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Resumen

En general, esta investigacion busca modelar y simular el proceso de clarificacion
enzimatica con pectinasas y mejorar los procesos de clarificacion tradicionales utilizados
en los jarabes glucosados producidos a partir de residuos agroindustriales, permitiendo
mejorar los jarabes producidos por el grupo de Investigacion Bioprocesos y Flujos
Reactivos de la Universidad Nacional de Colombia (BIOFRUN).

Los jarabes glucosados son soluciones ricas principalmente en glucosa, producidas por
la hidrolisis acida o enzimatica del almidén, celulosa de residuos agroindustriales y/u otros
materiales. A través de los pretratamientos y la hidrdlisis, no solo se libera la glucosa,
también quedan en la solucion restos de las células vegetales, proteinas, grasas, aceites,
pectinas y otros compuestos disueltos y suspendidos que le dan una apariencia turbia y
opaca a los jarabes producidos. Dependiendo de los usos de estos jarabes, estos
necesitan ser tratados con métodos de clarificacion que remuevan o degraden estos
compuestos contaminantes del jarabe. Estos métodos presentan algunos inconvenientes,
la decantacion y la centrifugaciéon, a pesar de ser simples, presentan pérdidas
considerables de jarabe (40 - 50%), la adsorciébn con carbén activado, a pesar de
presentar la mejor eliminacién del color, tiene el inconveniente de adsorber los azucares
del jarabe (alrededor del 14%), y la floculacién mejora los procesos de clarificacion, pero
no puede actuar por si sola, por lo que se ha buscado otros métodos para realizar este
proceso.

En los jarabes producidos a partir de residuos agroindustriales hay presencia de un
residuo de particular interés, la pectina, un polisacarido complejo de alto peso molecular,
gue tiene la capacidad de formar geles cuando las largas cadenas de una molécula
interactia con las de otra, atrapando otras sustancias disueltas y sélidas, dando una
apariencia turbia a las soluciones en las que esta presente.

Otros productos donde la pectina también esta presente son los jugos y vinos producidos
a partir de frutas. Por esta razon, para su clarificacion son usadas enzimas pectidicas, que
modifican y degradan la pectina, obteniendo un producto mas claro y menos turbio. Este
uso de las enzimas pectidicas se aplicé en este trabajo en jarabes glucosados con el fin
de degradar la pectina presente en estos y obtener un aumento de su claridad.

Esta investigacion tuvo como propésito la evaluacién de enzimas pectidicas aplicadas al
momento de realizar la clarificacion de jarabes glucosados producidos a partir de residuos
de caracter lignocelulésico, encontrando las mejores condiciones para realizar dicho
proceso y modelarlo usando datos de la investigacion. La primera parte de este trabajo
comienza con una recopilacion bibliografica de los temas relacionados con este proceso,
empezando con la historia de los jarabes glucosados, las materias primas de las que se
obtienen, sus métodos de produccion y clarificacion, que es la pectina y las enzimas
pectidicas, estudios previos para la clarificacion de jugos y jarabes, y el modelamiento.



La segunda parte de esta investigacion corresponde al proceso de clarificacidon
enzimatica, que inicia con la caracterizacion de la materia prima utilizada para la
produccioén del jarabe y las enzimas usadas para la clarificacion, encontrando propiedades
como la composicion quimica de la materia prima, los parametros cinéticos y la actividad
de la enzima. Con estos datos se procede a preparar el jarabe y realizar los ensayos de
clarificacion, variando la concentracibn de enzima y la agitacion para encontrar la
combinacion de pardmetros que obtienen la mejor clarificacién, y finalmente seguir el
proceso de clarificacién de los jarabes a lo largo del tiempo.

La ultima etapa de este estudio es utilizar los datos de clarificacion contra tiempo y
parametros cinéticos obtenidos en la etapa anterior, para combinarlos con otra
informacion de la literatura y asi llegar al planteamiento de un modelo dinamico con base
fenomenoldgica que sea capaz de simular como se degrada la pectina en oligosacaridos
de &cido poligalacturénico, hasta llegar a la formacion de acido galacturénico, y vincular
esta degradacion con la clarificacion del jarabe. Adicionalmente, se buscé la optimizacion
de los pardmetros del modelo, comparando los datos simulados con los experimentales,
encontrando la combinacion de pardmetros que reduzca sus diferencias por medio de
programas matematicos.

Palabras clave: hidrolisis, jarabes glucosados, residuos agroindustriales, materiales
lignocelulésicos, pectina, enzimas pectidicas, modelamiento.



Abstract

In general, this study tries to simulate the clarification process with pectolytic enzymes and
enhance the traditional clarification methods used in glycosidic syrups produced from agro-
industrial wastes, to improve the syrups produced by the research group Bioprocess and
Reactive Flows of the National University of Colombia (BIOFRUN).

Glucose syrups are solutions mainly composed of glucose, produced by the acid or
enzymatic hydrolysis of starch, cellulose from agro-industrial residues or other materials.
Through the pretreatments and hydrolysis, not only glucose is liberated, other remnants
like pieces of vegetable cells, proteins, fats, oils, pectin and other dissolved and suspended
residues are produced, that gives the syrup a hazy and dark appearance. Depending on
the use of the syrups, needing to be treated with clarification methods that remove or
degrade these contaminants from the syrup. These methods have disadvantages, while
the decantation and the centrifugation process are simple, a considerable quantity of syrup
is lost (40 - 50%), the adsorption with activated charcoal presents the best color removal,
but it has the inconvenience of also adsorbing the sugars from the syrup (around 14%)
and the flocculation enhances the clarification methods, but it cannot be used alone, for
this reason other methods to do this process were researched.

