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EVALUApION DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA, CONCEN TRACION Y FLUJO
VOLUMETRICO EN LA HIDROLISIS DE SACAROSA MEDIANTE UNA INVERTASA
INMOVILIZADA EN UN REACTOR ESFERICO

Maria Monserrath Zamora Leiton
Manuel Molina Cordoba
Gerardo Chacon Valle

Resumen

Se evalué a nivel de laboratorio el efecto del flujo volumétrico, la temperatura y la concentracién inicial
de sacarosa, en la reaccion de hidrdlisis de sacarosa utilizando una invertasa inmovilizada. Esta se inmovilizé
en 20 g de soporte de tamafno de malla entre 120 y 140. Se obtiene que la cantidad mdxima de enzima
inmovilizada es de 0,130 mg/g de soporte a los 220 min.

La primera etapa experimental consistié en la evaluacién del efecto de la concentracién inicial de sacarosa (1,0 y
1,5 mol/L), el flujo volumétrico (3,0 mL/min y 4,0 mL/min) y la temperatura de reaccién (45° C y 50° C). Se encontrd
que el efecto de las tres variables anteriores son estadisticamente significativos. La conversion se favorece para una
concentracion 1,0 mol/L de sacarosa, un flujo volumétrico de 3 mL/min y una temperatura de 50°C. La maxima
conversion que se obtuvo fue de 954 %.

En una segunda etapa experimental se evalu¢ el efecto de la concentracion inicial de sacarosa (0,75 y 1,0 mol/L), el
flujo volumétrico (2,5 mL/min y 3,0 mL/min) y la temperatura (50° C y 55° C). Se encontré que el flujo volumétrico y la
interaccion concentracion de sacarosa - temperatura son significativas estadisticamente. La conversion se favorece para
un flujo de 2,5 mL/min, y es preferible operar a 50° C y a una concentracién 1,0 mol/L de sacarosa. El mayor porcentaje
de conversion de sacarosa fue de un 94,8 %.

En una dltima fase experimental, se analizé el efecto de la concentracion inicial de sacarosa, se encontré que
a una concentracion 1,1 mol/L se obtiene el mayor porcentaje de conversion de un 95,0 %, para una temperatura
de 50° C y un flujo volumétrico de 2,5 mL/min.

Palabras clave: hidrdlisis de sacarosa, inmovilizacién enzimatica, invertasa, reactor esférico

Abstract

This research evaluated the effect of the volumetric flow, the temperature and the initial concentration
of sucrose in the reaction of hydrolysis of sucrose by immobilized invertase, in the laboratory. Invertase was
immobilized in 20 g of support size mesh between 120 and 140. The maximum quantity of immobilized invertase
obtained was 0,130 mg/g of support at 220 min.

In the first experimental stage, the effect of the initial concentration of sucrose (1,0 and 1,5 mol/L), the
volumetric flow (3,0 mL/min y 4,0 mL/min) and the temperature (45° C y 50° C) were evaluated. The effect
of the above three variables was statistically significant. The conversion was favorable for a concentration
of sucrose 1,0 mol/L, a volumetric flow of 3 mL/min and a temperature of 50° C. The maximum conversion
obtained was 95,4 %.

The second experimental stage analyzed the effect of the initial concentration of sucrose (0,75 and 1,0 mol/L),
the volumetric flow (2,5 mL/min and 3,0 mL/min) and the temperature (50° C and 55°C). The variable of volumetric
flow and the interaction concentration of sucrose - temperature were statistically significant. The conversion was
favorable for a volumetric flow of 2,5 mL/min, and it was preferable to work at a temperature of 50° C with an initial
concentration of sucrose of 1,0 mol/L. The maximum conversion was 94,8 %.

In the last experimental stage it was analyzed the effect of the concentration, it was found that the maximum conversion
percentage was 95,0 % for a concentration of 1,1 mol/L, for a temperature of 50° C and for a volumetric flow of 2,5 mL/min.

Keywords: Hydrolysis of sucrose, immobilization of enzymes, invertase, spherical reactor
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1. INTRODUCCION

En la actualidad existen diferentes tipos de
edulcorantes, algunos de estos se encuentran de
forma natural en los alimentos, tal es el caso de la
sacarosa. Este edulcorante se agrega a diferentes
tipos de alimentos, bebidas y jarabes.

