
poderosa, se comporta de manera binaria, en donde menciona si un sistema es controlable
o no lo es, o si un sistema es observable o no lo es, es gracias a la descomposicién en va-
lores singulares de la matriz de Hankel que permite discriminar en una matriz asociada a
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las salidas del proceso (U), otra asociada a las entradas (V') y una matriz diagonal (>) que
proporciona informacién del sistema de interés, ademas permite observar como las dindmi-
cas del proceso son afectadas por estas entradas y salidas a partir del /EI. Es de resaltar
que esta herramienta permite ver la interaccion de las salidas del sistema con las diferentes
entradas, se puede notar que cada una de estas salidas no es posible asociarla a una sola
entrada sino a un conjunto de estas. En la Figura 5-2 se presenta una ruta secuencial que
permite analizar como desde en analisis en el espacio de estados y la formulaciéon de MSBF
se pueden proponer criterios que permiten la jerarquizacion de los estados de interés en el
escalado de procesos.

[Anélisis de sistemaen el ] x(k +1) = Agx(k) + Bau(k) y(k) = Cax(k)
espacio de estados
ax, ax, axy ax,
X xp dz, 7 dzy 1 0 0
Formulacion MSBF ] A= =« B=|: =~ C=J0 1 0
xn dxn dxn dxn 0 0 1
xl - x?'l dzl o dz?'l

[ Observabilidad ] [ Controlabilidad ] C,=[BAB .. A" B] 0,=[CCA .. CA™ T

C
g N CA
Matriz de Hankel (H) Hij=| ¢+ |[B .. A" ?B A"'B|
\ l J CATI—]
Descomposicion en r
valores singulares | H = Usv
[ indice de estado ) . ) L= )
L impactable J IEly; = Z Cii Z Ufvmg,i
i=1 g=0

Figura 5-2. Interpretacion secuencial de anélisis dindmico aplicado al escalado de procesos.

Un punto importante es el planteamiento de las definiciones de RdeO, PdeO, VdeC como
uno de los principales aportes realizados por Ruiz Colorado (2009), asi como la definicién
de variables de estado y de disenio presentados por (Monsalve Bravo, 2014). Lo que este
trabajo permite complementar con el RdeO* ya que debe pensarse que en operaciones en
modo batch, donde la definicién de RdeO se vera enfocada en el andlisis de un [ E'1y;,, para
cada VdeC analizada, lo que permitira proponer una manera de relacionar el efecto méaximo
de los parametros del proceso sobre las variables de estado de interés.



6. Metodologia de escalado de procesos
de hidrdlisis enzimatica

A continuacion se presenta la metodologia de escalado de procesos en modo batch, la cual,
a modo de ejemplo sera aplicada sobre un proceso de hidroélisis enzimética. La metodologia
comprende una serie de pasos que se desarrollan de manera metddica. De modo general se
busca que el lector a partir de cualquier modelo semifisico de base fenomenolégica (MSBF)
propuesto pueda aplicarla y usar los conceptos aqui propuestos como una herramienta adi-
cional que permita complementar su escalado, independiente de la manera en que se realice.
El objetivo es tener un mayor conocimiento del efecto del aumento de escala sobre el proceso,
su régimen de operacién (RdeO) y el comportamiento de las variables involucradas en este.

Se deja al lector una serie de rutinas que se desarrollan de manera metddica propuestas
en el Anexo A, especificamente aplicado al proceso de hidrélisis enzimética de materiales
amildceos en la etapa de licuefaccion. Se parte desde la solucion del MSBF, su ajuste de
parametros, hasta la aplicacién de cada uno se los pasos propuestos en este capitulo. Todas
las subturinas presentan una descripcion de su desarrollo y como se debe proceder para
manejar su informacion de entrada y salida, logrando que el lector, con conocimientos basicos
en el area de simulacion, tenga la capacidad de desarrollar de principio a fin un escalado de
este tipo.

6.1. Especificar el proceso y la tarea de escalado

Esta seccion consiste en realizar una descripciéon de cada una de las etapas de proceso,
condiciones de operacién (concentraciones iniciales, pH, temperatura, agitacién, activadores,
relaciones entre enzimas, cantidades de sustrato o alguna otra condicién de importancia.
Se realiza la seleccién y especificacién de variables de estado (x), variables de diseno (z) y
variable de capacidad (VdeC) al cual se desea escalar. Para esto se propone:

» Realizar una descripcion detallada del proceso, indicando condiciones iniciales para las
variables de estado y condiciones de operacion.

» Especificar variables de estado, es decir, punto de operacién (PdeQ), variables de di-
seno, todas con su valor correspondiente al PdeO de la baja escala (BE) y el régimen
de operacién (RdeO) deseado.
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= Indicar el valor de la VdeC del cual se parte y al cual se quiere llegar y la eficiencia
minima a lograr en ese PdeO de la alta escala (AE).

6.2. Planteamiento del MSBF del proceso

En esta seccion se propone realizar el planteamiento del MSBF' del proceso. Partiendo de las
suposiciones y restricciones que se tendran en cuenta. Proponer los balances de materia para
cada uno de los compuestos de interés y los balances de energia para la representacién ade-
cuada del proceso. Se deben indicar las ecuaciones constitutivas que acompanan el proceso,
tales como definiciones de velocidades de reaccion, velocidades maximas, constantes cinéti-
cas, concentraciones de enzimas, efectos de temperatura y pH sobre las enzimas, definiciones
de coeficientes de transferencia de calor, masa o alguna otra ecuacién de importancia. Auto-
res como Beschkov et al. (1983); Rosso et al. (1995); Zanin et al. (1996); Paolucci-jeanjean
et al. (2000); Morales et al. (2008); Presecki et al. (2012) son una buena base de partida
para el planteamiento de modelos de hidrélisis enziméatica de materiales amildceos.

6.3. Ajuste de parametros a los datos experimentales

Una vez se tiene el MSBF propuesto, se procede a realizar el ajuste del modelo a los datos
experimentales propuestos esto se puede realizar usando MATLAB® vy la funcién de op-
timizacion fmincon, ademas, se deben determinar las restricciones para los pardmetros o
constantes a estimar, de acuerdo con criterios establecidos. Se debe proponer una funcién
objetivo para ser optimizada como propuesta para el proceso de hidrolisis enzimatica de
materiales amildceos se presenta la suma de los cuadrados de los residuales (SCE):

n

SCE =7 (yi— ) (6-1)

i=1

Donde: y; corresponde a los valores observados de la variable dependiente y 7; a los valores
estimados por el modelo.
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6.4. Formulacion de la Matriz de Hankel y DVS

Linealizar el MSBF del proceso y llevarlo a la forma canénica:

dx
—=A B
TR (6-2)

y=Cr

A partir de las matrices A, B y C realizar la formulacion de las matrices de observa-
bilidad (Oy) y controlabilidad (C,) de la siguiente manera:

C,=[A AB... A"'B]

6-3
Oy=[C CA... CA™ YT (6-3)

Se calcula la matriz de Hankel (H) como el producto de las matrices de observabilidad
y controlabilidad:

H=0,-C, (6—4)

Realizar la descomposicion en valores singulares de la matriz de Hankel para obtener
las matrices U, S, V:

H=U-S -V (6-5)

6.5. Construccion de la curva de Jerarquia de las
dinamicas
» Calcular el vector de indice de estado impactable (IEI) en funcién del tiempo para

un valor puntual de la VdeC, con los valores de las variables de diseno en la BE
reemplazados en ‘H y con las componentes de U y S calcular:

n—1
IEI, = Z 5121 Z u%—&-mj,i (6-6)
=0

» A partir de esto, determinar el RdeO (jerarquia de las dinamicas). Para esto se debe
analizar el comportamiento de las variables de estado de interés y teniendo en cuanta
su magnitud en un intervalo de tiempo (0 > t; > t3) se puede concluir cual de ellas
se encuentra mayormente impactada respecto a las otras, por ejemplo, las variable de
estado x; presenta un orden de magnitud en su comportamiento de 1 x 1010 las variable
de estado x5 v 21 presentan ordenes de magnitud de 1 x 102 y 1 x 10'°, respectivamente.
Por consiguiente, la jerarquia de estas dindmicas es x3 > x1 > xs.
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No es
posible
escalar

Inicio

1. Especificar el procesoy
la tarea de escalado
(x,z,VdeC, RdeO
eficiencia)

2. Planteamiento

del MSBF

Si

¢Es posibleseleccionarotras
ariables de disefio?

Fin del
escalado

6.6.

¢Se logroun escalado
satisfactorio?

8. Escalado valores entre BE y AE,
determinacion de factores de escalay
verificacion de resultados parala AE

by aE) = Pujam

Znew

&= Pest: AE
' Pest,iBE
Resolver modelo
éRde0?

3. Ajuste del modelo

"
SCE = Z(yi 1
=1

alos datos
experimentales
(fmincon)

7. Determinacion de la nueva matriz

de Hankel

n

n
s,
Zuz = Z M%'n [ ""l
S1

— 2 2
[E[AE = |Silestimado Zu

H = USpetVT

¢l ajuste del modelo es
aceptable?

4. Formulacién de la

Matriz de Hankel y

Descomposicidn de
valores singulares (DVS)

= _ Ax + Bu
dt

y==Cx
C,=[B AB .. A" 'B]
0,=[CCA .. CA™ T
H = 0,C,
Uusv

5. Construccién de la curva de
Jerarquia de las dindmicas con
datos de VdeC en la BE

n-1
- 2 2
IEL, = Z Sit Z Uitmji
Jj=0

(Rde0)

ila dinamicadeinteréses la
dominante?

6. Ajuste de ecuacion
paracalcularel IEl real

RdeO critico (RdeOQ*)
IElyux, Vs VdeCy,
IEL . = f(VdeCy)

Volver al paso

Figura 6-1. Metodologia de escalado de procesos aplicando teoria de control.

Ajuste de ecuacion para calcular el /E1 real

s Incrementar la VdeC desde VdeCgg hasta VdeC g y a partir del calculo del TET de
la dindmica de interés en funcién del tiempo, seleccionar el RdeO critico (RdeO*) y

reportar como el I E1yq,, para la dindmica de interés junto con el tiempo en el que

se da. Realizar una curva de VdeCy respecto al IEly.,, v reportar la ecuacion de

esta curva. En este caso pueden usarse polinomios, curvas de potencia u otro tipo de

ecuacion con el que se logre un ajuste adecuado. Seleccionar incrementos para la VdeC

de modo que permita realizar un seguimiento adecuado sobre las variables de estado:

VdeCy = VdeCr_1 + AVdeC

(6-7)

» De acuerdo con la forma de la curva I E1pq, 5, respecto a VdeCy, con n la dindmica de

interés, seleccionar un niimero de puntos para VdeC, que permitan la mejor represen-

tacion de toda esa curva. Halle una ecuacion que ajuste las parejas (I Elpqqn, VdeCy),

que permita calcular [ El..q=f(VdeCy). El IEI asi calculado se denominard I E'1,¢q.
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6.7. Determinacidon de la nueva matriz de Hankel

» Iniciar en el valor de la VdeCpg y tomando entre dos y tres valores de la VdeC inter-
medios entre VdeCpgg v VdeC 4, escalar como se indica a continuacion, sucesivamente
cada nuevo valor de la VdeC usando las condiciones de entrada de la VdeC inmedia-
tamente anterior, hasta llegar al valor de la VdeC 4.

= De la descomposicion en valores singulares de H, tomar las componentes ,1,Un2, U3,
... Upp de U con n el numero de la fila de la variable de estado de interés.

= De la misma descomposicién, tomar los valores singulares si1, S99, S33 ...S; mayores
que cero de S y calcular las proporciones de cada s; respecto a si.

s Calcular la sumatoria:

Sy, [S_] 2, [2] L, [?] o, [%} o, [S_] (6-8)
11

s s
ii=11 1 H

= Con el valor de la VdeC actual y la ecuacién de la curva del I E1,., propuesto, deter-
minar el valor del TE, ..

= Despejar el s{;; .imado) 46

[E[AE = \/Szzi,estimado Z u? (6_9)

= Usando las proporciones entre ss9, S33, ...,S; V Si1, estimar nuevos s; en adelante
Siiestimados y con ellos estimar la nueva matriz S.

» Determinar una nueva H = US. V7 con la U y la V calculadas para el valor de la VdeC
inmediatamente anterior.

6.8. Escalado de valores entre BE y AE y Factores de
escala

» Leer e igualar los valores de las h;; componentes de H en la BE y AE con sus formu-
laciones expresadas a partir de las matrices A, By C"

hijBE) = hij(AR) (6-10)

= Calcular los nuevos valores de las variables de diseno para la VdeC actual.
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» Determinar los factores de escala (¢;) asociados a cada pardmetro estimado (Pest;),
con las condiciones de entrada para la VdeC 4 se ajusta nuevamente el modelo, lo que
permite obtener una relacién entre los parametros en la AE y la BE:

o Pest,iAE

L — 6-11
Pest,iBE ( )

&i

» Con las condiciones de entrada para la VdeC4p y los P,y i, se resuelve el modelo para
estimar la eficiencia del proceso en la AE y con el vector IEI a VdeC g se verifica
el RdeO. Si la eficiencia no se ajusta a lo esperado, se revisa el PdeO o se realiza la
seleccion de otro conjunto de variables de diseno (Figura 6-1) hasta lograr la eficiencia
deseada.

6.9. Conclusiones

Se logré obtener una propuesta para el escalado de procesos, fundamentada en la teoria de
control, matrices de observabilidad, controlabilidad y matriz de Hankel, lo que se comple-
menta con la descomposicion en valores singulares y permite darle un peso a cada una de
las salidas del proceso sobre las variables de estado de interés. Este trabajo complementa
lo realizado por (Ruiz and Alvarez, 2011) y (Monsalve-Bravo et al., 2014) incorporando la
obtencién de un IEIz,, lo que permite la definicién de un RdeO*. Otro aspecto a tener
en cuenta es la definicién de factores de escala (;) y como se busca a partir de un primer
escalado generar un peso sobre los parametros estimados, los cuales permitiran realizar los
siguientes escalados y obtener eficiencias deseadas con el cambio de escala.

Se propone una herramienta para el escalado de procesos usando herramientas de teoria de
control, las rutinas y forma metddica de solucién se presenta en detalle en el Anexo A, estas
pueden ser aplicables a cualquier proceso, pero su trabajo se realizard sobre la hidrdlisis
enziméatica de almidén de trigo, centrandose en la etapa de licuefaccion y sacarificacion.
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Esta seccién describe la aplicacion de la metodologia de escalado propuesta en el Capitulo 6 y
el proceso experimental desarrollado para el escalado de procesos de hidrélisis enzimatica de
almidoén de trigo. Inicialmente se presenta la caracterizacién del material amiladceo, almidon
de trigo puro, la determinacién de la actividad enzimatica de las enzimas a-amilasa y AMG
y su contenido proteico. Posteriormente se realizdé un andlisis de desactivacién enzimética
para detener la reaccién en las muestras tomadas y un analisis de efectos inhibitorios por
producto (glucosa), luego se desarrollan los pasos de la metodologia de escalado propuesta
para las etapas de licuefaccién y sacarificacién de la hidrolisis enzimatica de almidén de
trigo.

7.1. Caracterizacion de almidén de trigo

Se realizé la caracterizacién del almidéon de trigo por parte del grupo de investigacion Bio-
procesos y Flujos Reactivos (BIOFRUN) de acuerdo con las técnicas de caracterizacién de
biomasa, desarrolladas por el National Renewable Energy Laboratory ! (NREL) y adapta-
das por el Laboratorio de Investigacién en Bioprocesos y Flujos Reactivos de la Universidad
Nacional de Colombia, preparacién de la muestra (NREL/TP-510-42620), determinacién del
contenido de sélidos y humedad (NREL/TP-510-42621), cenizas (NREL/TP-510-42622),
extractivos (NREL/TP-510-42619), proteina por el método de Kjeldahl (método de andlisis
basado en la Norma Técnica Colombiana 4657) y almidén por el método polarimétrico de
Ewers (ISO-10520), estos iltimos métodos se realizaron en el Laboratorio de Andlisis Quimi-
co y Bromatoldgico de la Universidad Nacional de Colombia.

En la Tabla 7-1 se observan los diferentes elementos a caracterizar en un material amilédceo,
la cantidad de almidén es el principal interés ya que permite saber cuanto realmente de todo
el material adicionado al proceso interactiia con la enzima, para este caso solo el 80,70 % esta
disponible para el proceso de hidrélisis enzimatica. Comparado con los trabajos realizados
por Tovar Benitez (2008); Bashir and Aggarwal (2017); Frakolaki et al. (2018) donde el
contenido de almidén a partir de trigo es aproximadamente 59 %, 40 %, 64 %, respectivamente

"https://www.nrel.gov/
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y con otras materias primas como arroz donde el contenido es del 70% (Tovar Benitez,
2008), representa un valor significativo de sustrato inicial para el proceso de hidrélisis. Esta
informacion se complementa con la presentada en las Tablas 2-2:2-5 de la Seccion 2.2 donde
se realiza la descripcion y caracterizacién de otros materiales amilaceos.

Tabla 7-1. Comparacion de caracterizaciones para almidones.

Componente Referencia
BIOFRUN (Tovar Benitez, 2008) (Bashir and Aggarwal, 2017) (Frakolaki et al., 2018) (Tovar Benitez, 2008)
(Trigo) (Trigo) (Trigo) (Arroz)
Humedad 7,87£0,22 13,2 7,960, 09 12,5 131
Sélidos 92,1340, 22 - - - -
Extractivos con hexano (lipidos)  0,03£0,01 2,2 0,32+0, 14 - 2,4
Extractivos con agua 2,26+0, 14 - - - -
Extractivos con etanol 1,0240, 06 - - - -
Almidén base seca 80,700, 01 59,2 40,00 64,2140, 38 70,4
Cenizas 0,350£0, 002 B 0,2940, 05 1,960, 41 -
Proteina base seca 2,30 11,7 0,39+0, 12 15,1741,13 74
Total 86,67 73,10 41,00 81,34 80,2

El valor total de la caracterizacién equivale a un 86,67 % asociado al valor de extractivos,
contenido de almidén, cenizas y proteina. Se observa una caracterizacién mas completa res-
pecto a otros autores como Tovar Benitez (2008); Bashir and Aggarwal (2017); Frakolaki
et al. (2018) con valores de 73 %, 41 % y 81 % para trigo y 80 % para otros cereales como
arroz. El contenido de proteina puede ser de interés dado la posibilidad de formar complejos
almiddn-proteina-lipidos (Guo et al., 2018) pero dada su proporcién 2,30 % (libre de extrac-
tivos) respecto al 80.70 % de almidén no es significativo. Los extractivos en agua equivalen
al 2,26 %, en etanol al 1,02 % y en hexano al 0,03 %, siendo de interés en el proceso porque se
asocian con material inorganico, azucares no estructurales o material nitrogenado, residuos
de clorofila, ceras y otros componentes minoritarios y lipidos provenientes de la produccion
de almidon. Esto es importante porque materiales como lipidos pueden generar complejos
almidén-lipidos (Wang et al., 2017; Guo et al., 2018; Kong et al., 2018) y disminuir su dis-
ponibilidad para procesos de hidrélisis, comparando el contenido de lipidos con los demas
reportados se puede descartar esto y concluir que se cuenta con un alto grado de pureza del
almidon que lo convierte en una materia prima adecuada como estandar en el escalado de este
tipo de procesos. El porcentaje restante puede asociarse con material organico e inorgénico
(fibra cruda, minerales, entre otros) en la biomasa debido a su proceso de produccion.
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7.2. Determinacion del contenido de proteina en
a-amilasa y amiloglucosidasa

Para la determinacién del contenido de proteina en las enzimas se utilizo el método de Brad-
ford (Comassie Blue): se basa en la unién del colorante Azul de Comassie a las proteinas. El
colorante existe en dos formas, una azul y otra naranja. Las proteinas se unen a la forma azul
para formar un complejo proteina-colorante. El tinte azul de Comasie G-250 tiene absorcién
maxima a 465nm; al unirse a la proteina absorbe a 595nm. El colorante azul de Coomassie
se une principalmente a los residuos de aminoacidos bésicos y arométicos, especialmente
arginina (Walker, 2002).