In the glucose syrups produced from agro-industrial residues exist a compound of
particular interest, pectin, a complex polysaccharide with a high molecular weight, which
has the capability to produce gels when the long chains of one molecule interact with ones
of another, this gel can ensnare other suspended molecules, giving the solutions in which,
it is present a hazy appearance.

Other products that present pectin, are the fruit juices and wines, for this reason pectolytic
enzymes are used for their clarification, enzymes that can modify and degrade the pectin,
obtaining a clearer and less hazy product. The use of this kind of enzyme was applied to
glucose syrups in this work, to degrade the pectin and achieve an increment on its clarity.

The purpose of this research work was to verify if this clarification process with pectolytic
enzymes could be used in the clarification of glucose syrups produced from lignocellulosic
residues, finding the best conditions to execute this process, and modeling it using the
data from the investigation.

The first part of this work begins with a bibliographic compilation of the themes related to
this process, beginning with the history of glycosidic syrups, the materials used in its
production, the methods to produce and clarify them, what are pectin and pectolitic
enzymes, previous studies about clarification of juices and syrups and process modeling.

The second part of this investigation covers the enzymatic clarification process, beginning
with the characterization of the lignocellulosic material used to produce the syrup and the



enzymes used for its clarification, finding properties like the chemical composition of the
materials, the kinetic parameters and activity of the enzyme. After obtaining this
information, the production and clarification of the syrup began, varying the enzyme
concentration and stirring to find the combination of parameters that produces the highest
clarity, and finally follow the clarification process through the time.

The last stage of this study is to use the information obtained from following the clarification
process through the time and kinetic parameters obtained in the previous part, combine it
with other information from the literature to propose a semi-physical mathematical model
that is capable to simulate how pectin degrades in polygalacturonic acid oligosaccharides
until it becomes monomers of galacturonic acid and link this degradation with the
clarification of the syrup. Additionally, the model parameters were optimized, comparing
the experimental data with the simulated ones, searching the combination of parameters
that minimizes the difference through mathematical programs.

Keywords: hydrolysis, glycosidic syrup, agro-industrial residue, lignocellulosic material,
pectin, pectolytic enzyme, modeling.
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Objetivos de la investigacién

Objetivo general

Formular y simular una metodologia para la clarificacion enzimatica con
poligalacturonasa/pectinasa de jarabes glucosados producidos a partir de
biomasas agroindustriales.

Objetivos especificos

1. Producir jarabe de glucosa a partir de una biomasa amilacea o
lignoceluldsica siguiendo el procedimiento utilizado por el laboratorio
de bioprocesos Y flujos reactivos, descrito en la patente #08-055808 /
#W02017212405A1.

2. Desarrollar una metodologia para la clarificacion enzimatica de un
jarabe producido a partir de una biomasa amilacea o lignocelulésica.

3. Modelar y simular la cinética del proceso enziméatico de clarificacion.

11
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CAPITULO 1: Fundamentos y antecedentes de la produccion de
jarabes glucosados, clarificacion, uso de enzimas pectidicas y
simulacion.

En este capitulo se hace una recopilacion de los temas pertinentes al proceso de
clarificacion enzimatica de jarabes glucosados producidos a partir de residuos
agroindustriales, empezando con una breve recopilacién de su historia, los materiales
utilizados para su elaboracion, al igual que los diferentes métodos empleados para su
produccion y clarificacion, junto con algunos trabajos previos sobre pretratamiento de
jarabes glucosados producidos a partir de frutas y un poco sobre el desarrollo de un
modelo semifisico en base fenomenoldgica para simular la clarificacién del jarabe.

1.1. Abstract

La comercializacion de jarabes azucarados producidos a partir de almidén, celulosa y
otros residuos agroindustriales, ha tenido una gran importancia en diferentes industrias a
lo largo de la historia, desde el inicio de su investigacion en el siglo XIX. La produccion de
jarabes se realiza por hidrolisis acida o enzimatica de biomasas amildceas o
lignocelulésicas, con presencia de compuestos no degradados que atribuyen una
apariencia turbia y oscura al jarabe. Estos jarabes son sujetos a procesos de clarificacion
como decantacion, centrifugacion, floculacion, filtracion o adsorcion, retirando los
compuestos no degradados, entre ellos compuestos pectidicos, pero son procesos
complicados, costosos o presentan pérdida de jarabe y azlUcares alrededor del 10 - 50%
y 14 - 35% por la adhesién del jarabe a la materia prima/equipo o por la adsorcion de
estos en los adsorbentes. El uso de enzimas pectidicas para la clarificacion, es una
metodologia que ha sido ampliamente aplicada en jugos de fruta y vinos, con un aumento
de la claridad en 3 - 20%. Este proceso se logra al degradar la pectina que forma geles
opacos, los cuales aportan viscosidad y turbidez a las soluciones donde estan presentes.
Existen algunos investigadores que se han enfocado en simular el proceso de
degradacion de pectina por medio de enzimas, pero muy pocos se han centrado en
simular el proceso de clarificacion, limitAndose en buscar los puntos éptimos, pero no
intentando seguir el desarrollo de este a lo largo del tiempo. En este escrito se hace una
revision del proceso de produccion y clarificacién del jarabe, el proceso de degradacion
de pectina y el modelado del proceso de clarificacion de jarabes, que permitan estudiar
este proceso de una manera sencilla y sin el uso de reactivos y buscando una disminucion
del tiempo de proceso.