Muchas de las empresas que utilizan la
sacarosa como edulcorante, deben tratarla antes de
emplearla como materia prima, ya que se requiere
la eliminacién de ciertas sustancias no deseadas,
por lo que deben solubilizarla. El proceso de
purificacion implica un gasto mas en el proceso,
por lo que es mas econdmico usar un edulcorante
como materia prima que ya se encuentre en estado
liquido y que no presente impurezas.

La sacarosa es un disacdrido de glucosa
y fructosa que por medio de una reaccién de
hidrdlisis se descompone en estas sustancias,
para obtener como producto el azicar invertido.
Este es un edulcorante liquido utilizado en
la industria de alimentos; presenta un mayor
poder edulcorante y una menor tendencia a
cristalizar, en comparacion a la sacarosa, por lo
que le confiere mds estabilidad, color y sabor al
producto (Herrera, 2003).

La enzima invertasa, -D-fructofuranosidasa,
es el agente catalitico en la reaccion de hidrolisis
de sacarosa. Esta proviene de cepas especiales
de levadura Saccharomyces cerevisiae y el
pH 6ptimo de inversion es de 4.,5. La médxima
actividad enzimdtica se presenta a temperaturas
entre 50° C — 60° C (Herrera, 2003).

Generalmente las enzimas son mds estables
térmicamente si son inmovilizadas, esta estabilidad
tiene como consecuencia un incremento en la
actividad enzimatica; razén por la cual se requiere
la inmovilizacién de la enzima en un soporte,
tal como se realiz6 en esta investigacién. La
inmovilizacién permite su aplicacion en sistemas
continuos como en un reactor esférico, con la
ventaja adicional de su reutilizaciéon (Illanes,
1994; Ortega, 1993; Woodward, 1985).

El reactor esférico de lecho empacado, se
caracteriza porque su construccién no es costosa,
minimiza la caida de presion y es la forma mds
econdmica para altas presiones. Conforme el
flujo de alimentacién avanza por el reactor y
entra en la esfera, se produce un aumento en el

area de seccion transversal, de manera que la
velocidad madsica superficial disminuye, como
consecuencia la caida de presion hidrdulica se
reduce. Como el drea de seccién transversal es
pequena cerca de la entrada y salida del reactor,
la presencia de catalizador en estas secciones,
podria provocar una caida de presion apreciable,
lo cual disminuye la eficiencia del reactor. Por
esta razon, se coloca una malla para retener el
catalizador, tanto en las cercanias de la entrada
como de la salida de la esfera (Fogler, 2001).

La produccién de azucar invertido por medio
de la invertasa a partir de soluciones de sacarosa
de cafia de azucar, es un tema que se ha estudiado
con anterioridad, pero, en dichos estudios no se
han realizado ensayos con un reactor esférico.
Esta es una de las razones por las cuales se
realizd esta investigacion.

Amaya et al (2006), presentan un estudio sobre
la hidrélisis de sacarosa por medio de invertasa
inmovilizada en nylon-6 empleando glutaraldehido,
para tal fin se utiliz6 un reactor tubular. La
temperatura optima que se obtuvo fue de 60° C
y se evalud el efecto de tres flujos volumétricos
y dos diferentes concentraciones de sacarosa. Se
determinaron conversiones del 95 % y 97 %, para
concentraciones de sacarosa mayores a 2 mol/L.

Soto (2007), realizé la hidrdlisis de sacarosa
en un reactor tubular de lecho empacado por
medio de la invertasa. Se determind el efecto
del flujo volumétrico y el tamafio de soporte, y
se obtuvo un porcentaje de conversion maximo
del 91 %, para una temperatura de 50° C, una
concentracion de sacarosa 1mol/L, un soporte de
malla 140 y un flujo volumétrico de 1 mL/min.

El objetivo de esta investigaciéon fue el
evaluar a nivel de laboratorio el efecto del flujo
volumétrico, la temperatura y la concentracién
inicial de sacarosa, en la reaccién de hidrolisis
de sacarosa por medio de la enzima invertasa
inmovilizada, en un reactor esférico.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Enzima invertasa

La enzima invertasa que se utiliz6 es de la
marca Novozymes (Novozymes, 2002).
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2.2 Sacarosa

Se utiliz6 aziicar comercial, adquirida en
un mercado local, para la preparaciéon de las
diferentes soluciones de sacarosa.