Para 500mL de Colorante Reactivo, se disolvié 50mg de Coomassie Blue Brilliant G-250 en
25mL de etanol al 95 %. Se anadié a esta solucion 50mL de acido fosférico 85 %p/v. Final-
mente, en un balén de 500mL se adiciono la solucion resultante y se aforo el volumen con
agua destilada, se agito en plancha magnética por hmin, se filtré en montaje de vacio con
papel Whatman N°1 y se deposito en frascos oscuros o ambar a temperatura ambiente.

Se tomo un patrén de albumina de suero bovino (ABS) y se disolvieron 10mg en 10mL de
agua destilada, con lo que obtuvo una solucién madre con una concentracién de 1mg/mL.
Se prepar6 una curva de calibracién variando la cantidad de albumina desde 0 hasta 80uL
en 3100 L de muestra con agua destilada y reactivo de Bradford. Los estandares se dejaron
en reposo por Smin y se leyeron en el espectrofotémetro a 595nm. Con la ecuacion de la
recta generada, se encontré la concentracién de proteina (mg/mL) del analito de interés.
Este mismo procedimiento se realizé para cada una de las enzimas por triplicado a cada una
de ellas se le realizaron dos diluciones seriadas una primera con un factor de dilucién de
1:110 y otra con un factor de dilucion de 1 : 3, para un factor final de 1 : 330, garantizando
que la muestra se encontraba dentro de la curva de calibracion.

Tabla 7-2. Cantidad de proteina a-amilasa y AMG.
Enzima Absorbancia Absorbancia prom Concentracién de Proteina (mg/mL) Desviacién estandar Cantidad de proteina (mg)
0,622
a-amilasa 0,627 0,612 4210,55 0,02 4,21
0,587
0,497
AMG 0,581 0,552 3781,69 0,05 4,78
0,578

A partir de los resultados de la Tabla 7-2 se observa una concentracion de proteina en las
muestras de a-amilasa y AMG, de 4211mg/mL y 3782mg/mL, respectivamente. No fue
posible encontrar ni en la bibliografica revisada ni en las fichas técnicas de los proveedores,
datos reportados para realizar una comparacion de los resultados, Este dato da un primer
acercamiento a la caracterizacion de las enzimas y su contenido proteico. Ademads permitira
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expresar la actividad enzimatica de la enzima por cantidad de proteina como actividad
especifica.

7.3. Determinacidon de la actividad enzimatica de
a-amilasa y amiloglucosidasa

7.3.1. Medicidon de la actividad enzimatica de a-amilasa

Para el caso de la determinacion de la actividad enzimatica de a-amilasa comercial, se
define una unidad (U) como la cantidad de enzima que libera 1,0mg de maltosa del almidén
en 15min a pH de 6,9 y 95°C (Ramirez et al., 2018b). Para la medicién de la actividad
enzimatica de a-amilasa se usaron los protocolos de NREL. Para esto se debe realizar la
construccién de una curva de calibracién de maltosa con concentraciones entre los 0,05g/L y
2,00g/L utilizando la técnica de DNS (Miller, 1959). Cada una de las soluciones de maltosa
se preparan por triplicado y la curva se construye al graficar sus promedios contra sus
correspondientes absorbancias. La ecuacion de dicha curva tendra una forma dada por la
ecuacion de la linea recta:

Maltosa(g/l) = Pendiente - Abs — Intercepto (7-1)

La determinacién de los productos de hidrolisis de almidén con la enzima a-amilasa se realiza
por el método DNS, para el cual se emplea la curva estandar de maltosa construida.

Primero se debe realizar un pretratamiento de la solucién de almidén preparada. Para esto,
se lleva la solucién de almidon a ebullicién y se mantiene a esta temperatura por 15min con
agitacion mecanica. Luego, se deja enfriar la solucion y se completa de nuevo a 25mL con
agua destilada permitiendo la liberacién de amilosa y amilopectina hacia el seno del fluido.

La a-amilasa puede presentar inhibicién por sustrato (almidén) y por lo tanto se debe de
someter la solucién a un primer tratamiento a 20°C por 3min para que haya un primer
consumo del sustrato disponible. Posteriormente, se lleva a cabo la reaccién de hidroélisis
propiamente a una temperatura entre 80°C-95°C que es el rango 6ptimo para la a-amilasa
durante 5min (Ramirez et al., 2018b).

Una vez calculada la absorbancia, a partir de la ecuacion de la curva estandar de maltosa y
teniendo en cuenta el factor de dilucién (fd) realizado en el presente ensayo (1/6); se calcula
la concentracién real de maltosa liberada. Los mg de maltosa liberados se calculan como:

mg maltosa = (

Gmaltosa reales 1000mgmaltosa reales
L

) : Lsolucio’n almidén (7_2>

1gmaltosa reales
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La actividad enzimatica de la a-amilasa esta dada por:

U _ Mg maltosa 7
a—amilasa — I ( '3)
MLdisolucién enzima * treaccién

Donde: mg de maltosa son obtenidos a partir de la concentracién de maltosa liberada cal-
culada en la ecuacion 7-8, mL de disolucién de enzima son los mililitros de enzima diluida
tomados para realizar el ensayo y t,cqccisn €S €l tiempo de reaccion al que fue sometido la
muestra. Luego este valor ser multiplicado por un factor de dilucién (fda—_amitasa) de la en-
zima.

Otra forma mas precisa de reportar la actividad enzimatica es a partir de la cantidad proteina
en la enzima (actividad especifica) o a partir de la cantidad de almidén adicionada a la
solucién. Luego este valor ser multiplicado por un factor de dilucion (fda—amisa) de la
enzima:

mg maltosa (7_4>

Ua—amilasa = I P
MLdisolucién enzima * lreaccion * TG Proteina

mg maltosa (7_5)

Ua—amz'lasa - I /
MLdisolucién enzima * Ureaccion * Galmidén

Inicialmente se presenta la curva de calibraciéon de maltosa, Figura 7-1, para una concentra-
cién entre 0,05¢/L y 2,00g/L, la cual presenta un coeficiente de correlacién de R? de 0,9991
y es representada por la ecuacion:

Concentracion(g/l) = 2,9029 - Abs + 0,0419 (7-6)

Se observa un coeficiente de correlacién adecuado para el proceso, lo que permite tener
resultados acertados.
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Figura 7-1. Curva de calibracién estdndar de maltosa.

Se seleccionaron factores de dilucién entre 1/18000 y 1/40000 y se aplicé la metodologia
mencionada, para cada uno de los factores de dilucién se obtuvo las cantidades de maltosa
liberadas, presentadas en la Tabla 7-3.

Tabla 7-3. Cantidad de maltosa liberada respecto al factor de dilucién.
Factor de dilucién Absorbancia promedio Absorbancia corregida* Maltosa liberada (g/L) Maltosa liberada (mg)

1/18000 0,091 0,056 1,233 1,233
1/19000 0,112 0,054 1,198 1,198
1/20000 0,082 0,050 1,042 1,042
1,/40000 0,047 0,011 0,437 0,437

* Absorbancia a las cuales de les resto tanto un blanco de enzima como de sustrato.

Se observa que la dilucién de enzima que estd mas cerca en liberar 1,000mg de maltosa
corresponde a un factor de dilucién de 1/20000, en el cual se obtuvo 1,042mg de maltosa
liberados, los datos més precisos se obtuvieron para el fd de 1/40000 dado que es el que
posee menor desviacién estandar.

Finalmente, para calcular el factor de dilucién en el que se obtendria exactamente 1,000mg
de maltosa liberado se realizé a partir de los resultados obtenidos, una curva de logaritmo
de la concentracion de enzima respecto a los miligramos de maltosa liberados, esta curva se
puede graficar para cada uno de los factores de dilucién de enzima evaluados. La Figura 7-2
presenta la regresion para la concentracién de enzima en escala logaritmica respecto a los
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miligramos de maltosa liberados, presenta un coeficiente de correlacién (R?) de 0,9845 y se
representa por la ecuacion:

Log concentracion enzima(uL/mL) = 0,4375 - Maltosa liberada(mg) — 1,7869 (7-7)

Log concentraciéon enzima (uL/mL)

L 1 1 1 1 1 1 1 1
0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1 1.2
Maltosa liberada (mg)

Figura 7-2. Concentraciéon de enzima en escala logaritmica respecto a miligramos de maltosa
liberados.

A partir de la ecuacién de la Figura 7-2 se calcula la concentracién de enzima requerida
para liberar 1,00mg de maltosa la cual es igual a 0,0447uL/mL, que corresponde a un factor
de dilucién de 22356 y con la que se obtiene una actividad enzimatica de 1490U y es posible
de manera especifica por unidad de proteina 354U, _amiiasa/MGproteina-

7.3.2. Maedicién de la actividad enzimatica de amiloglucosidasa

La actividad de la enzima amiloglucosidasa se determiné mediante cromatografia liquida de
alta resolucién o HPLC por sus siglas en ingles, a una temperatura de 50°C, usando como
fase mévil 50mM &cido sulfirico en agua y un flujo de 0,6mL/min; a partir de una curva
de calibracién estdandar de glucosa con un tiempo de retencién de 9,278min a las condiciones
de operacién mencionadas. Una unidad de amiloglucosidasa (U) se definié como la cantidad
de enzima AMG que libera 1mg de glucosa a 25°C a pH 4,3 durante 30min (Ramirez et al.,
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2018a) . Luego este valor se multiplicado por el factor de dilucién (fdang) de la enzima.

Los mg de glucosa liberados se calculan como:

Gglucosa reales ) ( 1000mgglucosa reales

mg glucosa liberados — < I ) : Lsolucién maltosa (7'8>

1gglucosa reales

La actividad enzimatica de la amiloglucosidasa estéd dada por:

mg glucosa liberados

Uanve = (7-9)

mL enzima - tiempo,,,,
Otra forma mas precisa de reportar la actividad enzimatica es a partir de la cantidad proteina
en la enzima (actividad especifica) o a partir de la cantidad de almidén adicionada a la
solucién. Luego este valor ser multiplicado por un factor de dilucién (fdang) de la enzima:

MYglucosa

Uane = (7-10)

deisolucién enzima * treaccién * MJProteina

MYgiucosa
Uame = 7-11
deisolucién enzima * treaccién * Galmidén ( )
Dada la simplicidad de la técnica usando HPLC' solo se necesita de la preparacion de una
solucién de maltosa 2 %p/v y buffer de acido fumarico a pH 4,3 y pH 9,0 (usado en el proceso

de hidrélisis enzimadtica).

Para la parte experimental se tiene la muestra, un blanco de enzima y un blanco de sustrato,
a la muestra y blancos se les adicioné determinadas cantidades de enzima, buffer pH 4,3
y solucion de maltosa. Se dejo un periodo de 30min a temperatura ambiente y luego se
procede a detener la reaccién con el buffer de pH 9,0, luego se realiza la determinacién
mediante HPLC' con una curva de calibracién de glucosa valida entre 0,1 — 2,0g/L, la cual
es descrita por la ecuacién 7-12 %

Concentracion(g/l) = 3,42853 x 107% - Area — 5,80024 x 10~* (7-12)

Luego de esto, se realizaron diferentes diluciones de enzima, para un volumen total de 250m L.
Este fd vario desde 1/2500 con 100,0uL de enzima, 1/3000 con 83,31.L de enzima, 1/3500 con
71,4uL de enzima, 1/4000 con 50,0uL de enzima, hasta 1/5000 con 40,0uL de enzima. Para

2La curva de calibracién de glucosa es preparada en el HPLC, la cual lee dreas para dar concentraciones.
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cada fd se realizo la metodologia y se obtuvo las cantidades de glucosa liberada presentadas
en la Tabla 7-4:

Tabla 7-4. Cantidad de glucosa liberada respecto al factor de dilucion.

Volumen de enzima Dilucién Concentracién de enzima (pL/mL) mg glucosa liberados Log (concentracién de enzima)

100,0 1/2500 0,400 1,438 -0,398
83,3 1/3000 0,333 1,342 -0,477
71,4 1/3500 0,286 1,285 -0,544
50,0 1/4000 0,250 1,168 -0,602
40,0 1/5000 0,200 1,063 -0,699

Se reportan los mg de glucosa liberados para cada factor de dilucién asociado. De acuerdo a
la definicién de actividad presentada el factor de dilucién més cercano corresponde a 1/5000
con 1,063mg de glucosa liberados.

Finalmente, para calcular el factor de dilucién en el que se obtendria exactamente 1mg de
maltosa liberado se realiza primero, a partir de los resultados obtenidos, una curva de loga-
ritmo de la concentracién de enzima contra mg de maltosa liberados. esta curva se puede
graficar para cada uno de los factores de dilucién de enzima evaluados.

La Figura 7-3 presenta la regresiéon para la concentraciéon de enzima en escala logaritmica

respecto a los miligramos de glucosa liberados, presenta un coeficiente de correlaciéon (R?)
de 0,9881 y se representa por la ecuacion:

Log concentracién enzima(uL/mL) = 0,7804 - Glucosa liberada(mg) — 1,5267  (7-13)
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Log concentracién enzima (uL/mL)

1.05 1.1 1.15 1.2 1.25 1.3 1.35 1.4 1.45
Glucosa liberada (mg)

Figura 7-3. Concentracion de enzima en escala logaritmica respecto a miligramos de glucosa
liberada.

A partir de la ecuacién de la Figura 7-3 se calcula la concentracién de enzima requerida
para liberar 1mg de maltosa la cual es igual a 0,179uL/mL, que corresponde a un factor
de dilucién de 1/5576 y con la que se obtiene una actividad enzimdtica de 186U, tam-
bién se puede definir de manera especifica por cantidad de proteina lo que es equivalente a
449U arr /Mg proteina-

La enzima a-amilasa presenta una mayor actividad enzimatica respecto a la enzima AMG,
esto significa menor cantidad de enzima a-amilasa para generar la misma cantidad de sus-
trato, pero se debe tener en cuenta que son diferentes sustratos los que se analizan y en
tiempo de reaccion diferentes.

7.4. Cinética de hidrolisis enzimatica de almiddn de trigo

En secciones anteriores se menciono como la hidrélisis enzimatica de materiales amilaceos se
compone de tres etapas, gelatinizacion, licuefaccion y sacarificacion. Para cada una de estas
etapas se debe tener en cuenta condiciones de pH, temperatura, concentracion de sustrato,
relaciéon E/S; activadores, desactivacién de las enzimas, tipo de buffer y tiempos de proceso.
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7.4.1. Condiciones de operacion del proceso

En la Tabla 7-5 se presentan las condiciones generales para el proceso de hidrélisis de al-
midon de trigo. Se prepard 3L de una solucién con un porcentaje de sélidos del 20 %, lo que
es equivalente para un volumen de 3L a 600g de almidén y 2400g de buffer fumarico da-
do su grado alimenticio, se ajusto el pH en 5,8 y se adicion6 como activador 50ppm de CaCls.

La muestra se sometié al proceso de gelatinizacion a temperaturas entre los 90 : 95°C durante
un tiempo de 15min y una agitacién de 310rpm. Al final de esta etapa se ajusto nuevamente
el pH en 5,8 y se llevo a la etapa de licuefaccién, adicionando una cantidad de 163,3uL de
a-amilasa (equivalente a 3,1U,_umitasa/8aimidsn) de acuerdo con la relacion E/S 0,036 %p/p
y el volumen de operacion, el calculo se presenta en la ecuacion 7-14:

Relacion E/S - gBiomasa © Yoalmidon

mLenzima -

(7-14)

100 + penzima = %sdlidos secos

Dado que esta etapa depende directamente de la cantidad de sélidos se debe realizar esta
correccién, el proceso se sometio a una agitacion de 310rpm a presién atmosférica, luego se
inicio el conteo de 2h donde se tomaron muestras del proceso cada 30min.

Tabla 7-5. Condiciones para la hidrolisis enzimatica de almidén de trigo.

% soélidos secos % almidén Volumen de trabajo (mL) % Sélidos Biomasa a pesar (g) Cantidad de buffer (mL) % Sélidos real
0,9213 80,70 3000 20 600 2402 19,99
Etapa de gelatinizacién
Temperatura (°C) Presién Tiempo (min) Agitacién (rpm) pH
90:95 Atmosférica 15 310 58
Etapa de licuefaccién
Temperatura (°C) Presién Tiempo (horas) Agitacién (rpm) pH
60 Atmosférica 2 310 58
Cantidades relacionadas
E/ S (%p/p) a-amilasa (mL) a-amilasa (mL) corregida a-amilasa (uL) corregida
0,036 0,1504 0,1633 163
Etapa de sacarificacién
Temperatura (°C) Presién Tiempo (horas) Agitacién (rpm) pH
60 Atmosférica 6,5 310 4,3
Cantidades relacionadas
E/ S (%p/p) Glucoamilasa (mL) Glucoamilasa (uL)
0,18 0,7744 774

Para la etapa de sacarificacion, una vez finalizada la etapa de anterior, se llevo el pH de la
solucién a 4,3, se agregd una cantidad de 774,4ul. de AMG de acuerdo con la relacién E/S
0,18 %p/p (equivalente a 0,4U an1c/ Gaimidén ), S€ sometié a una agitacion de 310rpm y presion
atmosférica y se inicio el conteo de 6,5h, luego se tomaron muestras cada 30min, a excepcién
de los 90min, donde se tomaron muestras cada 10min de modo que permitiera observar las
variaciones de la concentracién de maltosa. Cada vez que se tomaba una muestra, esta era
centrifugada a 10000rpm y 4°C por 7min, el sobrenadante era inactivado con HCL 1M y
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filtrado en tamaiio de poro 0,45um para ser leido mediante HPLC' 3.

Las relacion E/S seleccionada para la etapa de licuefacciéon se fundamenté en trabajos an-
teriores del grupo de investigacion y la usada en la etapa de sacarificacion se selecciond de
acuerdo con la revisiéon presentada en secciones pasadas, tomando la mayor cantidad repor-
tada. Al seleccionar estas relaciones E/S como variable de diseno en el escalado, caso que se
expondra mas adelante, permitird observar como al aumentar las cantidades de enzima, se
aumentan las velocidades de reaccion del proceso, lo que implicaria mejoras en términos de
tiempos de proceso.

7.4.2. Aspectos a tener en cuenta sobre el proceso

La solucién de almidén de trigo 20 % se someti6é a una rampa de calentamiento, como pro-
ceso de gelatinizacion, desde temperaturas entre los 25° y 30° hasta los 90°C y 95°C, esto
tard6 aproximadamente 2h. Una vez alcanzado este rango de temperatura se dejo 15min de
modo que todo el material se encontrara completamente gelatinizado, luego de esto, se llevo
la solucién de almidén de trigo a la temperatura de licuefacciéon (60°C), lo cual tardo 30min
aproximadamente, se presenta un esquema en la Figura 7-4 | durante todo el proceso la
solucién de almidén se sometié a una agitacién de 310rpm (méaxima operable), usando un
agitador helicoidal.

Temperatura (°C) &

Rampa de
gelatinizacidn

Rampa de
30 ascenso

| i ; >
02 21 Tiempo(h)

Figura 7-4. Gelatinizacién mediante métodos térmicos (rampa de calentamiento).
La gelatinizacién de materiales amilaceos dependera de la matriz de la cual estd compuesta,

para el caso de almidén de trigo, se encuentran reportes donde la solucion es sometida a
temperaturas de 90°C durante 30min (Baks et al., 2008). Reportes mas detallados como

3En la Seccién 7.5 se encuentra la discusién en detalle de este proceso.
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los presentados por Xie et al. (2019) analiza varios tipos de almidén de trigo presentando
temperaturas de inicio de gelatinizacion desde los 56°C hasta los 59°C y temperaturas de
finalizado de la gelatinizacion entre los 83°C y 86°C. Rosicka-Kaczmarek et al. (2017) pre-
senta un inicio del proceso de gelatinizacién a los 65°C y una temperatura de 67,5°C para
una gelatinizacién completa, (Sjoo and Nilsson, 2017) presenta temperaturas de inicio de la
gelatinizacion de 57,1°C y finalizado de 66,2°C, (Allan et al., 2018) encontré un inicio de la
temperatura de gelatinizacién en 60,2°C y finalizado cerca de los 72°C. Experimentalmen-
te se determind que la mezcla de almidon de trigo a las condiciones indicadas presenta un
cambio en la viscosidad de manera cualitativa (no fue posible medir la viscosidad de la so-
lucién) a partir de los 68°C aproximadamente, lo que concuerda con los dos ultimos reportes.