1.2. Introduccidn

Existe una gran necesidad de compuestos ricos en glucosa y otros azucares en la
industria, desde su uso como edulcorantes y humectantes (aditivo que tiene la capacidad
de evitar la desecacion de los alimentos) en la industria de los alimentos, o por su
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capacidad de brindar energia a los animales en la industria agropecuaria, y su uso como
transportadores de medicamentos en la industria farmacéutica, pero para ser
comercializados, estos deben presentar unas caracteristicas minimas que demuestren su
calidad. Una de estas caracteristicas es la claridad, la cual se ve afectada por la presencia
de pequefias particulas flotantes que no se degradan durante los procesos de produccion
del jarabe, dando al jarabe una apariencia turbia y opaca que dispersa la luz que incide
en estos productos. Uno de los compuestos que afecta la claridad en los jarabes
glucosados producidos a partir de residuos agroindustriales es la pectina, compuesto que
ha sido ampliamente estudiado llegando a articulos donde se ha simulado el proceso de
degradacion de este polisacarido, pero no existen muchos articulos que modelen el
proceso de clarificacién de jarabe en general. En este trabajo, se muestra una recopilacion
de los diferentes aspectos que caracterizan a los jarabes glucosados, empezando con los
materiales utilizados en su produccion, pasando por los métodos de produccion y
clarificacion tradicionales y llegando al uso de modelamiento semifisico de base
fenomenoldgica para la simulacion del proceso de clarificacion.

1.3. Estado de Arte

La obtencion de jarabes glucosados a partir de la hidrdlisis de materiales vegetales ha
sido un proceso que ha evolucionado desde la antigiiedad. Los estudios relacionados a
este tema comenzaron en el siglo XIX con los ensayos realizados por el quimico de origen
aleméan Konstantin Gottlieb Sigismund Kirchoff en la Academia de ciencias de Rusia, quien
produjo jarabes azucarados a partir de papas y trigo empleando &cidos y calor para
realizar la hidrdlisis del almidén que los componen (Hull, 2010a; Kainuma, 1980; Schwartz
& Whistler, 2009; Whistler, 1984). Seguido, por el descubrimiento de una de las primeras
enzimas por el quimico francés Anselm Payen en 1833, la diastasa, también conocida
como a-amilasa, que tiene la capacidad de degradar el almidén en glucosa y otros
polisacaridos, evitando los inconvenientes de la hidrélisis acida como la formacion de
sabores, colores y olores indeseados, y la necesidad de usar equipamiento anticorrosivo
(Bedford & Masey O’Neill, 2018; Lentze, 2018; R. S. Singh et al., 2017). Para finalmente,
llegar a los estudios realizados por Richard O. Marshall y Earl R. Kooi para convertir parte
de la glucosa que compone los jarabes en fructosa, por medio de la enzima isomerasa
obtenida del microorganismo Pseudomonas hydrophilia, obteniendo jarabes mas dulces,
porque la fructosa presenta una dulzura 2 a 2.2 veces mas alta que la glucosa (Casey,
1976; Colonna et al., 2006; Kainuma, 1980; Marshall & Kooi, 1957).

Estos productos son de gran importancia en la industria alimentaria, al ser empleados
ampliamente para prolongar el tiempo de vida de diferentes alimentos, controlar su
viscosidad, evitar la cristalizacion de los azlcares y proporcionar otras cualidades como
brillo, cuerpo y dulzura. Gracias a estas propiedades y la blusqueda de alternativas al
azucar, los jarabes edulcorantes presentan un mercado bastante grande, por ejemplo, el
comercio del jarabe de maiz de alta fructosa movi6 9.8 billones de délares en el afio 2021
(Dinesh & Roshan, 2022; Hartel et al., 2018; Hull, 2010b; P. Singh et al., 2020).
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La industria de los jarabes edulcorantes usualmente emplea cultivos ricos en almidén
como la papa, el maiz, la yuca, el arroz o el trigo para la produccion de este tipo de
productos, aunque investigadores como Barros et al. (2019), Pihlajaniemi et al. (2020) y
Ruiz-Colorado et al. (2009 y 2020) han encontrado alternativas a estas materias primas
como el uso de residuos agroindustriales, tanto amilaceos como lignocelulésicos,
permitiendo aprovechar la enorme cantidad de residuos que se producen en el planeta.
Tan solo en Colombia, se producen 71.943.813 toneladas de residuos al afio, de los
cuales el 56.44% son residuos organicos que son llevados a residuos sanitarios o
incinerados para producir energia (Afanasjeva et al. 2017; Pefaranda etal., 2017;
Pifieros-Castro, 2014).

1.4. Materias primas
1.4.1. Materiales amilaceos

El almidon estd compuesto por largas cadenas de glucosa que se unen en dos
conformaciones diferentes conocidas como amilosa y amilopectina, dependiendo del tipo
de enlace que se encuentra entre las unidades. La amilosa esta conformada por cadenas
lineales de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a (1-4), mientras que la amilopectina,
ademas de poseer enlaces a (1-4) también presenta enlaces a (1-6) que forman
ramificaciones cortas. Dependiendo del tipo de cultivo, la proporcion de amilosa va del 15
al 30% y la de amilopectina del 60 al 85%, modificando las propiedades quimicas y
nutricionales del almidén de acuerdo a esta relacion. Las plantas guardan el almidén en
pequefios granulos insolubles en el endospermo de las células de los frutos y semillas,
por lo que se requiere de un pretratamiento para poder solubilizar este material y permitir
el acceso de las enzimas o acidos (Bertoft, 2015; Hanashiro, 2015; Nawaz et al., 2020;
Wu & Zhou, 2018).