2.3 Inmovilizacion enzimatica

Para la inmovilizacién se emplean “pellets”
de soporte que previamente se molieron en
un molino de cuchillas y posteriormente se
tamizaron. Se selecciona el tamafio de particulas
entre las mallas 120 y 140, se escoge este tamafio
ya que entre mds pequefla sea la particula mas
cantidad de enzima se inmoviliza, ya que existe
mayor superficie de contacto, en comparacion a
particulas de mayor tamafio (Ortega, 1993).

De estas particulas se toman 20 g para llevar a
cabo la inmovilizacion, dicha cantidad es la que se
requiere para llenar el espacio entre las mallas del
reactor. La técnica de inmovilizacién que se usa
es el entrecruzamiento, el procedimiento se puede
consultar en Salleh (1982) y Montes (2004).

El soporte se activa previamente con
glutaraldehido y se usa polietilenimina (PEI)
como espaciador, para inmovilizar la invertasa
(Amaya et al, 2006).

La cantidad de enzima inmovilizada es igual
a la diferencia de concentracion de proteina en el
tiempo cero y al finalizar la inmovilizacién. La
enzima inmovilizada se guarda en refrigeracion
en un buffer de acetatos de pH 5.0.

2.4 Equipo experimental

En la Figura 1 se presenta el diagrama del
equipo que se utilizé para llevar a cabo la reaccién
de hidrolisis de sacarosa en un proceso continuo.

Se emplea un bafio térmico con agua para
mantener constante la temperatura de la solucién
de sacarosa. Con el mismo fin se coloca un aislante
de fibra de vidrio en la superficie del reactor. La
solucién se alimenta al reactor esférico por medio
de una bomba peristaltica previamente calibrada.
A la salida del reactor se coloca una valvula para
regular el flujo, de tal manera que el flujo de
salida sea igual al de entrada.

El reactor tiene un diametro interno de 5,30
cm para un volumen total de 0,8 L. A la entrada
y salida del mismo se colocan mallas de acero
inoxidable numero 200 (ver Figura 1) para
retener la invertasa.

2.5 Métodos de analisis

Cuantificacion de proteinas: se utiliza el
método de Bradford (1976) para determinar la
cantidad de proteina enzimdtica inmovilizada
en el soporte. Se lee la absorbancia con un
espectrofotdmetro Spectronic 20 D, a una
longitud de onda de 595 nm.

Cuantificacion de aziicares reductores: para
determinar la cantidad de azicares reductores a
la salida del reactor se usa el método de Nelson-
Somoghi descrito por Southgate (1976). Por medio

L
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Beanba perisialtica

M

Eafio tdrmios

Balamie

= Inveriasa inmovilizads
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C—
Hoeactor
asfirico

g Jarabe de azmicar
tirwertida

Figura 1. Equipo utilizado en la hidrélisis de sacarosa
Fuente: (La autora y los autores)
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de un espectrofotometro Spectronic 20 D, se lee la
absorbancia a una longitud de onda de 500 nm.

2.6 Efecto de la concentracion inicial de
sacarosa, del flujo volumétrico y de la
temperatura,primera etapa experimental

El objetivo de esta etapa es evaluar el efecto del
flujo volumétrico, la temperatura y la concentracién
inicial de sacarosa, en la reaccidon de hidrdlisis
de sacarosa por medio de la enzima invertasa
inmovilizada, en un reactor esférico.

Las variables de interés, se estudian utilizando
un disefio estadistico factorial 23, en dos niveles,
se repiten tres ensayos. Los niveles de las
variables se fijaron a partir de la ficha técnica de
la enzima y de fuentes bibliogréficas.

Las variables fijas son el tamano de las
particulas de soporte el cual se encuentra entre
las mallas 120 y 140; y el pH de la solucién de
sacarosa se fijaen 4,5 con 4cido citrico.

Las variables experimentales son las siguientes:
temperatura (45° C y 50° C), concentracién de
la solucién de sacarosa (1,0 mol/L y 1,5 mol/L)
y el flujo volumétrico (3,0 mL/min y 4,0 mL/
min). La variable medida es la concentracién de
azucares reductores y la variable de respuesta es
la conversién de sacarosa en aziicares reductores.