Respecto al proceso de hidrélisis enzimética, existen investigaciones respeto a los tres pro-
cesos que la componen. Respecto a la gelatinizacién se han investigado diferentes tipos de
tratamientos a los cuales puede ser sometida una muestra, como ejemplo se tiene la in-
vestigacion realizada por Wang et al. (2017) la cual se enfoco en mostrar como procesos
de ultrasonido aplicado a soluciones de almidon de trigo pueden mejorar la eficiencia de
hidrolisis por encima de tratamientos comunes e incluso tratamientos con sonicacién, tra-
bajos similares se realizaron sobre almidén de maiz (Li et al., 2018), revisiones respecto a
este tipo de pretratamientos se pueden encontrar en Zhu (2015). Por otro lado, Leite et al.
(2017) propone un método fisico como el high pressure processing (HPP) como alternativa,
obteniendo resultados satisfactorios sobre almidén de alverja para presiones superiores a los
500 MPa/15min.

Otra metodologia para realizar gelatinizacién consiste en rampas de calentamiento, estas se
fijan en funcién de los reportes presentados por Baks et al. (2008) e investigaciones realizadas
sobre otras matrices amildceas como la reportada por Betiku et al. (2013), la cual somete la
solucién de almidén de papa a 97°C durante 5min o la repotada por Zabed et al. (2016) sobre
almidén de maiz, el cual se sometié a 90°C entre bmin y 15min. Otros trabajos como los rea-
lizados por Bravo Rodriguez et al. (2006) presentan una gelatinizacién de almidén de papa a
95°C y Dura et al. (2014) presenta el proceso llevado en una rampa de calentamiento desde
50°C a 95°C durante 282seg, luego se mantuvo a esta temperatura por 150seg y finalmente
se llevo a 50°C, para este trabajo, se observé como estos procesos ofrecen una alternativa
atractiva para el aumento del grado de porosidad o relacién drea superficial /volumen (Tes-
ter et al., 2006; Kim and Huber, 2010; Zhu, 2017) y posterior trabajo con enzimas dada la
mejora en la disponibilidad del almidén (amilosa y amilopectina) por parte de estas.

Malumba et al. (2018) realizé un aporte interesante desde el andlisis del efecto de la tasa
de calentamiento sobre la respuesta dindmica de los granulos de almidén en términos de
gelatinizacion, hinchazon granular, comportamiento de pegado asi como en términos de ca-
racteristicas en la textura de las muestras después de diferentes tratamientos hidrotérmicos
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de almidén. El trabajo tuvo como objetivo analizar rampas de calentamiento de 0,5K/min,
2,0K/min y 5,0K/min, sobre almidén de trigo y de papa. Se encontré como a medida que
aumenta tasa de calentamiento aumenta la temperatura de gelatinizacion para almidon de
trigo, pero entre 0,5K/min y 5,0K/min este aumento va desde 58,14°C hasta 61,49°C, lo
cual implica que no genera un cambio representativo sobre la gelatinizacion del proceso, si se
analiza desde el punto de vista del granulo de almidén y su tamano, a mayor tasa de calen-
tamiento se tendrd un leve aumento del didmetro del granulo, pero lo interesante es observar
como a medida que aumenta la temperatura, independiente de la tasa de calentamiento,
el didmetro si sufre un cambio significativo pasando de un valor cercano a los 20um para
temperaturas entre los 30°C y 50°C hasta valores superiores a los 30um para temperaturas
entre los 70°C y 80°C; en este punto se evidencia que los granulos de almidén se encuentran
hinchados debido a la adsorcién de las moléculas de agua, pero al llegar a valores de 70°C el
didmetro del almidén de papa empieza a decrecer, lo que se atribuye a su rompimiento, en
comparacion del almidon de trigo que logra mantener su diametro constante para tempera-
turas cercanas a los 80°C.

A pesar de encontrar reportes con temperaturas entre los 65° y 66°C para la gelatinizacién
de almidon de trigo, de decidié someter la solucion a temperaturas superiores entre los 90° y
95°C, a modo de rampa de calentamiento como se presenta en la Figura 7-4, los tiempos de
la rampa de ascenso y descenso son tomados de acuerdo con la dinamica del reactor, fijado
por el sistema de control.

7.4.3. Resultados cinética de hidrolisis enzimatica de almidén de trigo

Una vez analizadas condiciones de proceso, la gelatinizacién asociada rampas de calentamien-
to puede tener un efecto significativo sobre el almidén, someterlo a temperaturas superiores
a la temperatura de gelatinizacion puede estimular una mayor liberacion de los componentes
de interés, lo cual implicaria un mayor aprovechamiento en procesos de hidrélisis enzimatica,
por esto desde los primeros tiempos de toma de muestras se observan concentraciones eleva-
das de maltopentosa como las presentadas en la Figura 7-5 y el efecto de la a-amilasa es poco
sobre la amilosa y amilopectina, el tiempo de 2h fue tomado respecto a ensayos anteriores,
donde se pudo constatar que a 4h y 8h los aumentos en la concentraciéon de maltodextrinas
no fue significativo.
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Figura 7-5. Cinética del proceso de hidrdlisis enzimética para almidén de trigo, etapa de li-

cuefaccion, volumen 3L, porcentaje sélidos 20 %, relacién E/S 0,036 %p/p, Sp 161g/L, CaCl,
20ppm, temperatura 60°C'.

En la Figura 7-5 se presentan los perfiles de concentracion de glucosa, maltosa, maltopentosa
y temperatura del reactor, las tendencias de aumento de las concentraciones de glucosa y
maltosa no son significativas respecto a la concentracién de maltopentosa, quien es el oli-
gosacarido de interés en esta etapa. Para la concentracién inicial de maltopentosas, la alta
viscosidad de las muestras no permitié la obtencién de una fase liquida para su cuantifica-
cion, por lo cual se asume que las concentraciones iniciales de glucosa y maltosa son cercanas
a cero y la concentracion de maltopentosas inicial es un promedio de los datos obtenidos en
el tiempo, esta decision se toma de acuerdo a experimentaciones previas y los posibles efectos
de la metodologia de gelatinizacién (Seccién 7.4.2) sobre el almidén de trigo generando la
liberacion de la amilosa y amilopectina en el seno del fluido.
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Figura 7-6. Cinética del proceso de hidrdlisis enzimética para almidéon de trigo, etapa de
sacarificacion, volumen 3L, relaciéon E/S 0,11 %p/p, Co giucosa 0,7349/L, Co maitosa 2,165g/L,
Co,mattopentosa 213,493g/ L, temperatura 60°C.

Para la etapa de sacarificaciéon, presentada en la Figura 7-6 se observan los perfiles de con-
centracién de glucosa, maltosa, maltopentosa y temperatura del reactor, la glucosa alcanzé
concentraciones de 181¢g/L aproximadamente, donde luego de 4h empezé a estabilizarse, la
concentracion de maltosa presenta el comportamiento habitual de aumento y posterior des-
censo por accién de la AMG, al igual que la maltopentosa, la cual presenta una disminucién
significativa desde valores cercanos a los 213g/L hasta los 106g/L, valores que aun son altos
para el proceso, inicialmente esto puede atribuir a una inhibicién competitiva por producto
glucosa y por sustrato, ya que componentes residuos de oligosacaridos de mayor peso mole-
cular pueden interactuar con la enzima (Zanin et al., 1996; Morales et al., 2008; Ruiz Cruz,
2012), una opcidén para evitar este tipo de inhibiciones es proponer reactores para el proceso
de hidrdlisis enzimatica operando en modo feed batch como el trabajo realizado por (Morales
et al., 2008), quien luego de 4h de operacién en modo batch, inicio una operacién continua
y se logré obtener concentraciones mas bajas de maltopentosa en el proceso, por esto, en las
siguientes secciones se realizaran ensayos de inhibicién por producto-glucosa, adicionando
cantidades de esta al inicio de la hidrélisis enzimatica y comparando su comportamiento con
otra hidrolisis a las mismas condiciones pero sin adicién de glucosa. otro factor que puede
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influir es la naturaleza del sustrato, su fraccion amorfa y cristalina, donde esta ultima pueda
ser significativa respecto a la otra (Tester et al., 2006; Ao and Jane, 2007; Herndndez-Medina
et al., 2008; Chung and Liu, 2009), o simple saturacién de la enzima con otros componentes
diferentes a glucosa. El tiempo de reaccién se seleccioné de acuerdo a experimentos ante-
riores, donde se evaluaron tiempos 8h y se concluyd que el aumento de la concentracién de
glucosa y maltosa no era significativo a partir de las 6h, por lo cual se reduce en 1,5h.

La temperatura del sistema se fijo en 60°C, pero dada la dindmica del reactor la tempera-
tura vario entre los 57°C y 62°C, valores por debajo del 5% tomado como margen de error
(57°C como limite inferior y 63°C como limite superior).

Comparando estos resultados con los obtenidos por Morales et al. (2008) se presenta una
disminucion significativa en la concentracion de glucosa y maltosa (cantidades superiores a
los 50g/L), pero cantidades similares para maltodextrinas (alrededor de los 230¢g/L). Estas
diferencias se pueden asociar a las variaciones en las condiciones de proceso, especialmente
en la relacion E/S de 0,060 %p/p respecto al usado en este experimento de 0,036 %p/p, valor
tomado de trabajos previos para condiciones similares de proceso. Para 4h de sacarificacién
alcanzaron una concentracién superior a los 400g/L doblando la concentracién encontrada en
este experimento para ese tiempo, las condiciones de proceso fueron similares, temperatura
59°C', pH 4.5 en un volumen de 5L, pero la diferencia se atribuye a efectos asociados a la
etapa anterior. Otras investigaciones como las realizadas por Zabed et al. (2016) obtuvieron
concentraciones de azucares reductores superiores a los 20g/L y 150g/L, en las etapas de
licuefaccién y sacarificacién, pero usando una relacién E/S de 0,3 %p/p en ambas etapas,
mayor en ambos casos respecto a la usada en el experimento.

7.5. Desactivacion enzimatica

Para el analisis de procesos de hidrolisis enzimatica es necesario realizar procesos de inactiva-
cion de las enzimas implicadas para detener las reacciones de hidrélisis y obtener mediciones
exactas en tiempos especificos. Autores como (Morales et al., 2008; Betiku et al., 2013; Jed-
dou et al., 2014) y otros usaron el sometimiento a altas temperaturas para la inactivacién de
enzimas como a-amilasa y AMG. Autores como (Beschkov et al., 1983; Morales et al., 2008;
Kovaa et al., 2013; Li et al., 2015) utilizaron el pH como método de desactivacién de estas
enzimas.

En este trabajo las muestras se sometieron a un proceso de hidrélisis enzimatica en un volu-
men de 200mL, con un porcentaje de sélidos del 20 %, equivalente a 40g de almidén. Para el
proceso de gelatinizacion se ajustéd el pH de las muestras en 5,8 y se sometieron a autoclave
durante 15min con presiones inferiores a los 5psi, una vez finalizado el proceso se tomaron
muestras, se llevaron a una temperatura de 60°C y se procedié a dar inicio a la etapa de
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licuefaccion con la adicion de 11,20 de a-amilasa, se contabilizaron 2h y luego se proce-
di6 a llevar las soluciones a un pH de 4,3 y adicionar 32,84 de AMG para dar inicio al
proceso de sacarificacién durante 4h. Las muestras inactivadas por pH fueron centrifugadas
a 10000rpm y 4°C' durante 10min, el sobrenadante fue inactivado con HCl 1M y pasado a
través de filtros de 0,2um donde finalmente fueron leidas mediante HPLC.

Las muestras inactivadas por temperatura fueron centrifugadas a 10000rpm y 4°C durante
10min, el sobrenadante fue llevado a tubos de ensayo sometidos a ebullicion durante 5min,
luego al congelador (0°C) durante 15min, las muestras fueron pasadas a través de filtros de
0,2um donde finalmente fueron leidas mediante HPLC. Luego de 6h las muestras son leidas
de nuevo para poder comparar el efecto de los pretratamientos. Es importante mencionar que
se tomaron muestras sin inactivar como una referencia, estas fueron centrifugadas y filtradas
igual que las muestras anteriores, pero no sufrieron ningin tipo de proceso adicional como
aumento de temperatura o adicion de acidos fuertes.
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Figura 7-7. Desactivacion del proceso de hidrélisis enzimatica de almidén de trigo.

En la Figura 7-7 se muestra la concentracion de glucosa, maltosa y maltodextrinas con
su respectiva desviacion estandar calculadas al final de la hidrélisis y 6h después para las
muestras sin inactivar, inactivadas por choque térmico e inactivadas por pH. Los dos métodos
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de inactivacién analizados son efectivos para detener la reaccion de hidrolisis, dado que para
ningiin caso se observa un cambio apreciable en la concentraciéon de glucosa, maltosa o
maltodextrinas luego de 6h de realizar la inactivacién. Con base en los resultados anteriores
se eligié el método de inactivacion por pH para detener la reaccién de hidrélisis, debido a
que metodolégicamente es mas simple que un choque térmico.

7.6. Efectos inhibitorios por producto (glucosa)

Se realizé un analisis de efectos inhibitorios por producto especificamente glucosa. Se preparo
una solucion de almidéon y glucosa en buffer de acido fumérico y un estandar de almidéon
buffer de acido fumarico al cual no se le adicion6 glucosa, ambos con un volumen efectivo de
200mL y un porcentaje de sélidos del 20 %, lo que es equivalente a 40g de almidén y 160g
de buffer fumarico.

De acuerdo con experimentaciones previas y para el porcentaje de sélidos trabajado, la méxi-
ma concentracién alcanzada de glucosa en la etapa de sacarificacién es de aproximadamente
180¢g/L para un tiempo de 4h en esta etapa y 6h en todo el proceso, para una cantidad de
enzima a-amilasa de 10,3uL (relacion E/S= 0,036 %p/p) v de amiloglucosidasa de 51,6l
(relacién E/S= 0,18 %p/p). Partiendo de estos datos, a la muestra se le adicioné 36g de
glucosa al inicio del proceso para obtener una concentracién inicial de 180¢g/L y el estandar
sin adicién inicial de glucosa, se tomo6 como el punto de comparacion para analizar posibles
efectos inhibitorios.



7.6 Efectos inhibitorios por producto (glucosa) 85

300 T T T 40
— ¥ —Muestra
2501 -
F3 —f-—
. - 30 s B -— Estandar
J200f _ -~ < r N
CH 2 /N
3 150 S20f N
8 - B 2 / \
=) | .- < /A
o 100 g = /N, LS
. _ _ 10 V2 N = e
, ¥ —Muestra /. o --4
50F _E-t ./ .
. standar B _
e { B i
0FF 0
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

300 61 ‘L
_ \ — % —Muestra 50 e —
- \ —-#-— Estandar —~ -
> N 9 - -

22500 Vg 559 fp——=
8 \ \ = /

= \ \ o 58 /

Q \ \ o /

Q. .

2 200 v N\ 257t /

g - Pk e S R K

= eme— T SGT

150 : : : 55 : : :

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 7-8. Analisis de efectos inhibitorios por glucosa, tiemporicyefaccisn=2h, relacion

E/Sa—amialsa: 0,036 %p/p7 tiempOSacarificacién:4ha relacion E/SAMG: 0,18 %p/p7 tempera-
tura de proceso=60°C, concentracién de glucosa en muestra= 180¢g/L.

La etapa de licuefaccion se realiz6 durante 2h y la etapa de sacarificacién durante 4h, en
este tiempo no se realizo muestreo de la etapa de licuefaccion, solo se tomo para la etapa
de sacarificacién debido al interés en analizar si la aparicién de glucosa presentaba un efecto
negativo sobre esta etapa del proceso.

La adicién de glucosa al inicio del proceso no permite evidenciar si existe inhibicion alguna.
Las concentraciones finales de maltosa alcanzaron valores cercanos a los 30g/L para un tiem-
po de 1h cuando se adicionaba glucosa, respecto al estandar que alcanzé valores cercanos a
los 14g/L para el mismo tiempo, Figura 7-8, lo cual se considera algo favorable en el proceso,
pero la variable determinante a analizar es la concentracién de maltodextrinas, para la cual
se observa que para 1h de proceso la concentracién es mayor en la muestra con 243g/L, res-
pecto al estandar con 196¢/ L, pero luego para valores superiores a las 2h las concentraciones
en la muestra y el estdndar son cercanas, esto permite concluir que estas concentraciones
de glucosa no son inhibitorias en el proceso o que no se tiene un efecto negativo sobre las
concentraciones de proceso, es interesante analizar el comportamiento estabilizante de la
temperatura y como se acerca al valor propuesto de 60°C a medida que avanza el tiempo.
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Estudios realizados por Zanin et al. (1996) presentan andlisis de efectos inhibitorios por
glucosa en la etapa de sacarificacion, realizaron dos ensayos a las mismas condiciones, tem-
peratura de 45°C y pH de 4,5, con una relacién E/S de 0,12 %p/p, uno sin glucosa adicionada
y otro con una adicién de 100g/L de glucosa. Se encontrd para tiempos superiores a 20h am-
bos ensayos presentaban conversiones de almidén en glucosa similares y superiores al 75 %,
pero en tiempos inferiores la conversion de glucosa era superior en el ensayo sin glucosa
adicionada, permitiendo corroborar una inhibicion competitiva. Si se compara con los resul-
tados obtenidos en este experimento no es posible concluir si existe este tipo de inhibicién,
pero permite ver como el efecto de adicién de glucosa no presenta efectos significativos sobre
el proceso.

71.7. Metodologia de escalado en la hidroélisis enzimatica
de almidon de trigo

7.7.1. Especificar el proceso y la tarea de escalado

A continuacién, se describe un proceso de hidrélisis enziméatica en fase acuosa para la pro-
duccion de un jarabe de glucosa en un reactor de 3L operando en modo batch. Como materia
prima se usa almidén de trigo con un contenido de almidén del 80,70 % en base seca. Como
condicién inicial se usa almidén de trigo de 161,4g/L, equivalente a un 20 % de sélidos.

En la etapa de gelatinizacion se busca mediante un aumento de la temperatura T yejatinizacion=
90 : 95°C durante un tiempogeatinizacisn=10 : 15min, generar la hidratacién, hinchazén y re-
tencion del agua por parte de los granos de almidén, para la liberaciéon de la amilosa y
amilopectina. En la etapa de licuefaccion se da la hidrolisis de estos componentes a una
Temperaturaycue faccion=60°C ¥ PHiicue faccion=05.8 durante un tiempoycye faccisn=2h, con ayu-
da de la enzima a-amilasa comercial (1490U), usando una relacién enzima sustrato (E/S) de
0,036 %p/p (163,0uL de enzima), atacando al azar los enlaces a-(1,4) glucosidicos de la region
central de las cadenas de amilosa y amilopectina, generando oligosacaridos de longitud media
(5 a 10 unidades de glucosa) y pequenas cantidades de otros componentes de alto y bajo peso
molecular. Finalmente, la etapa de sacarificacién, se da a una Temperaturasecarificacion =60°C
y un pHyacari ficacion=4,3 durante un tiemposgeari ficacion =0,5h, usando como condiciones inicia-
les las concentraciones finales de la etapa de licuefaccién. Se utiliza la enzima AMG (186U),
usando una relacién E/S de 0,18 %p/p (774,4L de enzima), atacando los enlaces a-1,4 de
extremos no reductores de polisacaridos para la formacion de glucosa y los enlaces a-1,6
a mas baja velocidad hidrolizando completamente los polisacaridos de tamano intermedio
hasta glucosa, el proceso se resume en la Figura 7-9. Toda la hidrdlisis se realizé con la
maxima agitacion permitida por el reactor 310rpm, usando un agitador tipo hélice.
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Solucién bu_ffer acido 163.3uL a- amilasa 774.4uL
fumatico (3-1Ua-amilasa/galmido'n) AMG(OAUAMG/gaImidén)
pH: 5.8
Almidén de _ _ . S
trigo prenaracion: Gelat::.lzsaglon: Llcuer.ats:(gon: Glucosa (Ly) Sacargl'z;;clon: Glucosa (Sy)
(80.70%) epzfcm : 50'5.)5‘.’0 Amilosa p66°é Maltosa (L2) pGO"’(.: Maltosa (S2)
IO milopectina altodextrinas (Ls, altodextrinas (Ss;
Amilopecti Maltodext (Ls) Maltodext (Ss)
20%p/p —| 15min 2h 6.5h —_—
. 6009aimidon 310rpm 310rpm 310rpm
50ppm 24009guffer Rampas de Relacién E/S: Relacion E/S:
CaCl, calentamiento 0.036%p/p 0.18%p/p

Figura 7-9. Diagrama de flujo del proceso de hidrolisis enzimatica de almidén de trigo.