La amilosa y la amilopectina son degradadas por enzimas conocidas como amilasas, que
tienen la capacidad de promover la hidrélisis de los enlaces a (1-4) entre unidades de
glucosa. Esta familia de enzimas esta dividida de acuerdo con la manera como se realiza
el corte, entre todas estas la a-amilasa es de gran interés, esta enzima esta presente en
gran cantidad de organismos como animales, plantas, hongos y bacterias, realizando
cortes aleatorios al interior de las moléculas de almidon para generar polisacaridos de
menor tamafio como maltosa, dextrina, etc. Otra enzima importante en la degradacion de
estos materiales es la glucoamilasa, que tiene la capacidad de degradar los enlaces a (1—
6) de la amilopectina para generar unidades de D-glucosa, los cuales no son afectados
por la a-amilasa. Al usar estas dos enzimas se hace un efecto sinérgico que permite
degradar efectivamente los compuestos amilaceos en un jarabe rico en glucosa, el cual
puede ser concentrado y clarificado para su venta (Belitz et al., 2009a; Patil et al., 2021).
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1.4.2. Materiales lignocelulésicos

El término material lignoceluldsico puede ser aplicado a diferentes materiales como los
pastos, cascaras, hojas, tallos y maderas, que se caracterizan por estar conformados
principalmente por celulosa y una menor parte de hemicelulosa, lignina y pectina,
(Ballesteros et al., 2018; ETIP Bioenergy 2016). La celulosa constituye alrededor del 40 al
60% del peso seco de estos materiales, proporcionando rigidez y proteccién a la pared
celular. Este polimero estd formado por unidades de glucosa unidas por enlaces
glucosidicos 3 (1-4) llegando a un tamafio de 500 a 1400 unidades, este tipo de enlaces
no puede ser degradado por las amilasas, por lo que se requiere del uso de enzimas
conocidas como celulasas (EC 3.2.1.4). El 20 a 25% del peso esta compuesto por
hemicelulosa, un heteropolisacarido formado por diversas azlcares como xilosa,
arabinosa, galactosa, manosa y glucosa, unidos por enlaces 3 (1—4) para formar conjuntos
de 100 a 200 unidades. La lignina es un heteropolimero compuesto por alcoholes
aromaticos con la funcibn de darle soporte estructural, rigidez, protecciéon e
impermeabilidad a los polisacéaridos estructurales de celulosa y hemicelulosa, compone el
15 — 40% del peso seco de estos materiales (Ballesteros et al., 2018; Munguia, 2016;
Zoghlami & Paés, 2019).

Tanto los materiales amilaceos como los lignoceluldsicos pueden ser caracterizados para
conocer su composicion quimica y asi poder emplearlos en procesos investigativos o
industriales de una mejor manera. La caracterizacion de los materiales amilaceos implica
medir la cantidad de almidon que estos presentan por medio de una degradacion
enzimatica del material, incubando la muestra por media hora en presencia de alfa-
amilasa y glucoamilasa, seguido por la medicién de los azucares producidos por medio
de un high performance liquid chromatograph (HPLC por sus siglas en inglés) o por medio
de métodos colorimétricos (Beth et al., 2015; McCleary et al., 2019; Sluiter & Sluiter, 2008),
mientras que la caracterizacion de los materiales lignoceluldsicos conlleva a degradar los
polisacaridos estructurales (Celulosa, hemicelulosa), la pectina y la lignina por medio de
hidrolisis acida o enzimatica y luego su medicidén por medio de HPLC para los azucares
de los polisacaridos, espectrofotometro para los alcoholes de la lignina y precipitando la
pectina (Cristancho & Monroy, 2014; secretaria de comercio y fomento industrial, 1980;
Sluiter et al.,, 2008a; Toscano et al., 2015). Otros procesos necesarios para la
caracterizacion de estas dos materias es la determinacion de los sélidos totales y la
humedad, calentando la muestra a 105 °C y midiendo la cantidad de humedad que se
evaporo (Govett et al., 2010; Icontec, 2018; Sluiter et al., 2008b; Zamora et al., 2016), la
determinacidén de las cenizas, calcinando las muestras en una mufla con rampa de
calentamiento hasta una temperatura de 575 °C por 4 horas y midiendo la cantidad de
residuo que no se volatilizo (Flores et al., 2021; Icontec, 2020 y 2022; Sluiter et al., 2008c)
y la determinacion de los extractivos, realizando la extraccion de estos con solventes
apolares (Hexano), polares proticos (agua) y polares apréticos (etanol) por medio de un
soxhlet, y midiendo el cambio en el peso del recipiente para calcular el porcentaje de estos
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presentes en las muestras (Florez & Lépez, 2016; Redfern et al., 2016; Sluiter et al,
2008d).

Los resultados de la caracterizacion siguiendo las metodologias del National Renewable
Energy Laboratory (NREL) realizada en este trabajo se presentan como ejemplo. En la
Tabla 1.1 se hace una comparacién de resultados obtenidos para la fibra de maiz (una
mezcla del recubrimiento de los granos de maiz y una pequeifia parte del endospermo)
gue queda como residuo de la extraccién del germen, almidon y gluten (Géaspar et al.,
2005, 2007).