Inicialmente, se empaca el reactor con la
enzima acoplada al soporte. Como dicho soporte
se encontraba en un buffer de acetato de pH 5,0 se
hace fluir abundante agua destilada por el reactor
para eliminar cualquier resto de la solucién de
acetato. Se prepara la solucién de sacarosa de
la concentracién deseada y se regula el pH. Se
coloca en el bafio térmico hasta que alcance la
temperatura requerida para la reaccion.

La solucién se alimenta al reactor por medio
de una bomba peristaltica, la valvula a la salida
del reactor se mantiene cerrada hasta que el
reactor se llene con la solucidn, en ese momento
se regula el flujo de salida, para que sea igual al
de entrada. Justo en ese instante se tiene el tiempo
cero de la reaccion y se toman muestras a la salida
del reactor cada cierto tiempo para determinar
el momento en que el sistema se encuentra en
estado estable, es decir, cuando la concentracion
de azicares reductores permanece constante.

A cada muestra que se toma se le agrega

carbonato de calcio para detener la reaccion, en
caso de que alguna particula de enzima haya
atravesado la malla. Segun pruebas preliminares
se encontré que el estado estable se alcanza
aproximadamente entre 2 horas y 2 horas con 30
minutos, por lo tanto cada ensayo se realiza en un
periodo de 2 horas y 40 minutos.

Cuando el ensayo termina, el reactor se lava
con abundante agua destilada para eliminar
cualquier resto de azicar, posteriormente se
bombea buffer de acetato y se llena con este,
hasta que sea utilizado nuevamente. El reactor
con la enzima se almacenan en refrigeracion.

2.7 Efecto de la concentracion inicial de saca-
rosa, del flujo volumétrico y de la tempera-
tura, segunda etapa experimental

El objetivo de esta etapa, es evaluar a
otros niveles el efecto del flujo volumétrico,
la temperatura y la concentracién inicial de
sacarosa, en la reaccion de hidrdlisis de sacarosa
por medio de la enzima invertasa inmovilizada.

Los ensayos se distribuyen en forma de un
disefio factorial 23 , dos de ellos se repiten. Las
variables fijas son el tamafio de las particulas de
soporte el cual se encuentra entre las mallas 120
y 140; y el pH de la solucién de sacarosa que se
fija en 4,5 con 4cido citrico.

Las variables experimentales son las siguientes:
la temperatura (50° C y 55° C), la concentracién de
la solucién de sacarosa (0,75 mol/L 'y 1,0 mol/L)
y el flujo volumétrico (2,5 mL/min y 3,0 mL/
min). La variable medida es la concentracién de
aztcares reductores y el porcentaje de conversion
en azucares reductores es la variable de respuesta.

Se sigue la misma metodologia que se
presenta en la seccion 2.6.

2.8 Efecto de la concentracion inicial de
sacarosa

El objetivo es determinar cudl concentracién
inicial de sacarosa de las estudiadas favorece
el porcentaje de conversién, para condiciones
fijas de temperatura y flujo volumétrico, en la
reaccién de hidrdlisis de sacarosa por medio de
la enzima invertasa inmovilizada. Se seleccionan
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los valores de las variables segun los resultados
obtenidos en las etapas experimentales anteriores.

Las variables fijas son: el tamafio de las
particulas de soporte (entre las mallas 120 y
140), el pH de 4,5, la temperatura de 50° C y el
flujo volumétrico de 2,5 mL/min.

La variable experimental es la concentracion
de la solucién de sacarosa: 0,75 mol/L, 0,85 mol/L,
1,00 mol/L, 1,10 mol/L y 1,20 mol/L. La variable
medida es la concentracion de azicares reductores
y la variable de respuesta es la conversién de
sacarosa en azicares reductores.

La metodologia que se utiliza es la que se
presenta en la seccién 2.6.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Inmovilizacion de la invertasa

En la Figura 2 se muestra la cinética de inmo-
vilizacién enzimdtica sobre el soporte; conforme
aumenta el tiempo del proceso de inmoviliza-
cidn, se incrementa la cantidad de enzima inmo-
vilizada, de manera que en la solucién la cantidad
de proteina es menor.

Como se observa en la figura anterior, la
cantidad médxima de enzima inmovilizada es de
0,130 mg/g de soporte, esta se obtuvo a los 220
min; el proceso de inmovilizacién se mantuvo por
24 h para asegurar la inmovilizacién completa de
la enzima en el soporte.