Las variables de estado (z;) de interés en el proceso para la etapa de licuefaccién son: concen-
tracién de glucosa (L), maltopentosa (Ls) y temperatura del sistema (Try), como variables
de diseno se tienen la concentracién inicial de enzima Ey = 0,0544m Lo amitasa/ Lsotucion:
concentracion inicial de sustrato Sy = 161,4g/L y volumen del reactor V,=3L, se espera
que la dindmica que domine el proceso sea L; y los valores en el punto de operacion sean
L,;=0,6g/L, Ly=2,4g/L, L5s=213,6g/L, Tr;,=60°C. Para la etapa de sacarificacion las variables
de estado son: concentracién de glucosa (S;), maltopentosa (S5) y temperatura (Trg), como
variables de disenio se tienen concentracién inicial de enzima Egy = 0,2581mLani/ Lsotucions
concentracion inicial de sustrato Sy manteniéndose desde el proceso anterior y volumen del

reactor V., se espera que la dinamica que domine el proceso sea S; y los valores en el punto
de operacién sean S;= 163,0g/L, So=2,9¢/L, S5=95,0g/L, Trs=60°C"

El volumen inicial es de 3L (VdeCpgg), se escalard el proceso hasta un volumen de 4L
(VdeC4p), donde se espera que la eficiencia minima sean valores para las variables de estado
20 % superiores e inferiores a los valores en la BE.

7.7.2. Planteamiento del MSBF para el proceso de hidrdlisis
enzimatica

Esta seccién contiene el planteamiento del MSBF de un proceso de hidrdélisis enziméatica de
almidoén de trigo, la seccion 4.2 habla de los posibles mecanismos y rutas en los que puede
darse la hidrdélisis, con base en esto, se propone realizar los balances de materia para los
componentes de glucosa, maltosa, maltotriosa y maltopentosa, asi como realizar un balance
de energia sobre el sistema, tanto para la etapa de licuefaccién como en sacarificacién.

7.7.2.1. Etapa de Licuefaccion

Esta seccion presenta el modelo cinético que describe la hidrélisis de almidén como sustrato
convirtiéndolo en maltopentosa, maltosa y glucosa, es decir, se da la hidrélisis del almidén
en oligosacdridos con grado de polimerizacién (GP) desde uno hasta cinco. El modelo es
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tomado de Paolucci-jeanjean et al. (2000), luego Morales et al. (2008) realizé modificaciones
a este, finalmente se toma y modifica este tultimo para aplicacién a este proceso.

Suposiciones del modelo:

» Kl modelo base tiene en cuenta la formaciéon de oligosacaridos con GP desde uno
hasta siete, pero dado el método de cuantificacion mediante HPLC donde la curva de
calibracién incluye oligosacaridos con GP de 3 a 7, se asume que los oligosacaridos
con GP>3 se agrupan todos con GP=5 (oligosacérido en mayor cantidad), es decir,
compuestos como maltotriosa, maltotetrosa, maltohexosa y maltoheptosa se agrupan
como maltopentosa.

= Se propone el planteamiento de velocidades de reaccion para maltotriosa, pero dada
la incapacidad que presenta este disacarido para ser cuantificado individualmente por
HPLC donde la curva de calibracion incluye oligosacéridos con GP de 3 a 7, se asume
que hace parte de la clasificacién como oligosacaridos (n = 5), esto quiere decir que
valores entre el 93% y el 97 % se asocian a maltopentosa y valores entre el 7% y 3%
se asocian a maltotriosa (fundamentado en experimentaciones previas).

= Kl modelo propuesto sigue una cinética de primer orden de modo que V = KC
(Paolucci-jeanjean et al., 2000; Morales et al., 2008).

= Los diferentes sustratos Ls, L3, Lo y L; compiten por el sitio activo de la enzima
a-amilasa (Paolucci-jeanjean et al., 2000; Morales et al., 2008).

= Compuestos con Gp > 5 pueden llegar a hidrolizarse en compuestos como maltopentosa
en mayor proporcién y en compuesto como glucosa y maltosa en menor proporcién
(Paolucci-jeanjean et al., 2000; Morales et al., 2008).

Balances de materia y energia.

A partir de las definiciones anteriores se presentan las ecuaciones diferenciales que describen
la concentracién de cada oligosacarido en el tiempo:

Para maltopentosa, ecuacién 7-15:

dLs
—V 7-15
Ly, (715
Para maltotriosa, ecuacion 7-16:
dL
i /4 (7-16)

dt
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Para maltosa, ecuacién 7-17:

dLs

— =1V 7-17
Para glucosa, ecuacién 7-18:

dL,

—— =V 7-18

7 =" (7-18)

Para el balance de energfa se utiliza el propuesto por (Fogler, 2008) y adaptado por (Monsalve-
Bravo et al., 2014) para este tipo de procesos:

dt — (pVCp,) (p-Cp,)

Donde el subindice r y 7 indican al interior del reactor y en el exterior o chaqueta respecti-

T T " (CAH, 7
dTr _UTAZ(TT 7;) +Zz=1( r 7“1) (7—19)

vamente, U, corresponde al coeficiente global de transferencia de calor, A; al area de seccién
transversal para la transferencia de calor, V, al volumen efectivo del reactor, p,, Cp, y AH,,
se asume son valores asociados al oligosacarido mas pequenio GP=1, los valores usados se
reportan en la Tabla 7-6.

Tabla 7-6. Variables del balance de energia.

Variable Valor Referencia
U, (W/m? K) 900:2500 https://www.engineeringtoolbox.com/overall-heat-transfer-coefficient-d_434.html
A; (m?) 0,022 Este trabajo
pr (mol/m3)  8,5484x10° http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/Tablasdepropiedadestermodinamicas_12182.pdf
V, (L) 3,0 Este trabajo
Cpr (J/mol K) 218,6 http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/Tablasdepropiedadestermodinamicas_12182.pdf
A H, (Kj/mol) -1271 http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/Tablasdepropiedadestermodinamicas_12182.pdf

Ecuaciones constitutivas:

La ecuacién 6-9 describe la velocidad de reaccion de cada compuesto de manera genérica:

Vo=K,» Li—b, (7-20)

Donde: V,, es la velocidad de formacién del oligosacarido con GP igual a n, L; es la concen-
tracién de producto con GP igual a 7, K,, corresponde a la constante cinética de reaccion y
b,, es un valor constante, m corresponde al oligosacarido con GP més pequeno que conduce
al producto n durante la hidrélisis, por lo tanto m > n. > .° L, corresponde con la suma


https://www.engineeringtoolbox.com/overall-heat-transfer-coefficient-d_434.html
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/Tablasdepropiedadestermodinamicas_12182.pdf
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/Tablasdepropiedadestermodinamicas_12182.pdf
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/Tablasdepropiedadestermodinamicas_12182.pdf
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de todos los oligosacaridos con GP mas pequeno que conduce a la formacién del producto n.
Como ejemplo (Paolucci-jeanjean et al., 2000) menciona como el oligosacarido con n=1, n=2,
n=>H se forma a partir de los oligosacaridos con m = 6, los oligosacéaridos con n = 3 y n = 4,
se forma a partir de los oligosacaridos con m = 7. b,,, ecuaciéon 7-21, corresponde al término
que representa la concentracién total limite de oligosacaridos que no son hidrolizados con
GP mayor o igual a m.

bn = i Li,lim (7—21)

Este término segin las investigaciones realizadas (Paolucci-jeanjean et al., 2000) es inde-
pendiente de la concentracién de enzima (E;) y proporcional a la concentracién inicial de
almidoén, ecuacion 7-22:

Z L; tim = hSo (7-22)

Donde: h es una constante adimensional y Sy es la concentracion inicial de almidén. El valor
para la constante h sirve para delimitar la concentracién de sustrato del oligosacarido dis-
ponible para produccién de cada maltodextrina (Morales et al., 2008).

El valor de K,,, ecuacién 7-23, se relaciona con la concentracion de enzima y la concentracion
inicial de sustrato, donde incrementos en esta tltima generan una disminucién en su valor y
aumenta la probabilidad de darse inhibiciones por producto.

Pn
SO —dn
Esta expresion indica la dependencia de K, sobre la concentracién enzimatica actual (E;) y

K, =

B (7-23)

la concentracion inicial de sustrato (Sp) dentro de una ecuacién empirica incluyendo dos cons-
tantes que pueden ser identificadas experimentalmente (p,, ¢,), ambas constantes empiricas
estdn asociadas con cada oligosacarido GP=n (Morales et al., 2008).

Finalmente, la ecuacién 7-24 representa la forma genérica para la velocidad de reaccion:

=m

L; — E -24
Vo = So_qn <Z hso> ! (7-24)

Complementando el modelo trabajado se propone la siguiente expresion:

DPn
V, = S, Li—hSy | & 7-25
So—qn<° Z ) 1 (7-25)
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Esta expresion tiene en cuenta la diferencia entre el sustrato inicial y la sumatoria de todos
los oligosacaridos con GP mas pequeno que conduce al producto n durante la hidrélisis, por
lo tanto m > n, obteniendo asi una cantidad de sustrato disponible para reaccionar, al cual
se le resta el termino b,, correspondiente al término que representa la concentracion total
limite de oligosacaridos que no son hidrolizados con GP mayor o igual a m. Con esto las
velocidades de reaccién son:

Velocidad de reaccion para maltopentosa, ecuacion 7-26:

Ps
Vs = S—E L; — hsS, 7-26
5= So—%((] 50) ( )

Velocidad de reacciéon para maltotriosa, ecuacién 7-27:

D3
Vi = S—E L; — h3S 7-27
3= So—Q3<O 30) (7-27)

=m

Velocidad de reaccion para maltosa, ecuacion 7-28:

— (so - Z Li— hQSO) (7-28)

So — ¢ =

Velocidad de reaccion para glucosa, ecuacion 7-29:

P1
Vi = S—E Li—hSy | E 7-29
1= So—(h(O 10) 1 ( )

i=m

Para inactivacion enzimatica se presenta la ecuacion 7-30, la cual tiene en cuenta la perdida
de funcionalidad de la enzima a medida que avanza en el tiempo dada una constante de
desactivacion K.

E1 = E()Jeikdl.t (7—30)

Para modelar los efectos de pH y temperatura se usan las ecuaciones 7-31 y 7-32 propuestas
por (Rosso et al., 1995), las cuales aplican para modelos de crecimiento celular, pero se ex-
tiende a procesos enzimaticos.

(TT - TMa:I:) . (TT - T]V[in)Q
(TOpt - TMm) : [(TOpt - TMm) : (TT‘ - TOpt) - (TOpt - TMax) : (TOpt + Thiin — 2TT)]

7(T) = (7-31)
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(pH _pHMm) ) (pH _pHMax)2

p(pH) = 7-32
( ) ((pH _pHMzn) . (pH _pHMax) - (pH _pHOpt)Q) ( )
Las cuales deben cumplir las siguientes condiciones:
(pH < pHyri, 0,0
V;"JUTL = pHMzn < pH < pHMaxa V;“xn,ma:cT(T)
| PH > pH)paq, 0,0
(
T < TM@'na 0’ O
V;":Im = TMzn <T< TMaaca ‘/m:n,maxp(pH)
\T > TMa:qu 07 0
Para lo cual la expresion se modifica y es representada por la ecuacion 7-33:
V;"xn = ‘/rmn,mamT(T)p(pH) (7_33)

En la Tabla 7-7 se presentan los valores minimos, maximos y 6ptimos de temperatura y pH
a ser usados en las ecuaciones 7-31 y7-32 para el modelado del proceso (Scheer et al., 2011):

Tabla 7-7. Parametros para el proceso de licuefaccién.
Parametro Valor Parametro Valor

Tmin 25°C pHmin 5.0
Tmax 90°C pHmax 9.0
Topt 88°C pHopt 5.2

7.7.2.2. Etapa de Sacarificacion

Esta seccién presenta el modelo cinético que describe la hidrélisis de maltopentosa y maltosa
para la formaciéon de glucosa, es decir, una vez se da la etapa de licuefaccion, el siguiente
paso es la hidrolisis completa de todos los oligosacaridos con grado de polimerizacién mayor
a uno (GP> 1) hasta glucosa. El modelo es tomado de Zanin et al. (1996), luego Morales
et al. (2008) realizé modificaciones a este, finalmente se toma y modifica este ultimo para
aplicacién a este proceso.
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Suposiciones del modelo:

» Kl modelo base tiene en cuenta la formaciéon de oligosacaridos con GP desde uno
hasta siete, pero dado el método de cuantificacion mediante HPLC' donde la curva de
calibracién incluye oligosacaridos con GP de 3 a 7, se asume que los oligosacaridos
con GP> 3 se agrupan todos con GP=5 (oligosacarido en mayor cantidad), es decir,
compuestos como maltotriosa, maltotetrosa, maltohexosa y maltoheptosa se agrupan
como maltopentosa.

= Se propone el planteamiento de velocidades de reaccion para maltotriosa pero dada
la incapacidad que presenta este disacarido para ser cuantificado individualmente por
HPLC donde la curva de calibracion incluye oligosacéridos con GP de 3 a 7, se asume
que hace parte de la clasificacién como oligosacaridos (n = 5), esto quiere decir que
valores entre el 93% y el 97 % se asocian a maltopentosa y valores entre el 3% y 7%
se asocian a maltotriosa (fundamentado en experimentaciones previas).

= Se asume que los oligosacaridos estan formados por dos fracciones, una mas susceptible
a la hidrdlisis conformada por moléculas unidas mediante enlaces (a-1,4) y otra con
cierta resistencia a la hidrélisis conformada por moléculas unidas con enlaces (a-1,6),
las cuales se hidrolizan mas lento que las primeras.

= Se asume que el modelo presenta una cinética de tipo Michaelis-Menten.

= No se tendré en cuenta la formacion de isomaltosa, debido al tiempo de reaccién no es
suficiente para su formacion.

= Se tiene en cuenta la inhibicién por producto (K;) por parte de la glucosa sobre las
multiples reacciones.

= Se tiene en cuenta la inhibicién por sustrato (K,) para los oligosacaridos con grado de
polimerizacion n > 3, esto quiere decir que afecta a oligosacaridos como maltopentosa
mas no a maltosas.

= Los diferentes componentes S5, S3, So, S; compiten por el sitio activo de la enzima
AMG.

» La sacarificacién procede mediante multiples reacciones que ocurren simultdneamen-
te: se asume el tercer mecanismo de reaccién propuesto en la seccion 4.2, en la cual
la maltopentosa forma una molécula de maltosa y tres de glucosa, la maltotriosa se
degrada en maltosa y glucosa y la maltosa en dos moléculas de glucosa.
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Balances de materia y energia.

A partir de las definiciones anteriores se presentan las ecuaciones diferenciales que describen
la concentracion de cada oligosacarido en el tiempo:

Para maltopentosa, ecuacion 7-34:

dS;
Para maltotriosa, ecuacion 7-35:

dSs

ek R 7-35

di ] ( )
Para maltosa, ecuacién 7-36:

dsS.

e (7-36)
Para glucosa, ecuacién 7-37:

s

DL = 3ry byt 2 (7-37)

Para el balance de energia se utiliza el propuesto por Fogler (2008) y adaptado por Monsal-
ve Bravo (2014) para este tipo de procesos:

dTT o —UTAZ(TT - T‘]) 4 Z?:l —AHTTZ‘

= 7-38
dt PV Cp, prCpyr (7-38)

Donde el subindice r y j indican que el proceso se da al interior del reactor y en el exterior
o chaqueta respectivamente, U, corresponde al coeficiente global de transferencia de calor,
A; al area de seccion transversal para la transferencia de calor, V, al volumen efectivo del
reactor, p., Cp, v AH,, se asumen valores asociados al oligosacarido mas pequeno Gp=1,
los valores usados se reportan en la Tabla 7-6.

Ecuaciones constitutivas.

La ecuacién 7-39 representa de forma genérica la velocidad de reaccion:

2
Sn—l

Virzn | S = (72)| o

Ko [1 +A R0, %]]

(7-39)

Ty =
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El subindice n indica el oligosacarido con GP: 1 glucosa, 2 maltosa, 3 maltotriosa, 5 maltopen-
tosa. S,, es la concentracién del respectivo oligosacérido, K, ,, es la constante de Michaelis-
Menten, K, y K; son las constantes de inhibicién para el sustrato y producto respectivamente,
Vinan €s la maxima velocidad de produccién de producto, Eq es la concentracién de enzima,
Ky es la constante de equilibrio. El termino S?_; /K., ,, es vdlido solo para maltosa y malto-
triosa donde el numerador es equivalente a S; -.S5, debido a la reversibilidad de las reacciones
y el termino 1/K; es vélido solo para maltopentosa. Con esto, las velocidades de reaccién son:

Velocidad de reaccion para maltopentosa, ecuacion 7-40:

sz,555E2
ry = 5 . — (7-40)
Velocidad de reaccion para maltotriosa, ecuacion 7-41:
Vine | S5 = (25)] B
mx,n 3 (Keq,S) 2
s = s, 1 p G, (7—41)
K [14 8+ 3+ 0 22|
Velocidad de reacciéon para maltosa, ecuacion 7-42:
2
Vina,2 [52 — (KS;Q)] E,
o = : (7_42)

i

G.
Koz [1 R Y s

Se presenta la ecuacién 7-43 para la variacién de la velocidad méaxima en funcion de la
temperatura y la energia de activacion.

7Ea,l

me,n = ‘/Omgc,neWT5 (7—43)

Para inactivacién enzimatica se presenta la ecuacion 7-44 que permite tener en cuenta como
la enzima pierde funcionalidad a medida que avanza en el tiempo dada una constante de
desactivacion K go.

Ey = Eyqpe a2t (7-44)

Para modelar los efectos de pH y Temperatura se usan las ecuaciones propuestas por (Ros-
so et al., 1995), las cuales aplican para modelos de crecimiento celular, pero se extiende a
procesos enzimaticos. En este caso se usan las mismas ecuaciones presentadas en la etapa de
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licuefaccion 7-31 y 7-32.

Para lo cual la expresion se modifica y es representada por la ecuacion 7-45:

Tran = rzn,mazT(T)p(pH) (7_45>

En la Tabla 7-8 se presentan los valores minimos, maximos y 6ptimos de temperatura y pH
a ser usados en las ecuaciones 7-31 y7-32 para el modelado del proceso (Scheer et al., 2011):

Tabla 7-8. Parametros para el proceso de sacarificacion.
Parametro valor Parametro Valor

Tmin 50°C  pHmin 3.5
Tmax 65°C  pHmax 5.0
Topt 63°C  pHopt 4.4

7.7.3. Ajuste de parametros a los datos experimentales

Para esta seccion se realiza la simulacién del modelo y ajuste de algunos parametros a los
datos experimentales obtenidos para la hidrélisis enzimética en un volumen de 3L, usando
la funcién fmincon, que permite encontrar 6ptimos locales para una determinada funcién
objetivo. Los parametros se ajustan teniendo en cuenta las variables de estado glucosa,
maltosa, maltopentosa y temperatura del reactor ya que son las variables medibles en el
proceso. Los valores semilla usados para la estimaciéon de parametros se tomaron de las
referencias usadas para proponer los modelos de ambos procesos, se propone el ajuste de
estos, dado que la mayoria realizo su trabajo sobre almidon de yuca, por lo cual, al cambiar
la materia prima a almidén de trigo se considerd necesario un nuevo ajuste de estos.