Comparando los resultados obtenidos por la metodologia NREL, se puede apreciar que
se reportan en base seca y no se reportan extractivos en los articulos de la literatura, la
publicacion de estos valores ayudaria a comparar los resultados y a responder por la
fraccion faltante en los articulos de Kalman et al., B. Zhang et al., Kaur et al., Myat & Ryu
y Noureddini & Byun. Respecto al valor de las cenizas, este es comparable al obtenido
por Kalman et al., Kaur et al., Myat & Ryu y Noureddini & Byun, solo presentando un 0.1,
1.3, 0.1 y 0.2% de diferencia respectivamente, el resultado obtenido por Gaspar et al. es
notablemente mayor, siendo 10 veces mas alto, este valor podria ser atribuido a la
presencia de aditivos o contaminantes a la materia prima. El valor obtenido en este estudio
con respecto a la cantidad de celulosa fue el menor, aunque es cercano al valor obtenido
por Kalman et al. y Noureddini & Byun, este bajo valor puede ser explicado por qué el
material utilizado es un desecho que ha sido sometido a diferentes procesos para extraer
productos de interés, mientras que los materiales de la literatura es un desecho sin tratar
0 solo se le ha retirado el almidon. Los resultados del porcentaje de hemicelulosa se
encuentran como un valor intermedio a los reportados en la literatura, mientras que el
valor de lignina se encuentra entre los valores reportados por Gaspar et al. y Myat & Ryu.
La cantidad de proteina presente en la fibra de maiz fue un valor intermedio a los
publicados por Kalman et al. y Kaur et al., mostrando cantidades similares en otras fibras
de maiz. Durante la caracterizacion se llegd a un total aproximado de 113%, las
caracterizaciones de biomasas por las técnicas del NREL, se acepta que se explique entre
un 90 y un 110% de su composicién, dada la complejidad de estos materiales. La
sobreestimacién en este caso, puede explicarse por qué durante la medicion de los
extractivos también se extrajo parte de compuestos nitrogenados y proteinas
desnaturalizadas, que se solubilizan durante la extraccidén con agua, tenidos en cuenta en
la cuantificacion de la proteina de la muestra en natura. Finalmente, los resultados de la
literatura que mas se acercan a los resultados obtenidos en este estudio son los de Myat
& Ryu, y Noureddini & Byun, este ultimo también utilizan la metodologia del NREL para
caracterizar su materia prima, mostrando valores similares en el porcentaje de cenizas,
humedad, sodlidos, celulosa y hemicelulosa, aunque estos articulos no especifican la
presencia de extractivos y utilizan fibra de maiz con presencia de almidén, lo que podria
explicar parte de las diferencias en el porcentaje de glucosa, hemicelulosa y lignina, que
pueden ser afectados por la presencia de este compuesto o por los procesos para retirarlo.
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1.5. Pectina

La pectina es un polisacarido de alto peso molecular, conformado por hasta 17 tipos de
azucares, los cuales pueden estar enlazados por 20 tipos de enlaces diferentes
dependiendo de la fuente de donde se obtiene la pectina (Bonnin & Pelloux, 2020). A
pesar de la alta complejidad que le dan todos estos diferentes azlcares, la pectina
presenta regiones con cierto grado de orden, la primera de estas regiones es conocida
como Homogalacturonano (HG), compuesta por unidades de acido galacturdnico unidas
por enlaces a (1-4) formando largas cadenas, componiendo alrededor del 60% de la
pectina, las regiones lineales de acido poligalacturénico con presencia de azucares de
xilosa y apiosa llevan el nombre de xilogalacturano y apiogalacturano. Las otras regiones
principales son las regiones ramificadas de Ramnogalacturonano uno (RGI) y
Ramnogalacturonano dos (RGII), formados por una cadena central de acido galacturénico
unida por enlaces a (1-4) entrelazado con restos de L-ramnosa con un enlace a (1-2),
estos residuos sirven como anclaje para cadenas laterales compuestas de monosacaridos
como la a-L-arabinosa o D-galactosa para el RGI y de otros azucares poco frecuentes
como la apiosa, o acido acérico para el RGII, unidas por enlaces B (1-4) y B (1-2) a la
cadena principal de 4cido galacturénico y L-ramnosa (Ravve, 2012; Ropartz & Ralet, 2020;
Van Buren, 1991), esta estructura puede ser apreciada en la figura 1.1, mostrando los
azucares y enlaces que componen estas diferentes regiones.

Pectina

Homogalacturonano (HG) Ramnogalacturonano | (RG-I) Ramnogalacturonano Il (RG-II)

Ac Me
ECq4Cq4Cq4C ] 2 2}
£ £
5 a
c w©
< (G
. D-Glucosa p O D-Kdo * L-Arabinosa f A L-Fucosa p Me Grupo O-Metilo
O D-Galactosa p O D-Dha * L-Arabinosa p O Acido D-Galacturénico p 2Me Grupo 2-0-Metilo
@ L-Galactosa p . D-Apiosa f ﬁf D-Xilosa p Q Acido D-Glucurénicop Ac  Grupo O-Acetilo
. D-Manosa p @ Acido L-Acerico A L- Ramnosa p @ Monémero de lignina

Figura 1.1. Estructura de las principales regiones de la pectina. Adaptado de “Correction to: Combined whole cell wall
analysis and streamlined in silico carbohydrate- active enzyme discovery to improve biocatalytic conversion of
agricultural crop residues” por Tingley et al. 2021, Biotechnology for Biofuels 14.
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La pectina se encuentra en la pared celular y capas intercelulares de las células vegetales,
principalmente en las cascaras de las frutas, el mucilago y las raices de las plantas
terrestres superiores, permitiendo la adhesion de las células unas con las otras al
entrelazarse con las cadenas de celulosa, hemicelulosa y lignina (BeMiller, 2019a; Flutto,
2003; Yang & Anderson, 2020). La pectina se caracteriza por la formacion de geles
cuando las largas cadenas de HG se entrecruzan unas con las otras, formando una red
tridimensional de moléculas en la cual particulas sdlidas y disueltas quedan atrapadas.
Este proceso se da por dos maneras diferentes dependiendo del grado de metilacién de
la pectina, para pectinas con un bajo grado de metilacién, la presencia de una alta
concentracion de azucares y un pH bajo llevan a la deshidratacién de sus moléculas,
permitiendo una interaccion hidrofébica y la formacion del gel; para las pectinas de alto
grado de metilacion, la presencia de iones de calcio es suficiente para formar enlaces
entre los residuos metilados. La presencia de cadenas laterales en las regiones del RGl y
el RGII evitan una sobreinteraccion de los geles, que podria llevar a un aumento de la
densidad y la precipitacion de estos sdlidos (BeMiller, 1986; Gawkowska, 2018). Aunque
esta capacidad de formar geles hace a la pectina un compuesto Util para la produccién de
geles de soporte, postres y otros usos ingenieriles, médicos y gastrondmicos, al quedar
suspendidos los sdlidos, estos dispersan la luz que incide a los jugos, vinos y jarabes,
reduciendo su claridad, adicionalmente, a esto, la presencia de los geles causan un
aumento de la viscosidad, lo que dificulta los procesos de extraccidn, transporte y
clarificacion posteriores (Archut et al., 2023; Pinelo et al., 2010; U.S. Geological Survey,
2018). Cuando se preparan jarabes glucosados se degradan las cadenas de celulosa o
almidon en los residuos agroindustriales, con enzimas o acidos para generar glucosa, y la
hemicelulosa, lignina y pectina con pretratamientos para permitir un mejor acceso por
parte de las enzimas, pero estos procesos no degradan completamente los polisacaridos
dejando residuos de pectina y sélidos suspendidos, que llevan a un aumento de la
turbiedad del producto.