3.2 Hidrdlisis de sacarosa en un reactor esférico

Esta fase se realiz6 en dos etapas experimenta-
les, en cada una de ellas se analizé el efecto de la
concentracion inicial de sacarosa, del flujo volumé-
trico y de la temperatura, en la reaccion de hidrolisis
de sacarosa a diferentes niveles.

3.2.1 Analisis de la primera etapa experimental

En el Cuadro 1 se presentan los resultados de
conversion de sacarosa en azicares reductores
obtenidos en el estado estable para cada uno de
los ensayos y su réplica(X,).

Segin el Cuadro 1 la maxima conversion
que se obtuvo en el estado estable es de un 95,43
%, para una concentracion inicial de sacarosa
1,0 mol/L un flujo volumétrico de 4 mL/min y
una temperatura de 50° C.

En el Cuadro 2 se presenta los resultados
del andlisis estadistico; se encuentra que para
el intervalo de no confianza del 95 %, tanto la
concentracion de sacarosa, flujo volumétrico y
temperatura son significativos, por el contrario
ninguna interaccién es significativa.

Del andlisis de los resultados (Box et al,
1993) se encuentra que, la concentracién
de sacarosa disminuye en 19,3 unidades la
conversion si ésta se incrementa, por lo que es
conveniente trabajar a concentraciones mas
bajas de sustrato, en este caso una concentracion
1,0 mol/L de sacarosa. Esto se produce porque
al disminuir la concentracién de sustrato, la
saturacion enzimadtica es menor y decrece la
posibilidad de que el producto se comporte
como inhibidor. Si se utiliza concentraciones
altas de sustrato permite la elaboracion de
jarabes mds concentrados, lo cual es deseable
para el producto, ademads se tiene que evaporar
menos cantidad de agua para concentrar el
sustrato. Al aumentar el flujo volumétrico de 3
mL/min a 4 mL/min se obtiene que el porcentaje
de conversion disminuye en 16,3 unidades, por
lo que es mejor emplear flujos mas pequefios,
ya que se aumenta el tiempo de residencia en el
reactor. La solucién de sacarosa tiene un tiempo
de contacto mayor con la enzima lo cual favorece
la reaccién y en consecuencia el porcentaje de
conversién de sacarosa en azucares reductores
aumenta.

Para el caso de la temperatura, si esta
aumenta se beneficia la reaccién, ya que al
pasar de 45° C a 50° C se da un incremento de
20,6 unidades en la conversion; se favorece
la actividad enzimdtica de la invertasa. Esto
permite que el movimiento de las moléculas sea
mas rapido, de manera que es mds probable que
los movimientos aleatorios de estas las pongan
en contacto con el sitio activo de la enzima. Este
comportamiento estd descrito por la ecuacién
de Arrhenius ya que un incremento en la
temperatura favorece la constante especifica de
la reaccion. Por lo tanto la reaccién se acelera
al aumentar la temperatura, pero se tiene que
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Figura 2. Cinética de inmovilizacién de la invertasa sobre particulas de soporte
Fuente: (La autora y los autores)
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Cuadro 1. Conversion de sacarosa en azicares reductores

Flujo volumétri-

sacarosa, co, Fv (mL/min)

Cnggearosq (MOVL)

1,0
15
1,0
15
1,0
15
1,0
15

30
30
40
40
30
30
40
40

Temperatura,
TCO)

45
45
45
45
50
50
50
50

Los ensayos 2,7 y 8 se replicaron.
Fuente: (La autora y los autores)

Conversion
de sacarosa,
X; (%)

80,14
64,79
59,99
42,39
94,56
81,54
95,04
52,33

Conversion
de sacarosa,
X, (%)

70,50

9543
69.85
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Cuadro 2. Andlisis estadistico para la variable de conversion de sacarosa en aztcares reductores,
primera etapa experimental

Estadistico
Promedio, conversion de sacarosa (%)
Efecto 1, concentracion sacarosa, E1
Efecto 2, flujo volumétrico, E2
Interaccionl-2,112
Efecto 3, temperatura, E3
Interaccion 1-3,113
Interaccion 2-3, 123
Interaccion 1-2-3,1123
Promedio de los efectos
Varianza de los efectos, 02

Intervalo de no significancia (95 %)

Fuente: (La autora y los autores)

Valor
72,82
-19,31
-16,30
-6,56
20,56
-4,27
641
-4,01
-335
20,61
[-13,62;13,62]