7.7.3.1. Licuefaccion

En esta etapa se realizo el ajuste de los parametros p,, ¢, v h,, para glucosa, maltosa, mal-
totriosa y maltopentosa, estos valores varian en diferentes autores, ya que son dependientes
del tipo de materia prima a trabajar. Con almidén de trigo se obtienen 12 parametros a esti-
mar, se usé la funcién de optimizacion fmincon de MATLAB®, la cual tenfa como objetivo
minimizar la suma del cuadrado de los residuales (SCE), en la Tabla 7-9 se presentan los
valores para los parametros ajustados para un SC'E de 968,6879.
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Tabla 7-9. Parametros estimados para la etapa de licuefaccién.
Parametro Valor Unidades Parametro Valor Unidades

hy 0,0014 adi Ds 0,4999 g/mL-h
hy 0,8939 adi Ps 0,3690 g/mL-h
hy 1,5224 adi Q@ 0,0803  L/mL-h
hs 1,5185 adi a4 0,3435  L/mL-h
1 13220  g/mL-h s 0,3133  L/mL-h
P2 0,3847  g/mL-h qs 0,0117  L/mL-h

Para el proceso se seleccioné una temperatura de 60°C y pH de 5,8, la concentracion inicial
de sustrato equivale a 161,4g/L para un almidén de trigo con un contenido del 80,70 %, las
concentraciones iniciales de glucosa, maltosa, maltopentosa son cero, se utiliz6 una relaciéon
E/S de 0,036 %p/p, equivalente a una cantidad de enzima de 163,3uL de a-amilasa.

250
— : -
200~ Glucosa ]
i f  GlucosaExp
Maltosa
MaltosaExp
. Maltopentosa
a
> 150 - @ MaltopentosaExp| -
c
il
o
o
<
@
2
S 100 [ B
O
50 il
0! — =— —= ‘ = -
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 1.8 2

Tiempo (horas)

Figura 7-10. Simulacién de la etapa de licuefaccion en la BE.

Una vez se realizé el ajuste de parametros los errores promedios para glucosa, maltosa,
maltopentosa y temperatura del reactor fueron 15,1184 %, 11,1783 %, 5,1369 %, 0,4455 %,
respectivamente y se obtiene la simulacion presentada en la Figura 7-10, donde se observan
en las tendencias de las dinamicas de interés una buena representacion del proceso.
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Para analizar en detalle cada una de las variables de interés, se presenta la Figura 7-11, donde
se observan de manera individual las concentraciones de glucosa, maltosa, maltopentosa y
la temperatura del reactor, donde el modelo busca ajustarse a los datos experimentales, da
inferencia como experimentalmente la dindamica es lenta y le cuesta al proceso llegar a su

valor objetivo de 60°C.
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Figura 7-11. Simulacién de la etapa de licuefaccion en la BE con balance de energia.

La dificultad en este modelo es la dependencia entre si de las variables de estado, la forma-
cién de los compuestos no es independiente, para observar esto se presenta la Figura 7-12,
las tres variables de estado se relacionan a condiciones de proceso en la BE, ninguna de ellas
es independiente de la otra. Dada la tendencia de las curvas se puede asociar con un pseu-
doequilibro, lo que implica que tanto la glucosa en relacién con la maltosa y maltopentosa o
que la maltosa en relacion con la maltopentosa, se encuentran relacionadas y que el efecto
o variacién de alguna de ellas dard como resultado cambios en las otras. Este concepto es
definido por Palsson (2015) para sistemas biol6gicos. Menciona un pseudoequilibro en donde
dos sistemas moviéndose en la misma escala de tiempo con pendiente positiva se interpreta
como una dependencia entre variables. Es importante mencionar que este analisis solo per-
mite ver la interaccion entre las diferentes variables de estado pero no el comportamiento de
ellas en el proceso, por ejemplo, las variables de estado anteriormente descritas, presentan
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una interaccion lineal pero esto no quiere decir que las sus comportamientos sean lineales en

el tiempo.

Figura 7-12. Relacién de variables de estado en la etapa de licuefaccién.
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Vale la pena analizar este comportamiento respecto a otra variable de interés en el proceso,

la temperatura. En la Figura 7-13 se observa como las variables de estado se encuentran

en pseudoequilibro con la temperatura del sistema, aumentos en la temperatura generan

aumentos en la concentraciéon de glucosa, maltosa y maltopentosa, pero esto solo ocurre

hasta un valor de 60,55°C, valor a partir del cual se convierten en relaciones de conservacion,

esto quiere decir que a medida que aumenta una de las variables la otra disminuye. Este

concepto es definido por Palsson (2015) en sistemas biolégicos. Menciona una conservacion

en donde dos sistemas moviéndose en la misma escala de tiempo con pendiente negativa se

interpreta como una relacién inversa. Como un sustrato y un producto, mientras que uno

aumenta el otro disminuye. Si bien no podemos hablar de la temperatura como un sustrato o

producto, la relacion nos permite ver la existencia de un efecto de la temperatura que puede
ser positivo o negativo.
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Figura 7-13. Relacion de variables de estado con la temperatura en la etapa de licuefaccion.

Analizando el sistema desde la teoria de control, este presenta un punto en el cual estabiliza,
por mucho que aumente el tiempo de proceso siempre se llegard a este equilibrio. Esto
concuerda con la naturaleza del experimento y del modelo, donde se tendran valores estables
a partir de determinados tiempos del batch. Como se observa en las Figuras 7-14 y 7-15, se
tienen interacciones para tres variables de estado y el punto de equilibrio a partir del cual
no se presentan cambios en las variables de estado, esto equivale para el sistema completo
a tener el punto de equilibrio [0,67;2,82;216,60;60,00] asociado a las variables de estado
glucosa, maltosa, maltopentosa y temperatura del reactor, respectivamente. Cabe resaltar
que este vector de sistema estable corresponde a unas condiciones iniciales de proceso, pero
si se usan otras este cambiard, lo que quiere decir que es sistema es estabilizante mas no
atractivo.
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Figura 7-14. Interacciones de variables de estado, glucosa, maltosa y maltopentosa en la
etapa de licuefaccién.
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Figura 7-15. Interacciones de variables de estado, glucosa, maltopentosa y temperatura del
reactor en la etapa de licuefaccion.
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7.7.3.2. Sacarificacion

Para la etapa de sacarificacion se realiza el ajuste de los pardmetros Kegpn, K K n, Vomazn
K, v K, para glucosa, maltosa, maltotriosa y maltopentosa, estos valores varian entre au-
tores (Zanin et al., 1996), ya que son dependientes del tipo de materia prima a trabajar, se
obtienen 14 pardametros a estimar, se uso la funcién de optimizacion fmincon de MATLAB®,
la cual tenia como objetivo minimizar la SCE, en la Tabla 7-10 se presentan los valores para
los pardmetros ajustados para un SCE de 3,7808 x 103.

Tabla 7-10. Parametros estimados etapa de sacarificacion.

Parametro Valor Unidades Parametro Valor Unidades

K, 1,7959™*  mol/h-mLe,. Koo 7,64807° mol/L

Ky 1,6563~*  mol/h-mLe,. Kins 1,2224~4 mol /L

Ky 0,0099  mol/h-mLe,. K5 0,0011 mol /L
Voma2 3,0000%  mol/h-mLe,. Keg1 23,9000 mol/L
Vomas 9,0010%  mol/h-mLe,. Kego 99,9818 mol/L
Vomas 9,0900**  mol/h-mL,. Kegs 0,0664 mol /L
K1 0,0251 mol /L Kegs 65,1547 mol/L

Para el proceso se seleccioné una temperatura de 60°C y pH de 4,3, la concentracién inicial
para glucosa, maltosa y maltopentosa, se toman las condiciones de salida de la etapa de
licuefaccién, 0,7347g/L, 2,1650g/L y 213,493g/L, respectivamente. Se utilizé una relacion
E/S de 0,18 %p/p, equivalente a una cantidad de enzima de 774,4uL de AMG.
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Figura 7-16. Simulacién de la etapa de sacarificacion en la BE.

Una vez se realizd el ajuste de parametros los errores promedios para glucosa, maltosa,
maltopentosa y temperatura del reactor fueron 4,7290 %, 29,6351 %, 5,9492 %, 0,1883 %, res-
pectivamente y se obtiene la simulacién presentada en la Figura 7-16.

La Figura 7-17, permite realizar un anélisis més detallado de cada una de las variables de
interés, desde las concentraciones de glucosa, maltosa, maltopentosa, hasta la temperatura
del reactor, que busca ajustarse a los datos experimentales, lo que da inferencia como expe-
rimentalmente la dindmica es lenta y le cuesta al proceso llegar a su valor objetivo de 60°C.
Al analizar en detalle la concentracion de glucosa se observa una diferencia en el ajuste hacia
el final de la etapa. Para la concentracién de maltosa el modelo no logra alcanzar las concen-
traciones maximas de maltosa cercanas a las 0,5h, estos comportamientos estan asociados
con la interaccion de las variables de estado y a la forma como se realiza el ajuste de los
parametros donde la funcién fmincon busca minimizar la SC'E analizando la sumartoria de
los residuales independiente de lo que sucede con un punto especifico.
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Figura 7-17. Simulacién de la etapa de sacarificacién en la BE con balance de energia.

Al igual que el proceso anterior, la dependencia de unas variables de estado de otras a
condiciones de proceso para esta etapa generan una dificultad en el modelado del proceso.
No se da la formacién de cualquiera de los compuestos de manera independiente, cada uno
depende de la interaccion y cantidad de los demas participantes en la reaccion. Para ob-
servar esto se presenta la Figura 7-18, en este caso en el cual la concentracién de maltosa
aumenta y disminuye en el tiempo, su relacion con la variable de estado glucosa presenta
inicialmente un pseudoequilibrio, pero luego de una concentracién de maltosa de 7,4g/L ini-
cia una relacién conservativa, a medida que aumenta la concentracion glucosa disminuye la
concentracion de maltosa. La relacion entre las variables de estado maltopentosa y glucosa,
generan una relacion conservativa que era de esperarse dada la naturaleza del modelo pro-
puesto, en cual buscaba la disminucién de la maltopentosa y aumento de la glucosa. Para
el analisis de la relacién de las variables de estado maltosa y maltopentosa, se observa que
a medida que disminuye la concentracion de maltopentosa aumenta la maltosa, generando
una relacién conservativa, a partir de concentraciones de 7,4g/L de maltosa, tanto esta como
la maltopentosa disminuye generando un pseudoequilibrio.
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Figura 7-18. Relacién de variables de estado en la etapa de sacarificacion.

En la Figura 7-19 se realiza un analisis de las variables de estado respecto a la temperatura
del sistema para las condiciones del proceso a esta escala. Si se analiza la variable glucosa se
observa como su relacion con la temperatura puede darse como estado conservativo y pseu-
doequilibrio. A medida que la temperatura sufre disminuciones por debajo del valor esperado
60,00°C, la concentracién de glucosa tiende a incrementar con menor razén (conservativo),
respeto a valores de la temperatura superiores a los 59,25°C, donde la glucosa aumenta a una
razon mayor hasta llegar a un valor cercano a los 61,20°C (pseudoequilibrio) en el cual se
esperaria un cambio de pendiente, de este modo se debe ser cuidadoso con la seleccion de las
condiciones de operacion del proceso. La maltosa presenta una forma cerrada respecto a la
temperatura, lo que se puede pensar en esta tltima como una especie de perturbaciéon. Este
concepto es definido por Palsson (2015) en sistemas bioldgicos. Menciona una perturbacion
como una variable sin efecto positivo o negativo ya que tiende a regresar a su estado inicial,
para este caso variaciones de la temperatura no se interpretan como un efecto positivo o
negativo sobre la maltosa ya que esta regresa a su estado inicial. La relacion entre malto-
pentosa y la temperatura se puede pensar de alguna forma como el efecto inverso que sufre
la glucosa, La concentracién de maltopentosa disminuye hasta alcanzar una temperatura de
59,20°C en un pseudoequilibrio. Luego se da una relacién de conservacion alcanzando valores
cercanos a los 61,20°C donde se da un nuevo cambio de pendiente.
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Figura 7-19. Relacién de variables de estado con la temperatura en la etapa de sacarifica-
cion.

Analizando el sistema desde la teoria de control, este presenta un punto en el cual estabiliza,
por mucho que aumente el tiempo de proceso siempre se llegard a este equilibrio. Esto
concuerda con la naturaleza del experimento y del modelo, donde se tendran valores estables
a partir de determinados tiempos del batch. Como se observa en las Figuras 7-20 y 7-21, se
tienen interacciones para tres variables de estado y el punto de equilibrio a partir del cual
no se presentan cambios en las variables de estado, esto equivale para el sistema completo
a tener el punto de equilibrio [164,50;2,85;94,96;60,90] asociado a las variables de estado
glucosa, maltosa, maltopentosa y temperatura del reactor, respectivamente. Cabe resaltar
que este vector de sistema estable corresponde a unas condiciones iniciales de proceso, pero
si se usan otras este cambiard, lo que quiere decir que es sistema es estabilizante més no
atractivo.
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Figura 7-20. Interacciones de variables de estado, glucosa, maltosa, maltopentosa en la
etapa de sacarificacion.
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reactor en la etapa de sacaificacion.
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7.7.4. Formulacion de la matriz de Hankel y DVS

La manera como se presentan los MSBF para la etapa de licuefaccion y sacarificacién son
de la forma canonica:

dL, as,
=V,
dt dt

=y (7-46)

Como salidas del sistema se tienen las mismas variables de estado medibles, las concentracio-
nes de glucosa, maltosa y maltopentosas, al igual que la temperatura del reactor, se cuentan
con 3 salidas G, G5 y T}, estas se seleccionan dado que se consideran las variables de mayor
interés en el proceso.

7.7.4.1. Etapa de licuefaccion

Las matrices A, B y C estan asociadas al sistema, control y salida, respectivamente, por
esto, la matriz A se deriva de la diferenciacién parcial de las variables de estado respecto a
ellas mismas, la matriz B se deriva de la diferenciacion parcial de las ecuaciones de estado
respecto a las variables de disenio seleccionadas y C' se construye asumiendo que por cada
variable de estado existe una salida.

dLy dLy dLy dL; dL dL,

le §L5 dgrL dEo1 dVy dSo 100

_ Ls Ls Ls _ dLs dLs dLs _

A= dLy dLs dT'ry, B = dEo1 dvy dSo C=10 10
dTry, dTryp dTrg dT’'rp, dTrp dIrgp 00 1
dLy dLs dTry, dEo1 dvy dSo

Luego de esto se construyen las matrices de observabilidad y controlabilidad, dado que para
la baja escala se tienen multiples matrices de O, y C,, se seleccionan los correspondientes
al punto de operacién, el cual corresponde al tiempo en el cual se tienen el I E 1y, para el
volumen de la baja escala:

0,0010  0,0000  0,0000
0,0000  0,0010  0,0000
0,0000  0,0000 0,0010
0,0000  0,0000  0,0000
Op=1,0x10%- | 0,0000 0,0000 0,0000
0,0000  0,0000 —0,0390
0,0000  0,0000 —0,0005
0,0000  0,0000 —0,0001
| —0,0003 —0,0003 1,5220 |
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0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0004 —0,0000 —0,0000
C,=1,0x10%- |0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0001 —0,0000 —0,0000
0,0007 0,0000 0,0000 —0,0290 —0,0005 —0,0000 1,1327  0,0211  0,0000

A partir del producto de estas matrices se obtiene la matriz H:

r0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0000 —0,0000 —0,0000]
0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0000 —0,0000 —0,0000
0,0000  0,0000 0,0000 —0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0015  0,0000  0,0000
0,0000  0,0000  0,0000 —0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0000  0,0000  0,0000
H =1,0x10% | 0,0000 0,0000  0,0000 —0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0000  0,0000  0,0000
~0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0015  0,0000 0,0000 —0,0587 —0,0011 —0,0000
—0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0009 —0,0000 —0,0000
—0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0001 —0,0000 —0,0000
| 0,005  0,0000 0,0000 —0,0587 —0,0011 —0,0000 2,2872  0,0425  0,0000 |

Finalmente, la descomposicién en valores singulares de la matriz H:

—0,0007 —1,0000 0,0003 0,0004 0,0000 0,0001 —0,0000 0,0000  0,0000 T
~0,0000 —0,0001 —0,0052 0,0114 —0,0650 —0,9276 0,3656 —0,0341 —0,0191
—0,0000 —0,0000 —0,0011 0,0043 —0,0194 —0,3668 —0,9260 0,0865  0,0002
0,0256 —0,0005 —0,6441 —0,7644 0,0077 —0,0065 —0,0004 —0,0002  0,0001
U= 00005 -—00000 —0,0216 0,0076 —0,9974 0,0677 —0,0051 0,0083  0,0029
0,0000 —0,0000 0,0000 0,0003 0,0002 —0,0174 —0,0107 —0,1906 0,9814
~0,9995 0,0006 —0,0307 —0,0076 0,000l  0,0001 —0,0000 —0,0000 —0,0000
—0,0186  0,0000  0,7640 —0,6445 —0,0222 —0,0103 0,0007  0,0001  0,0000
|—0,0000 0,0000 —0,0001 —0,0001 0,0080 —0,0039 0,0927 009772  0,1908 |

r—0,0007 —1,0000 —0,0037 0,0008 —0,0001 —0,0001 0,0000 —0,0001 —0,0000]
—0,0000 —0,0001 0,0005 0,0070 0,0153 07774 0,1118 06184  0,0208
~0,0000 —0,0000 0,0000  0,0000 —0,0001 —0,1212 —0,9388 0,3223 —0,0065
0,0256 —0,0017 0,6294  0,7766  0,0057 —0,0045 —0,0007 —0,0036 0,0001
V =10,0005 —0,0000 00218 —0,0102 —0,9996 0,0072  0,0043 0,0150  0,0008
0,0000 —0,0000 —0,0000 —0,0002 0,0003 —0,0002 —0,0173 —0,0303 0,9994
—0,9995 0,0005 0,0306 0,0082 0,000l —0,0001 —0,0000 —0,0001  0,0000
—0,0186 0,0034 —0,7762 0,6298 —0,0234 —0,0030 —0,0003 —0,0021  0,0001
|—0,0000 0,0000 0,000l —0,0001 0,0077 —0,6171 0,3253  0,7159  0,0272
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r1,7253 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0,000 0 0 0 0 0 0 0
0 0 00000 0 0 0 0 0 0
0 0 0 00000 O 0 0 0 0
S=10x10%-| 0 0 0 0 00000 0 0 0 0
0 0 0 0 0 00000 0 0 0
0 0 0 0 0 0 00000 0 0
0 0 0 0 0 0 0 00000 0
L 0 0 0 0 0 0 0 0  0,0000]

7.7.4.2. Etapa de sacarificacion

Las matrices A, By C se obtienen de la misma forma que en la etapa anterior:

dsS1 dsSt dS1 dSi dSh das, 10 0
o b
— aos aos _a05 — 5 5 5 —
A - dSh dSs dTrg B — dFEo2 dVy, dSop C — 0 1 0
dTrs dIrg dTrg dTrg dIrsg dIrg 00 1
dsSh dSs dTrg dFEo2 dav, dSop

Luego de esto se construyen las matrices de observabilidad y controlabilidad, dado que para
la baja escala se tienen multiples matrices de O, y C,, se seleccionan los correspondientes
al punto de operacién, el cual corresponde al tiempo en el cual se tienen el I Ely,, para el
volumen de la baja escala:

[ 0,0001  0,0000 0,0000 ]
0,0000  0,0001  0,0000
0,0000  0,0000  0,0001
—0,0002 0,0004  0,0000

Oy, = 1,0 x 10*- | 0,0000 —0,0001 —0,0000

—0,0026 —0,0968 —0,0091

—0,0001 —0,0195 —0,0018
0,0002  0,0061  0,0006

| 02447 89710 0,8410

0,0000  0,0000 0,0000 —0,0001 —0,0000 0,0000 0,0046  0,0004 0,0000
C,=1,0x10% |—0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0014 —0,0001 0,0000
—0,0003 —0,0000 0,0000 0,0234  0,0020 0,0000 —2,1525 —0,1845 0,0000