1.6. Métodos de produccion de jarabe

Para la obtencion de jarabes edulcorantes con diferentes niveles de dulzura se emplean
diferentes métodos de produccion, el método acido emplea compuestos acidos para
fomentar la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos en la celulosa y el almidén con el fin de
crear un jarabe con una concentracion de azucares del 36 al 42% de equivalente de
dextrosa (DE) (Belitz et al., 2009b; Hobbs, 2009; Lloyd & Nelson, 1984). Por otro lado, el
método enzimético permite la obtencion de jarabes con una concentracion de azucares
entre el 63 y 95%, a partir del hidrolizado con un DE entre el 36 y el 42% producido en el
método acido o soluciones concentradas de almidén (BeMiller, 2019; Hebeda, 1993; Hull,
2010b).
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1.6.1. Método acido

En el método &cido se emplea &cido hidroclérico para acidificar y gelatinizar una solucion
de almidén con 30 a 40% de sélidos, esta solucibn se hace pasar a través de dos
intercambiadores de calor con una temperatura de 143 y 135 °C respectivamente,
rompiendo los enlaces de la amilosa y la amilopectina para generar una solucion opaca
de glucosa sin concentrar. Posteriormente, se aflade carbonato de sodio para subir el pH
a 4.5, parando la hidrélisis y precipitando las proteinas presentes en la solucion, las cuales
son removidas junto con otros contaminantes por un proceso de centrifugacion y/o
filtracion, clarificando el jarabe. Por la aplicacién del &cido se producen algunas reacciones
indeseadas con la materia prima y los metales del equipo, que producen compuestos
como el furfural o el hidroximetilfurfural por la deshidratacién de la glucosa, los cuales son
toxicos y producen sabores, olores y colores indeseados, por lo que es necesario pasar
el jarabe a través de filtros de carbén activado e intercambio idnico, que tiene la capacidad
de adsorber estos contaminantes y otros compuestos organicos e ionicos
respectivamente. Finalmente, se concentra el jarabe evaporandose al vacio, evitando la
formacion de compuestos coloreados, llevando el jarabe al DE vy viscosidad deseados,
parando el crecimiento de microorganismos por la alta concentracion de azucar (Belitz
et al., 2009b; BeMiller, 1986; Hull, 2010b).

1.6.2. Método enzimatico

Para la produccion de jarabes con un DE mas alto se utilizan enzimas como las
amiloglucosidasas, a-amilasas y/o enzimas productoras de maltosa, usando como
sustrato el jarabe centrifugado Yy filtrado obtenido a partir del método &cido o soluciones
de almiddn pretratadas con &cido diluido, alta temperatura y presién (185 °C y 150 PSI).
Generando jarabes con un DE del 63 y 95% respectivamente, los cuales son clarificados,
decolorados y concentrados para obtener el producto final (BeMiller, 2019; Dominguez
et al., 2004; Hebeda, 1993).

El método empleado por el grupo de Investigacion Bioprocesos y Flujos Reactivos en la
linea de investigacion pretratamiento de residuos agroindustriales por via quimica y
enzimatica, de la universidad Nacional de Colombia - sede Medellin (BIOFRUN) empieza
con la caracterizacion de la materia prima, siguiendo los protocolos del National
Renewable Energy Laboratory (NREL), permitiendo conocer las caracteristicas del
material y poder escoger las condiciones de pretratamiento (molienda, gelatinizacion, uso
de acidos, etc.) y de proceso (tiempo, cantidad y tipo de enzima, etc.), con este
conocimiento se puede proceder a realizar la hidrélisis, transformando residuos
agroindustriales en jarabes ricos en glucosa utilizando enzimas para degradar la celulosa
gue los compone, los cuales pueden ser isomerizados para producir jarabes glucosados
y fructosados con un nivel de dulzura mas alto (Bueno, 2018; de Barros et al., 2019;
Pihlajaniemi et al., 2020; Ruiz & Bueno, 2017). En la tabla 1.2, se presentan las diferentes
condiciones, ventajas y desventajas que tienen estos diferentes métodos de produccion.
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Tabla 1.2. Métodos para la produccién de jarabes