Cuadro 3. Conversion de sacarosa en azicares reductores

Ensayo Concentracion Flujo volumétrico, Temperatura,
sacarosa, Fv (mL/min) T (°C)
CnggearosamoVL)
1 0,75 2,5 50
2 1,00 2.5 50
3 0,75 30 50
4 1,00 30 50
5 0,75 2,5 55
6 1,00 2,5 55
7 0,75 30 55
8 1,00 30 55

Fuente: (La autora y los autores)

Los ensayos 2 y 8 se replican

Conversion
de sacarosa,
X; (%)

7531
9426
66,22
82,04
91,67
9482
91,86
87,16

Conversion
de sacarosa,
X, (%)

90,17

80,46

67
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controlar la misma, ya que si se eleva en demasia
puede ocurrir la desnaturalizacion de la enzima
(Audesirk y Audesirk, 1996).

3.2.2 Analisis de la segunda etapa experimental

En el Cuadro 3 se presentan los resultados de
conversién de sacarosa en azucares reductores
obtenidos en el estado estable para cada uno de
los ensayos y su réplica.

Del Cuadro 3 se tiene que el mayor
porcentaje de conversion de sacarosa en
azucares reductores es de un 94,82 % para una
temperatura de 55° C, un flujo volumétrico
de 2,5 mL/min y una concentracién inicial de
sacarosa 1,0 mol/L.

En el Cuadro 4 se presenta los efectos e
interacciones; el andlisis estadistico muestra
que para el intervalo de no significancia los
efectos flujo volumétrico (E2), la temperatura
(E3) y la interaccién concentracion de sacarosa
- temperatura (I13) son significativos ya que se
encuentran fuera del intervalo de no significancia.

En la Figura 3 se presenta el gréafico t’ Student
para los efectos e interacciones ordenados, para
esta segunda etapa. Se encontrd que el intervalo
de no significancia para un 95 % de confianza
es de [-7,44; 7,44], se corrobora que los efectos
significativos son el flujo volumétrico (E2), la

Ord. ' Student

temperatura (E3) y la interaccién concentracion
de sacarosa - temperatura (I13).

De los resultados se encuentra que para el
flujo volumétrico se presenta una disminucién
de 7.5 unidades en el porcentaje de conversion
al incrementarse el flujo de 2,5 mL/min a 3,0
mL/min, de manera que es mejor emplear flujos
volumétricos menores para aumentar el tiempo
de retencién dentro del reactor y favorecer
el contacto del sustrato con la enzima. Esta
tendencia se obtuvo también en la primera
etapa experimental.

Se tiene que el efecto combinado de las
variables de concentracién inicial de sustrato
y de temperatura, produce una disminucién de
94 unidades en el porcentaje de conversion,
pero como existe una interaccion entre dichas
variables, su efecto sobre la conversidén se debe
analizar con una tabla de doble entrada. Se obtiene
estadisticamente que al utilizar el nivel alto de
temperatura y el nivel bajo de concentracion de
sacarosa se favorece la conversidn, ya que se
obtiene un valor del 91,77 % y este es el mds alto.

Almantener fijoel nivel bajo de concentracion,
yaseaen 0,75 mol/L 6 1,0 mol/L e incrementar la
temperatura de 50° C a 55° C se da un aumento
en la conversion, por lo que elevar la temperatura
favorece la variable de respuesta.

Fisicamente hay que tomar en cuenta que operar
a temperaturas mds altas de 55° C puede provocar

=15 -10 -5

o] 10 15

Efectos promadio ordenadoas

Figura 3. Grifico t’ Student para los efectos e interacciones
Fuente: (La autora y los autores)
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Cuadro 4. Andlisis estadistico para la variable de conversion de sacarosa en azticares reductores,
segunda etapa experimental

Estadistico

Promedio, conversion de sacarosa (%)
Efecto 1, concentracién sacarosa, E1
Efecto 2, flujo volumétrico, E2
Interaccionl-2, 112
Efecto 3, temperatura, E3
Interaccion 1-3,113
Interaccion 2-3,123
Interaccion 1-2-3,1123
Promedio de los efectos
Varianza de los efectos, o2

Intervalo de no significancia (95 %)

Valor
84,74
6,96
-7,52
-3,07
11,59
-941
2,11
-2,53
-0,27
6,16
[-7,44;7 44]

Fuente: (La autora y los autores)