A partir del producto de estas matrices se obtiene la matriz H:
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70,0000  0,0000 0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000]
~0,0000  0,0000 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0000
—0,0000 —0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0002 —0,0000 0,0000
—0,0000 —0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0000
H=1,0x10".| 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0000 0,0000  0,0000 0,0000
0,0000  0,0000 0,0000 —0,0002 —0,0000 0,0000 0,0198  0,0017 0,0000
0,0000  0,0000 0,0000 —0,0000 —0,0000 0,0000 0,0039  0,0003 0,0000
—0,0000 —0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 —0,0012 —0,0001 0,0000
|—0,0002 —0,0000 0,0000 0,0198  0,0017 0,0000 —1,8222 —0,1562 0,0000]

Finalmente la descomposiciéon en valores singulares de la matriz H es:

—0,0001  0,9967 —0,0289 —0,0751 —0,0026 0,0000  0,0000  0,0000 0,0000]
—0,0000 0,0001  0,0185 —0,0389 0,9628 —0,2667 —0,0000 —0,0000 0,0000
0,0000  0,0000 0,0000 —0,0000 0,0000 —0,0000 1,0000 —0,0000 0,0000
0,0108  0,0025 0,9433 —0,3279 —0,0396 —0,0297 —0,0000 —0,0000 0,0000
U= 00009 —00006 —0,0363 00150 —0,2655 —0,9633 —0,0000 —0,0000 0,0000
0,0000  0,0000 0,0000  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000
~0,9963 —0,0070 —0,0178 —0,0838 —0,0032 —0,0007 —0,0000 —0,0000 0,0000
—0,0854 0,002 0,3275  0,9371  0,0299 —0,0061 —0,0000 —0,0000 0,0000
| 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000]

'—0,0001 0,049 —0,4517 0,8568 —0,2456 0,0351 —0,0000 0,0000 0,0000
—0,0000 —0,0004 0,0162 —0,0317 0,0026  0,9994 —0,0000 0,0000 0,000
0,0000  0,0000  0,0000 —0,0000 0,0000 —0,0000 —1,0000 0,0000 0,0000
0,008 —0,1004 0,8863  0,4421 —0,0938 —0,0001 —0,0000 0,0000  0,0000
V =10,0009 —0,008 -00291 02611 0,9648 0,0062 —0,0000 —0,0000 0,0000
0,0000  0,0000  0,0000  0,0000 0,0000  0,0000 —0,0000 —1,0000 0,0000
~0,9963 —0,0860 0,0014  0,0020 —0,0003 0,0000 —0,0000 0,0000 0,000
~0,0854 0,9911  0,0964 0,0343  0,0025 —0,0001 0,0000 —0,0000 0,0000
| 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000]

r1,8291 0 0 0 0 0 0 0 0]

0 00000 0 0 0 0 0 0 0

0 0 00000 0 0 0 0 0 0

0 0 0 00000 0 0 0 0 0

S=10x10"-| o0 0 0 0 0,0000 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0,000 0 0 0

0 0 0 0 0 0 00000 0 0

0 0 0 0 0 0 0  0,0000 0

L 0 0 0 0 0 0 0 0 0]
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7.7.5. Construccion de la curva de jerarquia de las dinamicas

Para esta seccion se construye el IEI para las etapas de licuefaccién y sacarificacién en
funcién del tiempo y para cada uno se analizan tres variables de estado, glucosa, maltopentosa
y temperatura del reactor, de las cuales todas son medibles y pueden tomarse como tres
salida. Se plantean 3 variables de diseno, V., Ey v Sp, el sistema queda descrito como
nimero de variables de estado n=3, niimero de entradas p=3 y ntmero de salidas m=3.

7.7.5.1. Etapa de licuefaccion

En la Figura 7-22 se observa el I EI para las variables de estado glucosa, maltopentosa y
temperatura del reactor, de manera clara se observa como el IEyycosa ¥ €1 1 EIpaitopentosa
son significativamente mayores respecto al IEIz,cqctor ¥ como el TEg,c0s, €8 dominante de
manera global.

8
o 10 3500
181
3000
16
1.4 |IEI Glucosa 2500
— — —|El Maltopentosa
1.2 IEl Treactor
-1 2000
TR w
- 1500
0.8
0.6 - 1000
0.4
-1 500
0.2
0 ———\—__\_—__\__—\__“\_—"\————r———0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 1.8 2

Figura 7-22. [FI para las variables de estado glucosa, maltopentosa y T, eqctor, €tapa de
licuefaccién en la BE. Nota: La escala del I Elp,cqeor corresponde al eje y derecho.

En la Figura 7-23 se observa que la dindmica de la maltopentosa con un orden de 1 x 10° es
inferior a la de glucosa con un orden de 1x 108 y como el I EI7,cqetor con un orden de 1x 103 se
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encuentra por debajo de los demas analizados, esto lleva a pensar como el diseno del proceso
estd enfocado en la generacion y consumo de compuestos como glucosa y maltopentosa,
respecto a la generacion de cambios en la temperatura del sistema, a partir de esto se tiene
claro como la variable de estado glucosa tiene un mayor impacto por variaciones, sea en los
parametros de sistema, variables de diseno o en las otras variables de estado, respecto a las
variables maltopentosa y Teqctor 1a cual se encuentra cinco ordenes por debajo, lo que quiere
decir, que si sera impactada por los cambios mencionados pero el impacto sera mucho menor

respecto a las demas dinamicas.
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Figura 7-23. [ E'] diferenciados para las variables de estado glucosa, maltopentosa y T'cactor

etapa de licuefaccién en la BE.

Vale la pena aclarar en este punto, como el [ EI es analizado respecto al tiempo de proceso y
como el I K1y, corresponde al valor maximo del [ E'I alcanzado por las variables analizadas,
esto se denomino el RdeO*, el cual se tomara para cada A VdeC y permitird una asociacion
del TET con la VdeC, como se expone en la siguiente seccion.
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7.7.5.2. Etapa de sacarificacion

En la Figura 7-24 se observan los [ E'I para las dinamicas de glucosa, maltopentosa y tempe-
ratura en el reactor, claramente se observa como el I E1gycosa ¥ €l I Eyaitopentosa Presentan
un impacto significativo respecto al proceso, para IFElr,cqcior S€ puede pensar que no se
encuentra tan impactada como las otras, incluso puede llegar a pensarse que el efecto del
proceso sobre esta variable de estado es minimo.

x10'° X210'”

IEIl Glucosa
— — — |[El Maltopentosa

IEI Treactor - -4

IEI
IEI

0.8

0.6

0.4

0.2

-~ —

i el B~

0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

Figura 7-24. IEI para las variables de estado glucosa, maltopentosa y T,cqcor €tapa de
sacarificacion en la BE. Nota: La escala del I Elr,cqctor corresponde al eje y derecho.

De acuerdo con la Figura 7-25 se puede establecer un régimen de operacion, en el cual la
dindmica dominante sera la de glucosa, seguida de la dindmica de maltopentosa y por iltimo
y con mucho menos peso la dindmica de la temperatura, es importante notar los ordenes
de magnitud entre estas variables de estado, siendo IE1ycosq de un orden de %100 y el
IE1,,q110s del orden de x10?, si bien es un orden maés el que representa la variable de estado
glucosa, puede hablarse de una cercania y como el proceso esta centrado en la generacién
y consumo de estas dos variables respecto a las demds, esto quiere decir que van a sufrir
cambios significativos en el proceso lo que puede verse reflejado en las variaciones de las
concentraciones de estas en el tiempo respecto al I Elr cactor, €l cual es del orden x1071
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lo que lleva a pensar que el proceso presenta estabilidad respecto a la temperatura, es decir
que sera la dinamica menos impactada frente al sistema.

Es importante resaltar que no existe una relaciéon entre el I ET y la concentracién de estas
variables, la metodologia tiene la capacidad de determinar dentro de un conjunto de varia-
bles de estado analizadas cual tendra un mayor impacto, es decir, cual sera mayormente
influenciada por variaciones en el proceso que pueden ir desde variaciones en las variables de
diseno, variacién en los parametros, variaciéon de otras variables de estado, pero no esta en
capacidad de responder o decir si la variacién de la concentracion en el tiempo sera superior,
inferior o igual entre las variables de estado analizadas y tampoco en las cantidades de estas,
simplemente una variacién frente a unas condiciones propuestas.
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Figura 7-25. [ E 1 diferenciados para las variables de estado glucosa, maltopentosa y T'.coctor
etapa de sacarificacion en la BE.
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7.7.6. Ajuste de ecuacion para calcular el /E] real

7.7.6.1. Etapa de licuefaccion

Para la construccion de una curva para calcular el IE1,.,, es conveniente antes analizar el
comportamiento del I E'I para variaciones en la VdeC a las condiciones del proceso en la BE.
La Figura 7-26 presenta un perfil completo de todos los I EI para cada valor de la variable
de capacidad, pasando de volimenes en la BE (franjas azules), hasta volimenes en la AE
(franjas rojas), con un A VdeC de 0,1L, se evidencia como los I E1 aumentan con el tiempo
hasta alcanzar un valor maximo y luego descienden, es evidente una relacion entre la VdeC
y el tiempo de proceso con respecto al [ EI, aumentos de la VdeC y del tiempo de proceso

generan una disminucién del ITE1.
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Figura 7-26. I EI para cada valor de la VdeC para 2h de proceso, etapa de licuefaccién en
la BE.

Si se prolonga el tiempo de proceso, Figura 7-27, se observa una disminucién prolongada del
IE1I, lo que puede ser un indicativo que no es necesario un tiempo de proceso prolongado y
a medida que se extiende, las variables de estado serdn menos impactadas por el proceso.
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Figura 7-27. I E1 para cada valor de la VdeC para 7h de proceso etapa de licuefaccién en
la BE.

Lo interesante de estos comportamientos es la regién de I E Iy 4x tan notoria que se puede
presentar en el proceso, como se propuso anteriormente este se denominarda RdeO*, el cual
se presenta para cada A VdeC en valores de tiempo cercanos. Si se analiza este punto en
la variable de estado de mayor interés (glucosa) se puede obtener la informacién presentada
en la Tabla 7-11. A partir de esto se construye una curva de potencia que permite realizar
lecturas del I E1,., dado su ajuste respecto a otras curvas como polinomios.

Tabla 7-11. Determinacién de I E1,., para la etapa de licuefaccién.
IEIyax Cglucosa

VdeC (L) Tiempo (h) (RdeO*) IET cq % Error
3.0 1.116 1.8801x 108 1.8829%x10%  0.1498
3.1 1.007 1.6538x 108 1.6498x10%  0.2426
3.2 0.990 1.4538x10% 1.4516x10%  0.1512
3.3 1.003 1.2849x10% 1.2823x10%  0.2052
34 1.018 1.1387x 108 1.1369x10%  0.1596
3.5 1.107 1.0103x 108 1.0115x10%  0.1194
3.6 1.033 9.0353x 107 9.0292x10"  0.0670
3.7 1.023 8.0925x 107 8.0851x107  0.0913
3.8 1.079 7.2565% 107 7.2610x107  0.0627
3.9 1.057 6.5370x 107 6.5392x107  0.0339
4.0 0.988 5.8987x 107 5.9048x107  0.1029
Tiempo promedio 1.038 Error promedio 0.1260

La forma de la curva de potencia con un R* y R%;,,, de 1.0 es:
IEL .y = 1,578 x 10'° - VdeC — 4,031 (7-47)

La cual representa un error promedio del 0,1260 % para los puntos analizados, lo que se
considera una buena aproximacion para el calculo del IE1,.,, se debe aclarar que esto se
logra gracias a un A VdeC de 0,1L, lo que permite tener un proceso més fino de escalado,
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por esto cuando se escala a volimenes mayores se propone realizarlo en pasos secuenciales,
adoptando la informacién de la VdeC inmediatamente anterior.

Para verificar que aun existe una consistencia en el modelo para esta escala, es decir si se
mantiene la eficiencia del proceso, se realiza un analisis del [ E'1y;,, a medida que aumenta el
valor de la VdeC, Figura 7-28 y de las concentraciones de salida de cada variable de estado,

Figura 7-29.
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Figura 7-28. I E 1., para las variables de estado de interés respecto a la VdeC etapa de

licuefaccién en la BE.

Al aumentar el valor de la VdeC desde la BE hasta la AE con un A VdeC de 0,1L, los
T E oz giucosar L EIMazmattopentosa Y T E I Maz Treactor disminuyen, lo se asocia con el cambio
de escala y otros fenémenos del proceso empiezan a cobrar mayor importancia, esto permite
observar para determinado valor de la VdeC este I E1y;,, sera tan bajo que permitira con-

cluir respecto a un volumen en el cual ya no se recomienda escalar.

Otro aspecto a tener en cuenta en este andlisis es la manera como se realiza el escalado, es
decir, la importancia de tomar valores intermedios para escalar cuando se va desde la BE a
la AE, dado que esto se toma como el [ E1,.., v se ajusta a ecuaciones de potencia y al tener
un gran paso entre la BE y AE perdera ajuste. Es importante notar como independiente-
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mente de la disminucién del I FEIyq,, el régimen de operacion se mantiene, I E1yqz glucosa

> I Elnjag maitopentosa > 1 E oz Treactor, aspecto importante ya que confirma la fuerza del

modelo para la representacién de estas variables de estado.
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Figura 7-29. Concentraciones de salida respecto a la VdeC etapa de licuefaccién en la BE.

Para cualquiera de las variables de estado de interés a las condiciones de proceso en la BE,

las concentraciones de salida varia respecto al aumento de escala, Figura 7-29, pero no es

significativo, estos impulsos se asocian al valor del A VdeC (0,1L) el cual es muy bajo y a

medida que avanza la tendencia de la curva busca unir punto a punto pequenas variaciones,

por ejemplo, para un paso de 3L a 4L la concentracion de salida de glucosa va desde el

0,505g/L hasta 0,507g/L, lo que equivale a una desviacién del 0,4 %, la de maltopentosa va
desde 213,5701¢g/L hasta 213,5704g/L, con una desviacién del 1x~* y la temperatura del
reactor desde 60,04°C hasta 59,97°C con una desviacién de 1x 3. Esto permite observar

con este aumento de escala, como la eficiencia del proceso se mantiene a las condiciones de

proceso tratadas.



120 7 Escalado del proceso de hidrélisis enzimatica de almidon de trigo

7.7.6.2. Etapa de sacarificacion

Igual que en la etapa anterior, se realizé un andlisis del comportamiento del I E'I para cambios
de VdeC desde la BE hasta la AE, con incrementos en el AVdeC de 0,1L, Figura 7-30, se
encuentra para este proceso, la misma relaciéon anterior, aumentos de valores del ITEI a
medida que avanza el tiempo hasta un valor maximo y luego un descenso de este, llegando a
la misma conclusion, para aumentos de valores de la VdeC y tiempos de proceso, se observa
una disminucién en los valores del I ET, pasando de valores en la BE (franjas azules), hasta
valores en la AE (franjas rojas). Claramente el I Elr,cqq0r 1O presenta tendencia alguna y
sus valores oscilan cercanos a cero, los impulsos que se observan estan asociados a la forma
como se resuelve la ecuacién en procesos iterativos mas que a un sentido fisico. Esto puede
dar una idea del poco impacto del proceso sobre esta variable de estado.
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Figura 7-30. I E] para cada valor de la VdeC para 6.5h de proceso etapa de sacarificacion
en la BE.

Para la variable de estado de interés, glucosa, para cada valor de la VdeC se selecciono el
IEIyq., que corresponde al RdeO* para esa VdeC correspondiente, junto con el tiempo en
el cual se presenta. Esta informacién se reporta en la Tabla 7-12.Se construye una curva
de potencia que permite realizar lecturas del I F'1,., dado su ajuste respecto a otras curvas

como polinomios.
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Tabla 7-12. Determinacién de [ F1,., para la etapa de sacarificacion.
Max IEI Cglucosa

VdeC (L) Tiempo (h) (RdeO¥) IELca % Error
3,0 0,6365 1,887x 1010 1,883x 1010 0,1940
3,1 0,5983 1,711x 100 1,712x 1010 0,0231
3,2 0,6019 1,559% 1010 1,560x 1010 0,1118
3,3 0,6065 1,424x1010 1,426x10'°  0,1566
3.4 0,628 1,306% 1010 1,308%101°  0,1309
3,5 0,6357 1,2000x10'° 1,202x 1010 0,1108
3,6 0,6453 1,106% 1010 1,107x101°  0,0790
37 0,6444 1,022x10'° 1,022x101°  0,0207
3.8 0,6521 9,464 10° 9.453x10°  0,1099
3,9 0,6127 8,783x10? 8,764x10°  0,2140
4,0 0,5912 8,156x10° 8,140x10°  0,1973
Tiempo promedio (h) 0,6230 Error promedio 0,1226

La forma de la curva de potencia con un R? de 1 un Rijust de 1 es:
IEIcq = 4,637 x 10" - VdeC — 2,916 (7-48)

La cual representa un error promedio del 0,1226 % para los puntos analizados, lo que se
considera una buena aproximacion para el cdlculo del I E1,..y.

Para verificar que aun existe una consistencia en el modelo para esta escala, se realiza un
analisis del /ET a medida que aumenta el valor de la VdeC, Figura 7-31 y de las concen-
traciones de salida de cada variable de estado, Figura 7-32.
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Figura 7-31. I E 1., para las variables de estado de interés respecto a la VdeC etapa de

sacarificacién en la BE.

Al igual que el la etapa anterior, 108 I E 14z giucosas L 1 0az,maltopentosa disminuyen en el pro-
ceso, lo que puede deberse a los aspectos mencionados anteriormente, se debe analizar es
como respecto a la etapa anterior esta presenta una mayor estabilidad a medida que dis-
minuyen los IE1, si se analiza el I E1p 45 giucosa €0 1a etapa de licuefaccion, este disminuye
desde 1,8 x 10® hasta 5,9 x 107 pasando de 3L a 4L, pero el T E 1oz glucosa Para la etapa
de sacarificacién disminuye desde 1,9x'° hasta 8,2 x 10?, lo que permite usar valores para
escalar entre la BE y AE mayores. El I E1pq Treactor Presenta una fluctuacion pero del orden
de 1 x 1071 o que lleva a concluir en esta etapa el impacto del proceso sobre esta variable
es minimo y que dicha fluctuacién se debe a la formulacién matematica dada la proximidad

al cero.

La Figura 7-32 permite observar a condiciones de proceso en la BE, como las concentracio-
nes de glucosa pasan de 163,90g/L hasta 163,80g/L, con desviacién del 6 x 1072% | la de
maltopentosa va desde 95,75¢/L hasta 95,85¢/L, con una desviacién del 0,1 % y la tempera-
tura del reactor va desde 60,910°C hasta 60,913°C con una desviacién del 1 x 2 %, con esto

se mantiene la eficiencia del proceso para este cambio de escala.
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Figura 7-32. Concentraciones de salida respecto a la VdeC etapa de sacarificacién en la

BE.

7.7.7.

Determinacion de la nueva matriz de Hankel

Para esta seccién inicialmente se determiné la matriz S.g, luego con ayuda de las matrices
U y V en la BE tomadas de la DVS se determiné la nueva matriz de Hankel, para este caso
se utiliz6 la ecuacién de potencia del [ EI,.q,, la cual permitié despejar el Sy estimado de la

ecuacion 6-9.