Meétodo de

e Condiciones Ventajas Desventajas Fuente
produccion
Acido Temperatura: 135y - Ampliamente empleado y - Mantenimiento constante de  (BeMiller, 2019;
143 °C estudiado. los equipos por las propiedades Belitz, 2009;
pH: 1.65 - Método réapido: 15a20  corrosivas del acido. Hobbs, 2009; Hull,
30 - 40 % de solidos minutos para la hidrolisis. - Sg producer) subproductos  2010b)
L toxicos o peligrosos, los cuales
Presion: 5.4 atm deben ser eliminados del
jarabe.
Enzimatico Temperatura: 60 °C - No se producen - Requiere pretratamiento de la (BeMiller, 2019;
pH: 4.7 subproductos toxicos o materia prima para conseguir  Belitz, 2009;
30 - 40 % de sélidos peligrosos. una solucion rica en almidén.  Hobbs, 2009; Hull,
Uso de amilasasy - Jarabe con alta - Lento, 36 horas de hidrolisis. 2010b; Quaglia &
glucoamilasas concentracion de azdcares. Gennaro, 2003)
Enzimético a Temperatura: 50 °C - Produccién a partir de - Método en desarrollo. (de Barros et al.,
partir de residuos pH: 5 desechos agroindustriales. - Requiere pretratamiento de la 2019; Pihlajaniemi
lignocelul6sicos 7% de sélidos - No se producen materia prima para degradar la et al., 2020; Ruiz-
Uso de amilasas y  subproductos téxicos o hemicelulosa y lignina. Colorado &
glucoamilasas 0 peligrosos. - Lento, 48 horas de hidr6lisis. Bueno, 2017)

celulasas

Fuente: elaboracion propia

1.7. Métodos de separacion y clarificacion del jarabe

Una vez finalizada la hidrolisis se realiza el proceso de separacion y clarificacion del jarabe
producido, degradando o retirando compuestos como enzimas, otras proteinas, restos de
la pared celular, grasas, aceites y otro material que no fue hidrolizado, los cuales le dan
una apariencia turbia y opaca a los jarabes. Para realizar este procedimiento existen
diversos métodos quimicos y fisicos, cada uno con sus propias ventajas y desventajas.

1.7.1. Precipitacion/sedimentacion/decantacion

En este proceso se deja el jarabe en reposo por un periodo prolongado de tiempo,
permitiendo que las particulas con una mayor densidad se desplacen al fondo del
recipiente por accion de la gravedad, los cuales son separados del clarificado usando
succion o vertiendo la parte superior del fluido. Este proceso depende de la diferencia de
densidad entre los compuestos, la viscosidad del fluido, el tamafio de particula y la fuerza
de gravedad (Fitch, 1962; Pérez, 2005; Letki, 2000a). Una dificultad de este proceso es
que requiere extensos periodos de reposo y los soélidos precipitados pueden ser
perturbados con facilidad si se agita el fluido (Dominguez et al., 2004).

1.7.2. Centrifugacion

Este método de clarificacion permite separar los residuos mas densos del jarabe por
medio de la aplicacion de una fuerza centrifuga, la cual es generada al hacer rotar las
muestras alrededor de un eje a altas velocidades, forzando las particulas con mayor
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densidad/tamafio a moverse al punto mas alejado del eje, concentrando estos
compuestos en el fondo del recipiente en centrifugas discontinuas o removiéndolos en el
caso de centrifugas continuas. Este método de separacion esta influenciado por la
densidad de los compuestos a separar, la viscosidad del fluido, la temperatura a la cual
se realiza el proceso y la velocidad/rotaciones por minuto de la centrifuga. El proceso tiene
las ventajas de no afiadir ningin compuesto quimico al jarabe, ser rapido y simple, aunque
se tiene el problema de requerir equipamiento costoso y con una alta necesidad de
mantenimiento por sus multiples partes moviles, ademas que, si los soélidos son muy finos,
estos no se compactan bien al fondo del recipiente, por lo que son faciles de perturbar al
momento de separarlos del jarabe (Dominguez et al., 2004; Letki, 2000b; Silayo et al.,
2003; Stephenson, 2016).

1.7.3. Filtracion

En este método de separacion se hace pasar el jarabe a través de un medio poroso, el
cual permite el paso de este, pero atrapa las particulas que tienen un tamafio mayor que
el de los poros. Para lograr este proceso se aplica presién o vacio para generar una fuerza
impulsora que hace pasar el liquido de un lado del filtro o membrana al otro. Este proceso
puede ser clasificado en filtracion, microfiltracién (poros de 0.1-10 ym), ultrafiltracién
(poros de 0.001-0.1 ym) y nanofiltracién (poros de 0.1 nm-0.001 um) de acuerdo con el
tamafio de las particulas que son retenidas (Asociacion Espafiola De Desalacion Y
Reutilizacion, 2020, Moldoveanu & David, 2021; Worsfold et al., 2005). En los ultimos
anos, se ha estudiado una nueva técnica de clarificacion en la cual se usan membranas
de microfiltracién no solo para remover los contaminantes, sino para concentrar el jarabe
y remover el color, sin requerir tanto equipo o espacio (Almandoz et al., 2010; Li et al.,
2016; Stominska & Niedbacha, 2009).

1.7.4. Floculacién / Coagulaciéon

Este es un proceso de dos fases, en la primera parte de coagulacion se afiade un
compuesto que neutraliza las cargas de las particulas dispersas en la solucion, que por
su pequefio tamano y baja densidad no precipitan. Al neutralizar estas cargas se elimina
la fuerza que evitaba la aglomeracion de estas pequefias particulas formando
microfléculos. En la segunda parte de floculacién se afiaden polimeros de alto peso
molecular a los cuales se adhieren los microfloculos formando fléculos de mayor tamafio
que puede ser separados con mas facilidad por otros métodos de separacion como la
sedimentacion, filtracion, centrifugacion o aireacion (Lozano, 2003; Cruz et al., 2019;
Dominguez et al., 2004; Kuma, 2018).
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1.7.5. Adsorcion

La adsorcion se realiza para remover los compuestos bioldgicos solubles no polares que
causan colores, olores y sabores indeseados en los jarabes. Este proceso puede ser
realizado porque el carbon activado tiene una enorme cantidad de microporos (< 2 nm) y
mesoporos (2-50 nm) que le dan una gran area superficial (hasta 2500 m?/g) y por qué al
momento de calcinar el carbon se eliminan la mayor cantidad de elementos diferentes al
carbono lo que hace que estas superficies presentan una alta naturaleza no polar,
haciendo que los contaminantes no polares se adhieran a estos poros por medio de
fuerzas de dispersiéon de London y van der Waals, aunque esta adsorcion tiene la
desventaja de adsorber parte de las azucares del jarabe (Bansal & Goyal, 2019;
Dominguez et al., 2004; Djalal et al., 2019; Mudoga et al., 2008; Nowicki, 2016).