Cuadro 5. Porcentaje de conversion de sacarosa en aztcares reductores a diferentes concentraciones de
sustrato a una temperatura de 50° C, flujo volumétrico de 2,5 mL/min y pH 4,5

Concentracion sacarosa,

Crsacarosq (mol/L)

0,75
0385
1,00
1,10
1,20

Conversion de sacarosa,
X (%)

75,31
8547
94,26
94,96
93,12

Fuente: (La autora y los autores)

la desnaturalizacion de la enzima, ademas, entre
mayor sea la temperatura el consumo de energia
es mayor. De esta manera se prefiere trabajar a un
nivel bajo de temperatura, en este caso 50° C y un
nivel alto de concentracién (1,00 mol/L); con un
porcentaje de conversion de 87,13 %.

Se prefieren estos niveles ya que a 50° C y una
concentracion de sacarosa 1,00 mol/L, se obtienen
porcentajes altos de conversién. Los resultados
obtenidos por Soto (2007), muestran que la actividad
de la invertasa se favorece a 50°C. También se
tiene que al trabajar a concentraciones elevadas de
sustrato (1,00 mol/L) es menor la cantidad de agua
que se requiere evaporar para concentrar la sacarosa,
lo cual implica un menor consumo energético.

3.3 Efecto de la concentracion inicial de sacarosa

En la Figura 4 se presenta la variacion del
porcentaje de conversion de sacarosa en azuca-
res reductores con el tiempo para distintas con-
centraciones de sustrato, se observa que confor-
me aumenta la concentracién inicial de sustrato
el porcentaje de conversion se incrementa.

En el Cuadro 5 se muestran los resultados de
conversion de sacarosa en azuicares reductores, en
el estado estable, para diferentes concentraciones
de sustrato, dichos valores se encuentran repre-
sentados en la Figura 5.

Se obtiene que el mayor porcentaje de
conversion es del 94,96 % para una concentracién
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Figura 4. Porcentaje de conversion de sacarosa en azicares reductores a diferentes concentraciones de
sustrato: temperatura de 50° C, flujo volumétrico de 2,5 mL/min y pH 4,5
Fuente: (La autora y los autores)
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Figura 5. Porcentaje de conversion de sacarosa en azicares reductores a diferentes concentraciones de sustrato

a una temperatura de 50° C, flujo volumétrico de 2,5 mL/min y pH 4.5, en el estado estable
Fuente: (La autora y los autores)
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Figura 6. a) Variacion del porcentaje de conversion de sacarosa en azdcares reductores
b) Grifico Lineweaver - Burk para la hidrélisis de sacarosa a una concentracién 1,5 mol/L,
una temperatura de 45° C y un flujo volumétrico de 3,0 mL/min
Fuente: (La autora y los autores)
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Figura 7. a) Variacion del porcentaje de conversion de sacarosa en azticares reductores
b) Grifico Lineweaver - Burk para la hidrdlisis de sacarosa a una concentracion 1,0 mol/L, cuna temperatura de 55° C 'y un
flujo volumétrico de 3,0 mL/min
Fuente: (La autora y los autores)
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de 1,1 mol/L. Ademds se tiene que conforme
aumenta la concentraciéon de sacarosa desde
0,75 mol/L hasta 1,1 mol/L la conversion se
incrementa, pero para una concentracion de 1,2
mol/L la conversién empieza a decaer segun las
condiciones de operacion del reactor.

Por lo tanto es preferible trabajar a
concentraciones de 1,1 mol/L ya que si la
concentracién es mayor, la presencia de un
exceso de sustrato puede actuar como inhibidor
enzimdtico lo cual provoca que la conversion
de sacarosa en aziicares reductores disminuya,
tal y como pasa con una concentracién de 1,2
mol/L. Si es una concentracién menor hay
que evaporar una mayor cantidad de agua
para concentrar la sacarosa, lo cual implica
un mayor consumo de energia y un costo

econémico mayor, ademads de que el porcentaje
de conversion disminuye.

3.4 Parametros cinéticos

Se determinan los pardmetros cinéticos de la
ecuacion de Michaelis - Menten para cada uno de
los ensayos, a partir del grafico de Lineweaver —
Burk. En las Figuras 6 y 7 se muestra un caso de
la variacién del porcentaje de conversién con el
tiempo y de un grafico de Lineweaver — Burk.