7.7.7.1. Etapa de licuefaccion

Se determina de matriz Segiric:

SestLic =

8,4354 x 10 0,0000 0,0000
0,0000
0,0000

0,0000 0,0000
0,0000 0,0000

Luego multiplicando las matrices U y V de la BE (Hyewric = U * Sestric - V) se obtiene la

nueva matriz de Hankel:
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HnewLic = ]-70>< 1010'

7.7.7.2. Etapa de sacarificacion

r 0,0000
0,0000
0,0000
—0,0002
—0,0000
0,0000
0,0059
0,0001

| 0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

Se determina de matriz Sesrsqc:

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

—0,0002
0,0000
0,0000
0,0055
0,0001
0,0000

—0,2158

—0,0040
0,0000

—0,0000
0,0000
0,0000
0,0001
0,0000
0,0000

—0,0042

—0,0001
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0059
0,0000
0,0000

~0,2158

—0,0042
0,0000
8,4270
0,1568
0,0000

8,1401 x 10" 0,0000 0,0000
0,0000 0,0000
0,0000 0,0000

SestSac =

0,0000
0,0000

0,0001
0,0000
0,0000

—0,0040

—0,0001
0,0000
0,1568
0,0029
0,0000

0,00007
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000 ]

Luego multiplicando las matrices Uy V de la BE (H = U - Sesqc - V1) se obtiene la matriz

de Hankel:

HnewSac = 170>< 1013'

r 0,0000
0,0000
0,0000
—0,0001
—0,0000
0,0000
0,0057
0,0005

| 0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

—0,0000
0,0000
0,0000
0,0023
0,0002
0,0000

—0,2084

—0,0179
0,0000

—0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

—0,0041

—0,0003
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000

0,0008
0,0000
0,0000
—0,0879
—0,0073
0,0000
8,1059
0,6948
0,0000

0,0000
0,0000
0,0000
—0,0016
—0,0001
0,0000
0,1508
0,0129
0,0000

0,00007
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000
0,0000 ]

Se observa como el tamafio de la matriz S'y S.s para ambas etapas difiere, pero esto se debe

a que son tres variables de estado las que se estan analizando por lo cual solo se necesitan las

primeras tres columnas para determinar el IET de los procesos, simplificando las matrices

en la nueva escala.



7.7 Metodologia de escalado en la hidrdlisis enzimatica de almidon de trigo 125

7.7.8. Escalado con valores entre BE y AE y Factores de escala

Para la determinacion del valor de las variables de diseno en la nueva escala, se procede
a igualar las componentes de la matriz de Hankel en la baja escala con los valores de la
matriz en la alta escala. La complejidad de estas matrices se fundamenta en las multiples
interacciones entre variables que se derivan a partir de las matrices A, B y C' de cada etapa,
en el Anexo B se presenta la primer fila de la matriz de Hankel de la etapa de licuefaccion,
se observa la complejidad de esta primera fila para relacionar variables de diseno, variables
de estado y parametros, para lo cual se necesita redefinir 37 nuevas variables (o), es por
esto que se omite la escritura de toda la matriz para estas etapas y se propone dentro de
la metodologia de escalado que la solucion sea a partir de un software matematico, ya que
despejar y manejar de manera manual implicaria algo muy complejo.

Las variables de diseno seleccionadas al inicio del escalado fueron la concentracién inicial de
enzima Fy;, el volumen del reactor V, y la concentracion inicial de sustrato Sy. Dado que la
variable de disenio V,., del reactor se fija desde VdeC en la AE, su valor se asume como el
valor de la nueva escala (4L), una vez se realiza esto, se buscan desde la igualdad relaciones
entre las otras dos variables y se determina cual de los resultados es el méas cercano para el
proceso real.

7.7.8.1. Determinacion de las variables de diseno

Para la etapa de licuefaccion, al igualar las componentes en la matriz de Hankel, se obtienen
los valores para la variable de diseno Sy presentados en la Tabla 7-13.

Tabla 7-13. Valores de la variable de disenio Sy en la AE, etapa de licuefaccion.
Componente de la Matriz /4 Valor (g/L)

hia 14,8141
hi1b 2220,8000
hisa 180,8459
hi b -181,8459
hi s 14,8141
hisb 2220,8000
ha -419,8266
ha1b 31,5385
ha sa ~419,8266
hasb 31,5385
has 4,6398
hs2 4,6398

hs.2 14,6398
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De igualar las componentes de la matriz de Hankel se tienen 81 posibilidades para obtener
valores y relaciones matematicas entre las variables de diseno. De estas, solo 13 componentes
arrojaron valores para Sy, entre las cuales existen valores negativos y dada la naturaleza de la
variable de disenio estos valores no son posibles, por lo cual se descartan, al comparar el resto
de valores con la condicién de la variable de disefio en la BE de 161,4g/L, El valor més cercano
es 180,8459¢g/L, por lo cual se toma como la nueva condicién de disefo, se espera que al darse
este aumento la otra variable también aumente, para esto, 52 de las componentes generan
expresiones mateméticas de las cuales al reemplazar el valor de So= 180,8459g/L, se obtienen
diferentes valores incluso algunos imaginarios, los valores se reportan en la Tabla 7-14, dado
que se busca utilizar la menor cantidad de enzima, al relacionarlo con la concentracion
de enzima en la BE 0,05m Lo —amitasa/ Lsotucion > €quivalente a adicionar 0,1630m La—amitasa, €l
valor més cercano es 15,0966m Ly, amitasa/ Lsotucion y @l relacionarlo con la variable V, = 4L, se
obtienen una cantidad de enzima de 60,3864m L _qmilasa, Para lo cual se realiza la correccion
por sélidos secos (0,92%) de la muestra se obtiene una cantidad de 65,5448m Ly amitasas
siendo significativo respecto a la BE.

Tabla 7-14. Valores de la variable de diseno Eg; en la AE, etapa de licuefaccion.
Concentracién Cantidad de

Componente de la Matriz H
de enzima (mL.,.ime/Lsoiucisn) €nzima a adicionar (mL..ime)

hiza 3379,10 13519,99
hasb 15,13 60,50
has 15,12 60,48
hs.a 15,10 60,41
hssa 15,17 60,68
hs b 15,11 60,45
he.2 15,17 60,68
his 15,10 60,39
hs.2 15,10 60,39

La etapa de sacarificacion no depende directamente de la variable de diseno Sy, dado que
toma como condiciones de entrada las salidas de la etapa de licuefaccién, por esto al igualar
las componentes de su matriz de Hankel se obtienen 35 valores para la concentracién de
enzima Fjy, de los cuales 22 se reportan en la Tabla 7-15, algunos son niimeros imaginarios
o valores negativos que no concuerdan con la naturaleza de la variable de diseno.
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Tabla 7-15. Valores de la variable de diseno Egy en la AE, etapa de sacarificacién.
Concentracion de enzima Cantidad de enzima (mLe,.ima) Concentracion de enzima
(mLenzima/LsoluCidn) (mLenzima/Lsolucién)

Cantidad de enzima (mLc,im,)

hyra 3379,1000 13519,9855 he1 0,7864 3,1456

hy7b 3379,1000 13519,9855 hea 0,7866 3,1464

has 0,7866 3,1464 hra 102,4460 409,7839
hay 1347,4845 5389,9381 hra 48,2979 193,1917
hasa 109,0263 436,1052 hrs 10,0668 40,26710
hab -131,7584 -527,0338 hrra 16,7851 67,1407
haz 19,3904 77,5614 hirs 6,4154 25,6617
Pag 6,3740 25,49589 hs1 12,9595 51,8380
hsa 4,7349 18,9394 hs4 74277 29,7108
hsx 9,1209 36,4838 hs.7 9,4241 37,6962
hss 0,7572 3,0288 has 1,0659 4,2635

La concentracién de enzima AMG en la BE es de 0,26mL ana/ Lsoucion, €quivalente a adi-
cionar 0,7744mL sy, relacionando esto con los resultados de la Tabla 7-15 componentes
como hs g presentan un valor de 0,7572mL anre/ Lsotucion, €quivalente a 3,0288mL anc-

Al proponer y obtener los nuevos valores de estas variables de diseno para el proceso, V, = 4L,
So = 180,8459g/L, Eo1 = 15,0966m Lo —amitasa/ Lsotucion ¥ Eoz = 0,7572m L ari/ Lsotucion, €l
proceso debe definirse nuevamente ya que algunas condiciones iniciales cambian, para este
caso, segun la concentracion inicial, el volumen al cual se desea escalar y el porcentaje de
almidén en la muestra, la cantidad de masa a adicionar se calcula a partir de la ecuacién

7-49:

SV, 18lg/L-4L
9masa almidén = Yalmidon - 078070

= 896 (7-49)

Relacionando esta cantidad de masa con la cantidad de volumen a trabajar (asumiendo la
densidad del medio como la densidad de agua) el porcentaje de sélidos se calcula a partir de
la ecuacién 7-50:

idé 896
Porcentaje de Sélidos( %) = Imasa almidin g or — °29 1009 = 22% (7-50)

9masa totales 4000g

Finalmente se calculan las nuevas relaciones E/S a partir de la ecuacién 7-51:

mLenz * Penz

9masa totales * %almidén

Relacion E/S = - 100 % (7-51)
El porcentaje de almidén en la muestra es del 0,8070 %, la densidad de la enzima a-amilasa y
AMG son 1,16g/mL y 1,13g/mL, respectivamente. Evaluando esto junto con las cantidades
de enzima propuestas se obtiene una relacién E/S para a-amilasa de 10,50 %, equivalente a
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10,2U/ g aimiasn v para AMG de 0,47 %, equivalente a 1,3U/¢ aimidsn-

Comparando estas variables respecto al proceso en la BE, se observa un aumento en las
relaciones E/S para ambas enzimas y un aumento en la concentracién inicial de sustrato lo
que es equivalente a un aumento del 20 % al 22 % de solidos.

7.7.8.2. Resultados experimentales

Se realizo el proceso para el nuevo valor de la variable de capacidad 4L, con las condiciones
obtenidas a partir de la propuesta de escalado, se obtuvieron los comportamientos para las
etapas de licuefaccion y sacarificacion presentados en las Figuras 7-33 y 7-34.
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Figura 7-33. Cinética del proceso de hidrélisis enzimatica para almidon de trigo, etapa de
licuefaccién, volumen 4L, porcentaje de sélidos 22 %, relacién E/S 10,50 %p/p, Sp181g/L,
CaCl, 20ppm, temperatura 60°C.

Para la etapa de licuefaccién se presentan los comportamientos esperados respecto a la baja
escala, para la glucosa y maltosa, se obtuvo valores de 19g/L y 36g/L, respectivamente, para
un tiempo de 2h, lo cual varia significativamente respecto a los valores esperados, esto debido
a la cantidad significativa de enzima usada, por otro lado, si analizamos la maltopentosa,
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encontramos que a pesar de aumentar la cantidad de enzima su valor de salida es cercano
al valor esperado, lo cual concuerda con el efecto positivo de la gelatinizacién realizada. La
temperatura del reactor vario dentro de los valores esperados a excepcion de sus primeros
dos valores que se encontraron fuera del 5% de error aceptado.
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Figura 7-34. Cinética del proceso de hidrélisis enzimatica para almidon de trigo, etapa de
sacarificacién, volumen 4L, relacién E/S 0,47 %p/p, Co. giucosa 19,965g/L, Co maitosa 36,637g/L,
Co.mattopentosa 217,834g/L, temperatura 60°C.

La etapa de sacarificaciéon presenta los comportamientos esperados respecto a la BE, pero
los valores de la glucosa y maltosa difieren significativamente, ya que los valores alcanzados
para las 6.5h son cercanos a los 222g/L y Tg/L, respectivamente, por otro lado, el valor
de la maltopentosa, 109g/L, es cercano al valor esperado, la temperatura presento el valor
esperado cercano a los 60°C.

Al realizar la comparacién de los valores promedio de salida para cada variable de estado en
cada etapa se obtienen los valores presentados en la Tabla 7-16.
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Tabla 7-16. Resultados comparativos del escalado de procesos.
Resultados promedio hidrdlisis enzimatica 3L

Etapa de licuefacciéon Etapa de sacarificaciéon
Glucosa (g/L) Maltosa (g/L) Maltopentosa (g/L) Glucosa (g/L) Maltosa (g/L) Maltopentosa (g/L)
0,4 1,5 21 174 2.7 107
Resultados promedio hidrdlisis enzimatica 4L
Etapa de licuefaccién Etapa de sacarificacion
Glucosa (g/L) Maltosa (g/L) Maltopentosa (g/L) Glucosa (g/L) Maltosa (g/L) Maltopentosa (g/L)
16 29 242 223 6,8 118
Porcentaje de ganancia
>100 % >100 % 13% 28 % >100 % 10%

Al realizar el proceso experimentalmente se observé a través de las Figuras 7-33 y 7-34, el
comportamiento obtenido, pero la Tabla 7-16 permite realizar un anélisis mas detallado. Pa-
ra la etapa de licuefaccién comparando los valores entre la BE y AE, se observaron ganancias
superiores al 100 % para las variables glucosa y maltosa y del 13 % para la maltopentosa. En
la etapa de sacarificacion se observaron ganancias del 28 % para la variable glucosa, mayores
al 100 % para la variable maltosa y del 10 % para la maltopentosa. Esto se traduce en valores
superiores a los esperados respecto a la BE.

7.7.8.3. Simulacién de procesos en AE y Factores de escala (¢;)

Con las variables de diseno en la AE para la etapa de licuefaccién, se realiza el ajuste de
pardmetros, se obtienen los errores promedio de 10,28 % para la concentracién de glucosa,
12,18 % para la concentracién de maltosa, 10,56 % para la concentracion de maltopentosa y
0,84 % para la temperatura del sistema. A partir de los pardmetros ajustados en la AE y
asociandolos con los parametros en la BE se determinan los factores de escala, Tabla 7-17.

Tabla 7-17. Parametros ajustados en la BE, AE y factores de escala, etapa de licuefaccion.
Parametro Pest; BE Pest; AE &

h, 0,9014 0,9006  0,9991
hy 0,8939 0,2683  0,3001
hs 1,5224 0,5482  0,3601
hs 1,5185 05154  0,3394
P1 1,3229 0,7680  0,5805
D 0,3846 0,0648  0,1685
D3 0,4999 4,9058  9,8136
Ds 0,3690 2,9481  7,9804
Q 0,0893 0,0145  0,1624
Q® 0,3435 0,0278  0,0809
QB 0,3133 0,0200  0,0667
UG 0,0117 0,0213  1,8205

Una vez calculados los &;, se realiza la simulacion del modelo con los valores de las variables de
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diseno propuestas (Figura 7-35), se determina nuevamente los errores promedio, obteniendo
9,99 % para glucosa, 12,19 % para maltosa, 10,56 % para maltopentosa y 0,8448 % para la
temperatura del reactor, lo cual presenta un mejor ajuste respecto a la BE y da idea como el
aumento de la concentracion de enzima, aumenta las concentraciones de glucosa y maltosa,
permitiendo un ajuste mas preciso.
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Figura 7-35. Simulacion del modelo de hidrélisis enzimatica para VdeC 4L con factores de
escala, etapa de licuefaccién con balance de energia en la AE.

Al igual que en la etapa de licuefaccién, se realiza el ajuste de parametros con los valores de
las variables de disenio de la AE para la etapa de sacarificacion, obteniendo errores promedio
del 5,4846 % para la concentracién de glucosa, 20,2675 % para la concentraciéon de maltosa,
7,3918 % para la concentracién de maltopentosa y 0,3646 % para la temperatura del sistema,
a partir de los pardametros ajustados en la AE y asocidandolos con los valores en la BE, se
determinan los factores de escala, Tabla 7-18.
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Tabla 7-18. Parametros ajustados en la BE, AE y factores de escala, etapa de sacarificacion.

Parametro Pest; BE Pest; AE &
K, 1,795x 1074 0,0019 10,5797
Kgo 1,6563x1074 0,0014 8,4526
K; 0,0099 0,0100 1,0101

V02 3,0000x10%  3,0000x10%  1,0000
V023 9,0010x10%  9,0010x10%  1,0000
V0,25 9,0900x 1034 9,0900ex103*  1,0000

Km; 0,0251 0,0249 0,9920
Km, 7,6480x107° 0,0024 31,3808
Kmg 1,2224x107° 0,0095 77,7160
Km; 0,0011 0,0039 3,5455
Keqt 23,9000 91,1225 3,8127
Kego 99,9818 89,6361 0,8965
Kegs 0,0664 0,1544 2,3253
Kegs 65,1547 10,5794 0,1624

Una vez son calculados los &;, se realiza la simulacién del modelo con los valores de las va-
riables de diseno propuestas, Figura 7-36, se determina nuevamente los errores promedio,
obteniendo 5,2258 % para la concentracién de glucosa, 20,2569 % para concentracién de mal-
tosa, 7,6246 % para la concentracién de maltopentosa y 0,3821 % para la temperatura del
sistema, permitiendo concluir al igual que en la etapa de licuefaccién, como el aumento de
escala genera un ajuste mas preciso.
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Figura 7-36. Simulaciéon del modelo de hidrélisis enzimatica para VdeC 4L con factores de
escala, etapa de sacarificacion con balance de energia en la AE.

En esta etapa, las variables de estado se ajustan satisfactoriamente, para la variable de esta-
do maltopentosa se observa un pico en un tiempo de 0,6h, pero se asocia a un ruido obtenido
desde el planteamiento del modelo, donde oligosacaridos como maltotriosa aumentan, pero
luego se hidrolizan nuevamente, aun asi, su error promedio es inferior al 10 %, otro aspecto
interesante, es la dindmica de la temperatura del reactor, donde se observa, que el mode-
lo busca ajustarse a la temperatura de operacién logrando errores promedio inferiores al 1 %.

Finalmente, el objetivo es determinar los &; es poder moverse libremente entre VdeC supe-
riores a la propuesta como AE. si tomamos como ejemplo una VdeC de 5L y se mantienen
las condiciones de la escala anterior 4L, los errores promedio asociados al modelo de licue-
faccién son inferiores al 28 % para todas sus variables de estado y errores promedio inferiores
al 17% para la etapa de sacarificacién, es importante notar, que las condiciones iniciales de
cada etapa, juegan un papel fundamental en el proceso y su nivel de detalle determinara
una mejor aplicacion de la metodologia de escalado, lo que se traduce en conocimiento del
proceso que se va a escalar.
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7.7.8.4. \Verificacion de Regimenes de Operacién

Una vez se determinan los &;, se simula el proceso a las condiciones de disenio de la AE se
procede a verificar el RdeO y RdeO* para ambas etapas. La Figura 7-37 y la Figura 7-38
presenta el I Elgycosa, I E Imattpentosa Y 1 E ITreactor Tespecto al tiempo para cada una de las

etapas de licuefaccion y sacarificacion, respectivamente.
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Figura 7-37. [ EI diferenciados para las variables de estado glucosa, maltopentosa y T'.cactor

etapa de licuefaccién en la AE.

La jerarquia de las dindmicas para la etapa de licuefaccién varian respecto a la BE, ahora
la dindamica dominante es la de maltopentosa, luego glucosa y finalmente la temperatura
del reactor, lo que permite concluir para el proceso, como al llegar a la AE, la dindmica
de glucosa es menos impactada respecto a la BE, con lo cual se infiere como el modelo esta
generando una alta sensibilidad sobre la metodologia de escalado, dado el impacto que tienen

las variables de diseno.
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Figura 7-38. [ F I diferenciados para las variables de estado glucosa, maltopentosa y T'.coctor

etapa de sacarificacion en la AE.

Para la etapa de sacarificacion la jerarquia de las dindmicas se mantiene, estando el I E1gycosa
en primer lugar, seguido del I E'1,4itopentosa €0 segundo lugar y finalmente I E'lryeqetor. S€ Ob-
serva un aumento del I EIyjqz giucosa desde un orden de magnitud de 1 x 109 hasta 1 x 10!,
el I ET oz maltopentosa Pasa de 1 x 10% hasta 1 x 10°, mientras el I EIpyjqz Treactor ¢ mantiene

en el mismo orden.

Con esto, se observa la sensibilidad del modelo, las variaciones significativas que sufre frente
a cambios en las variables de diseno y como esto impacta fuertemente la jerarquia de las
dindmicas de interés, hasta el punto de generar cambios en el RdeO* de las etapas analizadas,
lo cual tiene sentido desde el punto de vista de la metodologia aplicada, ya que estrictamente
no se tienen que mantener los valores de la BE, tanto valores de las variables de diseno, como
los 6rdenes de los regimenes de operacién pueden variar, siempre manteniendo las jerarquias

de las dindmicas.
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7.8. Conclusiones

Una vez aplicada la metodologia sobre ambas etapas existen algunos aspectos que se deben
tener en cuenta. En la etapa de licuefaccién para la BE se propuso como variables de diseno la
concentracion inicial de sustrato Sy, la concentracién inicial de enzima a-amilasa Fy; y el vo-
lumen del reactor V,., con sus valores correspondientes 161,4g/L, 0,0544m Ly amitasa/ Lsotucion
y 3L. Para la AE una vez se aplicd la metodologia se verific la jerarquia de las dindmicas
y se noté cambios respecto a la BE, siendo la dindmica dominante la concentraciéon de mal-
topentosa, luego la concentracion de glucosa y finalmente la temperatura del sistema.