Los valores de la velocidad mdxima de reaccién
(vmax) y la constante de Michaelis - Menten o
constante de afinidad (Km), son especificos para
la invertasa asi como para las condiciones a las
cuales se llevd a cabo la reaccién. Los valores

Cuadro 6. Parametros cinéticos de la ecuacion de Michaelis - Menten

Variables Parametros
Concentracion Flujo volumétrico, Temperatura, Velocidad Constante
sacarosa, Fvy (mL/min) T (°C) maxima, v, ax de Michaelis —
Cnggearosamol/L) (mol/L min) Menten, K,,, (mol/L)
1,00 30 45 0,13 - 293 -
1,50 30 45 0,34 0,30 7.69 6,72
1,00 40 45 0,28 - 4,65 -
1,50 40 45 0,67 - 11,11 -
1,00 30 50 0,05 - 1,10 -
1,50 30 50 0,20 - 443 -
1,00 40 50 0,06 0,06 1,11 1,04
1,50 40 50 0,50 0,53 8,29 9,13
0,75 2,5 50 0,10 - 2,67 -
1,00 2,5 50 0,04 0,06 1,06 1,89
0,75 30 50 0,16 - 3,61 -
1,00 30 50 0,13 - 2,36 -
0,75 2,5 55 0,04 - 1,09 -
1,00 2,5 55 0,04 - 1,09 -
0,75 30 55 0,05 - 1,23 -
1,00 30 55 0,08 0,13 1,33 301
0,85 2,5 50 0,10 - 2,61 -
1,10 2,5 50 0,05 - 1,28 -
1,20 2,5 50 0,07 - 1,79 -

Nota: los espacios en los cuales aparece un guién (-) son ensayos sin réplica
Fuente: (La autora y los autores)
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de velocidad maxima de reaccién se encuentran
entre 0,04 mol/L min y 0,67 mol/L min y los de la
constante de afinidad van desde 1,04 mol/L hasta
11,11 mol/L, tal y como se observa en el Cuadro 6.

Los parametros cinéticos son mayores que
los reportados por Soto (2007), quien trabajé con
enzima sin inmovilizar. En esta investigacion,
la inmovilizaciéon enzimdtica provocd un
incremento en la velocidad maxima de reaccion
al comparar con la enzima libre, lo mismo sucede
con el pardmetro de Michaelis — Menten, lo cual
implica que se requiere una mayor concentracion
de sustrato para alcanzar una misma tasa de
reaccién con respecto a la enzima libre. Por lo
tanto se requiere de una concentracién de sustrato
mayor para saturar la enzima inmovilizada, esto
se da por una disminucién en el gradiente de
concentracién que se produce en los poros de la
red polimérica (Woodward, 1985).

Se determina que, conforme la temperatura
aumenta se tienen valores del pardmetro Km
menores, es decir, existe una mayor afinidad de la
enzima por el sustrato que a temperaturas menores.

CONCLUSIONES

1. Se obtuvo que la cantidad médxima de
enzima inmovilizada es de 0,130 mg/g de
soporte a los 220 min.

2. De la primera y segunda etapa experimental
se encuentra que, un flujo volumétrico de
2,5 mL/min, una temperatura de 50° C y una
concentracion inicial de sacarosa 1,0 mol/L,
favorecen la conversion.

3. La maxima conversion que se obtuvo en el
estado estable es de un 9543 %, para una
concentracion inicial de sacarosa 1,0 mol/L
un flujo volumétrico de 4 mL/min y una
temperatura de 50° C.

4. Al variar la concentracion inicial de sacarosa
y mantener fija la temperatura en 50° C y el
flujo volumétricoen 2,5 mL/min; se encuentra
que el mayor porcentaje de conversion es de
94,96 % para una concentracion de 1,1 mol/L.

5. Los valores de velocidad mdxima de
reaccion se encuentran entre 0,04 mol/L min
y 0,6 mol/L min.

6. Los valores del pardmetro de Michaelis
— Menten (Km), varian en el intervalo de

1,04 mol/L hasta 11,11 mol/L, segin las
condiciones de operacion.

7. La utilizacién de un reactor esférico es una
buena opcién para la produccién de jarabes
invertidos y con una alta conversion, ya que se
logré mayores conversiones utilizando mayores
flujos volumétricos que los reportados por otros
investigadores utilizando un reactor tubular.

8. Controlando las condiciones de operacion
puede aumentarse la conversion.
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