Se obtuvieron valores de Sy, Ep; v V, de 181g/L, 15,1m Lo — amilasa/ Lsopeion v 4L, respec-
tivamente. De esta forma se puede considerar que la seleccién de las variables de diseno Sy
y V. son adecuadas para la etapa de licuefaccion a las condiciones de proceso propuestas.
Respecto a Ejyi, se puede considerar que las condiciones descritas en la etapa y llevadas a la
metodologia de escalado, sugieren implementar una mayor cantidad de enzima. Para realizar
un analisis mas detallado de aplicé la metodologia desde una escala de 4L a 3L, obteniendo
para la variable de diseno Sy un valor de 138g/L pero la variable de diseno Ejy; sugiere utilizar
valores superiores a los 541m Ly _amitasa/ Lsolucion, con lo cual, a las condiciones de proceso
dadas y la influencia del ajuste de parametros a los datos experimentales, la metodologia
siempre sugerira un aumento de Fy.

Para la etapa de sacarificacién, las variables de diseno propuestas son Sy, Fge v V., al no
depender directamente de Sy y ser el mismo volumen, se limita a proponer valores de FEjs
en la BE de 0,26mLang/ Lsotucion- Para la AE una vez se aplicé la metodologia de escaldo
se obtuvo un valor para Ey, de 0,76mLana/ Lsotucion, con lo cual al verificar la jerarquia de
las dindmicas se mantuvo el orden esperado, siendo la dindmica dominante la concentracion
de glucosa, seguida de la concentraciéon de maltopentosa y finalmente la temperatura del
sistema.

Otro aspecto interesante es el mejoramiento del ajuste de los parametros con los valores en
la AE, sugiere que es conveniente aplicar la metodologia con volimenes en la BE superiores,
asi como una Fj; superior a la usada, lo que permitird una mayor robustez en la aplicacion
de la metodologia en procesos de hidrolisis enzimatica en ambas etapas.
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En este trabajo se realizo el escalado de un proceso de hidrélisis enzimatica de almidén de
trigo para las etapas de licuefaccion y sacarificacion a partir de una metodologia de escalado
fundamentada en el MSBF del proceso y la aplicacién de herramientas de teoria de control.
Con el desarrollo experimental realizado y la metodologia propuesta se busco tener en cuen-
ta cada detalle del proceso para tener una visién global de este y como es afectado por el
cambio de escala. Lo que involucrd, caracterizacién de materias primas, determinacion de
actividades enzimaticas, desactivaciéon de enzimas y andlisis de inhibiciéon por producto y
determinacion de jerarquias entre las variables de estado, concentracién de glucosa, concen-
tracion de maltopentosa y temperatura del sistema, adicional a esto, se propuso el uso de
factores de escala que permitieran un escalado satisfactorio.

Los principales aportes de este trabajo a nivel de investigacién, experimentacion y desarrollo
son:

= La caracterizaciéon de un almidén de trigo con un contenido de almidén cercano al
80 %, la determinacién de la actividad enzimética de la a-amilasa comercial y la ami-
loglucosidasa comercial.

= Respecto a la etapa de gelatinizacion en el proceso de hidroélisis enzimatica se logré
evidenciar un efecto positivo sobre el almidén de trigo, al ser sometido a rampas de
calentamiento durante un tiempo aproximado de 3h.

= Se lograron obtener metodologias para la inactivacién enzimatica por medio de tem-
peratura y pH, siendo esta tultima mas viable dado el tiempo que requiere.

= Se determiné como el almidén de trigo caracterizado al ser sometido a un proceso de
hidrolisis enzimatica no sufre efectos de inhibicién por glucosa significativos, compa-
rando un estdndar de la hidrélisis, con otro, al que se adicioné un equivalente a 180g/L
de glucosa.

= Se realiz6 una hidroélisis enzimética de almidén de trigo con voliimenes entre los 3L y 4L
usando las enzimas a-amilasa comercial y la amiloglucosidasa comercial; con tiempos
de proceso para la etapa de licuefaccion de 2.0h y para la etapa de sacarificacion 6.5h,
logrando evidenciar los comportamientos esperados.
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= Se tienen modelos semifisicos de base fenomenolégica para la etapa de licuefaccion
y sacarificacion, incluyendo en la cinética efectos de pH, temperatura, desactivacién
enzimatica. También se presentan los balances de energia en cada etapa.

» Para la etapa de licuefaccién con una relacién E/S de 0.036 %p/p por 2h se obtuvieron
concentraciones de 0.7g/L, 2.0g/L y 220g/L para glucosa, maltosa y maltopentosa y
para la etapa de sacarificacién con una relacién E/S de 0.18 %p/p por un tiempo de
6.5h se obtuvieron concentraciones de 180g/L, 3g/L, 100g/L para glucosa, maltosa y
maltopentosa.

= Se realizo la simulacion de las etapas de licuefaccion y sacarificacion, un ajuste de
parametros en ambas etapas, se realizaron cinéticas a 3L y 4L segun lo arrojado por
la metodologia de escalado y se establecio el concepto de régimen de operacion critico
(RdeO*), indice de estado impactable maximo (I Ely,,) v factores de escala (&;).

= La metodologia de escalado recomienda mantener como variables de disenio V,. Eyo v Sy
en la etapa de sacarificacién para lograr como régimen de operacién una dominancia
de la variable de estado glucosa.

= La aplicacion de la metodologia de escalado sobre la hidrdlisis enzimatica de almidén
de trigo, para la etapa de licuefaccion sugiere un régimen de operacion de acuerdo con
la tendencia del proceso, se recomienda el uso de un conjunto de variables de diseno
diferentes al propuesto o diferentes valores de estas.

Algunas de las limitaciones del trabajo son:

» La dificultad del proceso experimental al cuantificar la variable de estado maltopentosa,
dado que su estandar asociaba oligosacaridos con grado de polimerizacién desde 3 hasta
7, lo que genera ruido en su modelado y escalado de igual forma la imposibilidad del
medio dada su alta viscosidad para medir los componentes de interés en el tiempo
inicial del proceso.

= La limitacién en informacion de los parametros y variables de los modelos propuestos
para la hidrolisis enzimatica de almidon de trigo, lo que dificulta la limitacion de estas
en el ajuste de pardametros a los datos experimentales.

Respecto a los objetivos propuestos, se concluye:
Objetivo general:

Plantear el escalado para la produccion de jarabes de glucosa a partir de hidrolisis enzimatica
de materiales amildceos aplicando la simulacién del proceso y elementos de teoria de control.
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Para realizar el escalado de procesos de hidrolisis enzimatica, en el Capitulo 2 se realizd
un andlisis de los diferentes materiales amilaceos existentes, en el Capitulo 3 se realizé una
revision de la hidrolisis enziméatica de materiales amilaceos y una vez se alcanzada la com-
prensién del proceso, en el Capitulo 4 se realizé una revision de los conceptos de modelado,
simulaciéon y las diferentes metodologias de escalado, luego, en el Capitulo 5 se realizé una
contextualizacién del analisis dinamico de procesos con lo que finalmente en el Capitulo 6 se
propuso una metodologia de escalado de procesos usando simulaciéon de modelos y herramien-
tas de teorfa de control, incluyendo el andlisis del RdeO* y la propuesta de factores de escala.

Objetivos especificos:

1. Proponer un modelo semifisico de base fenomenolégica (MSBF) para el proceso de
hidroélisis enzimatica en la etapa de sacarificacion.

En el Capitulo 4, Seccién 4.2 se propuso un mecanismo de reaccién para el proceso de
hidrolisis enzimatica y en el Capitulo 7, Secciéon 7.7.2 se realiz6é en planteamiento del
MSBF para la hidrolisis enzimatica de almidén de trigo en las etapas de licuefaccion
y sacarificacién, incluyendo balance de energia y efectos medio ambientales como pH,
temperatura y desactivacion enzimatica.

2. Realizar el proceso de hidrolisis enzimética para un material amildceo al volumen de
la escala de laboratorio a partir del cual se va a escalar.

En el Capitulo 7 las Secciones 7.1, 7.2 y 7.3, se realizaron procesos experimentales ne-
cesarios para el proceso de hidrélisis enziméatica de almidon de trigo, partiendo desde la
caracterizacion de la materia prima, hasta la determinacion de la actividad enzimética
y su contenido proteico. En la Seccién 7.4 se realizé la cinética de hidrolisis enziméatica
de almidon de trigo, centrandose en las etapas, gelatinizacion, licuefaccion y sacarifica-
ciéon, se discutié algunos aspectos a tener en cuenta en este tipo de procesos, finalmente
en las Secciones 7.5 y 7.6 se analizaron metodologias de desactivacién enzimatica e in-
hibiciones por producto.

3. Realizar escalado de valores de baja escala a alta escala aplicando la metodologia de
escalado propuesta para la etapa de sacarificacion.

En el Capitulo 7 a partir de la Seccion 7.7 se desarrolla toda la metodologia sobre el
proceso de hidrélisis enzimatica de almidén de trigo. Se inicié con la especificacion del
proceso y tarea de escalado, planteamiento del MSBF para las etapas de licuefaccion
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y sacarificacion, luego se realizo el ajuste de pardmetros a los datos experimentales,
posteriormente, se propuso una matriz de Hankel y SVD, lo que permitié la jerarquiza-
cién de las variables de estado concentracion de glucosa, maltopentosa y temperatura
del reactor, todo para ambas etapas, esto llevo a al ajuste del IEI,..,; con el analisis del
RdeO*, lo que finalmente llevo a la determinacién de una nueva matriz de Hankel y
escalado entre BE y AE.

Como trabajos a futuro se propone:

Realizar un analisis de identificabilidad de modelos y sensibilidad de parametros como
refinamiento de la metodologia de escalado propuesta.

Implementacion en la metodologia de escalado de un modelo heterogéneo que permita
ver en detalle muchos otros cambios en el proceso e incluir efectos por variacion de la
densidad y viscosidad del medio.

Realizar un anélisis de la relacién E/S usada en la etapa de licuefaccién, ya que se
sugiere que el la metodologia puede dar indicios de que se requieren valores mayores
para la obtencién de mejores resultados.

Realizar el escalado desde una BE hasta una AE mayor a la propuesta, que permita a
partir del conocimiento adquirido en las escalas trabajadas un desarrollo adecuado de
la metodologia.



A. Anexo: Herramienta para el escalado
de procesos aplicando teoria de
control

A continuacion se presenta una secuencia de subrutinas, cada una de ella con su respectivo
codigo (COD), que permiten la solucién del escalado de procesos aplicando herramientas
de teoria de control. De manera especifica se presenta aplicada a procesos de hidrélisis en-
zimatica de materiales amildceos en la etapa de licuefaccion, Figura A, pero su aplicacién
puede darse sobre cualquier proceso.

DatosExperimentalesLic Se introducen los datos obtenidos a partir de la experimen-
tacion, especificamente el tiempo (TiempoLicuefaccion) y las concentraciones de glucosa
(CexpGlucosa), maltosa (CexpMaltosa), maltopentosa (CexpMaltoder) y temperatura del
reactor (TempLic), con sus respectivas desviaciones estandares, DesvestGlu, DesvestMalto,
DesvestMaltodex, DesvestTemplLic, dado que cada una de estas variables se maneja de mane-
ra vectorial, todos deben presentar la misma magnitud, en caso de necesitar uno en particular
se debe especificar un nuevo vector de tiempo, es decir, si la variable maltosa presenta una
magnitud diferente se debe hablar de ( TiempoMaltosa, CexpMaltosa). Esto permite tener una
mirada general a los datos experimentales del proceso.

SimulaciénLicuefaccionAjuste-fmin COD:00L Se introducen los datos experimentales
previamente analizados, Al igual que todos los parametros y constantes, se especifican las
condiciones iniciales para las cada una de las variables de estado y variables de diseno.

Para realizar el ajuste pardmetros, se introducen cada un o de los valores semilla de la forma
Wo(i) = wvalorsemilla, en este punto también se pueden especificar restricciones para los
pardmetros sea un valor superior (up) o un valor inferior (lb), esto juega un papel impor-
tante, dado que algunos de los parametros a estimar presentan un sentido fisico. Una vez
indicadas estas opciones se introduce el modelo en la funcién Liquefaccion tanto ecuaciones
diferenciales como ecuaciones constitutivas, como resultado se obtiene el vector W con los
valores estimados de los parametros de interés, también permite observar los errores respecto
a cada punto experimental y el error promedio para cada variables de estado.
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SimulaciénLicuefaccion COD:01L Aqui se introducen los valores estimados, las ecuacio-
nes constitutivas y ecuaciones diferenciales del modelo, junto con sus respectivas condiciones
iniciales, lo que permite su analisis y uso de esta subrutina como plantilla para los siguientes
pasos.

DatosExperimentalesLic

l

Simulacion_Licuefaccion_Ajuste_fmin

COD:00L
N\ A
r l "\
Simulacién_Licuefaccion
COD:01L
\ J

l

Simulacién_Licuefaccion_MatricesAB
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, COD: 02L

Simulacién_Licuefaccion_IEl
COD: 03L

Simulacién_Licuefaccion_IEI_VB
COD: 04L

: l

Simulacion_Licuefaccion_IElreal _
HankelNew (.exe)
COD: 05L y

Simulacion_Licuefaccion_HN
COD: 06L

L

Simulacion_Licuefaccion_Hsym
COD: 07L

I

Simulacién_Licuefaccion_Solve
COD:08L

Simulacion_Licuefaccion_
Resultados_comparativos
COD:09L

I

Simulacion_Licuefaccion_Ajuste_AE
COD:10L

i

Simulacien_Licuefaccion_AE
COD:11L

i

Simulacion_Licuefaccion_IEIAE
CoD:12L

Figura A-1. Secuencia de subrutinas para el escalado de procesos usando herramientas de
teoria de control.
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SimulaciénLicuefaccionMatricesAB COD:02L Se definen los parametros, variables y
constantes del modelo de manera simbdlica (syms), se usa el modelo, ecuaciones constituti-
vas y se realiza la diferenciacion parcial del las ecuaciones diferenciales del modelo respecto
a las demas variables de estado y variables de disefio, por ejemplo, si se desea realizar la
diferenciacion parcial de la variable de estado maltosa, respecto a la de glucosa, se escribe de
la forma % =diff (dd%, L), luego, se construyen las matrices A y B de acuerdo al orden
n del sistema, recordando que la matrices A, B y C son las matrices del sistema, control y
salidas respectivamente, la matriz A se puede determinar por diferenciacion parcial respecto
a las variables de estado, la matriz B respecto a las variables de disenio y C asumiendo que
por cada variable de estado analizada existe una salida, por ejemplo para un sistema de

orden 3, se tienen:

dLq dl, dlLy dLq dlq dlq

T T I LT T o
= | &5 445 5 — | dLs  dLs  dLs _
Az = dL, dLs  dTrp Bs = dEg1  dVy dSo Cs=10 10
dTr;, dTryp, dlryg dT’'ry, dTrp dlrg 00 1
dL, dLs dTrp dEy1  dVi dSo

SimulaciénLicuefacciénIEI COD: 03L Presenta el calculo del indice de estado impacta-
ble para el sistema, se ingresan los parametros, variables y constantes junto con las ecuaciones
constitutivas y diferenciales del modelo con sus respectivas condiciones iniciales, dentro de
la funcién Liquefaccion se ingresan las matrices A, B y C propuestas en el paso anterior,
indicando el nimero de estados y salidas del sistema, como respuesta se obtienen los IEI del
sistema en funcién del tiempo para cada una de las variables de estado.

SimulaciénLicuefaccionlEl, g COD: 04L Aqui se observa el IEI en funcién de la VdeC
al cual se desea llegar. Se debe especificar el valor de la VdeCpgg, el AVdeC y en valor de la
VdeC g, también presenta la variacion a la salida de las variables de estado con el cambio
de la VdeC entra la AE y BE.

SimulaciénLicuefacciénlEIrealHankelNew(.exe) COD: 05L Una vez definidos VdeCgp,
el AVdeC y en valor de la VdeC 4, para la variable de estado de interés, se seleccionan los
maximos [EI, (Max IEI Ccosq) con su respectivo tiempo, a medida que que se varia entre
la alta y baja escala, con los datos obtenidos se selecciona una ecuacién que represente Max
IET real con un R? y Rijust adecuado, se toma el dato promedio del tiempo para el Max
IEI Cycosa se introducen los componentes de S;; y Uj;, correspondientes a las matrices en
ese tiempo promedio y se obtienen los valores de S, con los que se construye la matriz S.q
para la VdeCgy.

SimulaciénLicuefaccionHN COD: 06L Ingresando la matriz S, v las componentes de
las Matrices U y V de acuerdo al orden del sistema se obtiene la nueva matriz de Hankel
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(Hankelye,,) para la EA.

SimulaciénLicuefaccionHsym COD: 07L Se deben definir de manera simbdlica las va-
riables de diseno a estimar en la AE, se ingresan todos parametros y valore de las variables
de estado en el tiempo promedio determinado anteriormente, se introducen las matrices A, B
y C, ademds se introduce la matriz Hankel y.,,, y se toman las componentes de las matrices
que se desea igualar.

SimulaciénLicuefacciénSolve COD:08L Con las componentes igualadas de la matriz de
Hankel en la BE y AE, se usa la opcion solve para igualar y despejar la variable de interés,
por ejemplo, si la componente H(; 3 BE = 0y en H(; 5yAE= S0 — 1524y, y se desea dejar
Eo en funcién de Sy se expresa como Hy 3)Fo1 = solve(0 = —1524F, Ey ), lo que permite
obtener el valor o expresiones para las variables de diseno de interés.

SimulaciénLicuefacciénResultadoscomparativos COD:09L finalmente, si se tienen
expresiones matematicas para unas variables de diseno en funcién de otras, se almacenan en
esta rutina, y una vez se complete el andlisis, se proponen valores y se resuelven las expre-
siones, de modo que se obtienen todos los valores de disefio en la AE.

SimulaciénLicuefaccionAjusteAE COD:10L Esta rutina permite realizar el nuevo ajus-
te del modelo con los valores de las variables de diseno en la AE y extraer los Pest,i para
la AE. Este paso solo se usa para un primer escalado, con posteriores aumentos de la VdeC
solo se deben relacionar los parametros estimados por primera vez con los factores de escala.

SimulaciénLicuefaccionAE COD:11L Permite una vez encontrados los Pest,i para la
AE, determinar los factores de escala (&) y junto con las variables de disenio en la AE, se
dara el resultado final de la simulacion.

SimulaciénLicuefaccionAE COD:12L Permite determinar el IEI para las dinamicas de
interés en la AE.



B. Anexo:Componentes de la matriz de
Hankel

Se presenta la primer fila de la matriz de Hankel en la etapa de licuefaccion, lo que corres-
ponde submatriz de orden 1x9, se definen 37 nuevas variables o, para la simplificacién de las
componentes de la submatriz, esta simplificacién es propuestas por la herramienta mupad
de MATLAB®

Hl. i= Oz 0 1000 Drxn o), o5 T B0l 65 G4 -ITma\;—TrLlj | Tmin—TrLl4 (pHI- pHminI: (pHI- pHm:lxI: O35
4T G - (VE] ¢ h & n
27 pr rhor 12
E0l o5 (gl — _l.:TIII (g5— %I (Tmax— TrL)" (Tmin— TrL)* (pHI - pHminI: (pHI- pHmaxI: G3
G2 ’
1000 Ai Ur (TeO-TrL) o,, 1000 Drxn o,, o, + ED1 c_Kd] ! a; (ql— QTIII (Tmax —TrL} -:'Tmin—T]'LI: (pH1 - pHmin) {(pH! — pHmax)
G} ? cpr rhor Oa7
EO0l e SRl o;(gl— _l.:—|||| (Tmax —TrL) (Tmin—TrL I: (pH! — pHmin) (pHI - pHmax) 1000 Drxn 5> O
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Figura B-1. Submatriz de 1x9 (primer fila de la matriz de Hankel).

Variables definidas:
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B Anexo:Componentes de la matriz de Hankel
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