1.7.6. Uso de membranas de intercambio iénico

Los minerales, sales y otros compuestos inorganicos cargados que pueden generar
cambios de color, sabor y olor indeseados en el jarabe son removidos usando este
proceso. Para lograr esto se emplean geles que han sido tratados para generar grupos
cargados positiva 0 negativamente a los cuales se pueden adherir los iones por medio de
interacciones ion-ion. Una vez se acaba el proceso, estos grupos son regenerados
haciendo pasar soluciones de acidos y bases fuertes (Acido clorhidrico, hidroxido de
sodio, amoniaco, etc.), que retiran los iones y los reemplaza con otros que no se adhieren
tan fuertemente (Poole & Cooke, 2000; Kwan, 2018). Para el tratamiento de jarabes se
utilizan tanto los procesos de intercambio aniénico como los de intercambio cationico,
usualmente en una serie de pares de columnas que son rotadas a medida que éstas se
saturan de contaminantes (Hull, 2010a).

La Tabla 1.3 presenta las ventajas y desventajas de los diferentes métodos, encontradas
en la literatura y durante la experimentacion.

Los métodos de centrifugacién y precipitacion, a pesar de ser capaces de producir jarabes
relativamente claros, tener una buena remocion de solidos (97.69% y 86.45%
respectivamente) y ser los mas sencillos, no forman precipitados compactos, los cuales
son facilmente perturbados al momento de separarlos del jarabe, ademas se pierde una
considerable cantidad del jarabe que no puede ser separado de los sélidos, por lo que
presentan un bajo rendimiento (44.0 a 53.33%), lo que lleva a que no sean muy usados
en la industria o la investigacion (Dominguez et al.,, 2004). El método con la mejor
remocién de solidos (99.99%) y el mejor rendimiento (~100.00) al momento de obtener
jarabes clarificados es el uso de la filtracion, empezando en filtros de mayor tamafio de
poroy a los de menor tamafio, esto se hace con el fin de mejorar el proceso de clarificaciéon
y aumentar la vida de las membranas de microfiltracion reduciendo la incrustacion de
sélidos y el taponamiento no reversible de los poros; sin embargo, es un proceso costoso
(Almandoz et al., 2010; Bueno, 2018; Dominguez et al., 2004; Li et al., 2016).
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La floculacion no es un proceso de clarificacibon muy efectivo por su cuenta, pero al

combinarse con los procesos anteriores
52.0%, centrifugacion: 53.33 a 58.33%
eliminar solidos (sedimentacion: 86.45

, mejora su rendimiento (sedimentacion: 44.0 a

y filtracién: 78.0 a 87.0%) y la capacidad de
a 98.13%, centrifugacion: 97.69 a 98.13% vy

filtracion: 89.1 a 93.8%). Los procesos de adsorcion con carbon activado y membranas de
intercambio i6nico no son muy usados para clarificar el jarabe, pero son los mejores al
momento de eliminar sustancias coloreadas y olores y sabores indeseados, el primero es
atil para eliminar sustancias apolares, mientras que el segundo se encarga de eliminar
compuestos polares como las sales (Dominguez et al., 2004) pero esta capacidad de
adsorber compuestos tiene la desventaja de retener azlcares reduciendo el poder

edulcorante de los jarabes decolorados.

Tabla 1.3. Ventajas y desventajas de los

métodos de clarificacion.

Método Ventajas Desventajas Referencia
Precipitacion/ - Simple - Lento (Dominguez et al.,
sedimentacion/ - No requiere de equipo - Los sedimentos pueden ser perturbados ~ 2004)

decantacion adicional. con facilidad.

- Buena eliminacion de sélidos.
- Se realiza a condiciones

- Bajo rendimiento de la operacion ~55%
(volumen del clarificado/volumen inicial)

ambiente.
Centrifugacion - Simple - El equipo puede ser costoso y requerir un (Dominguez et al.,
- Répido. alto mantenimiento. 2004)

- Buena eliminacion de sélidos.
- Puede ser realizado a
condiciones ambiente.

- Los sedimentos pueden ser perturbados.
- Bajo rendimiento de la operacion ~50%

Filtracion - Permite eliminar la mayor
cantidad de particulas coloidales
en el jarabe.

- Alto rendimiento de la
operacion 70% para la filtracion
y de 100% para la filtracion
seguida de ultrafiltracion

- Buena eliminacion de sélidos.

- El uso de filtros mas finos requiere (Almandoz et al.,
equipos de mayor tamafio, potencia y costo. 2010; Bueno, 2018;
- Proceso en etapas para obtener los mejores Dominguez et al.,
resultados y reducir la obstruccién de los 2004, Li et al., 2016)
filtros (Filtros mas gruesos a mas finos).

- Pérdida de parte del jarabe al quedarse

adherido a los filtros.

Floculacion / - Facilita la separacion de las
Coagulacion particulas en otros procesos de
separacion.

- Los floculantes y coagulantes
utilizados no son muy costosos.
- Buena eliminacion de sélidos al
combinarse con otros métodos.

- Requiere de un segundo proceso para (Cruz et al., 2019;
eliminar los fléculos obtenidos. Dominguez et al.,
- El tamafio variado de las particulas que ~ 2004)

causan la turbidez en el jarabe dificulta el

proceso de nucleacion.

Adsorcién - Mejor eliminacion de color y
sabores y olores indeseados al
adsorber compuestos apolares.

- Se adsorbe una considerable cantidad de  (Dominguez et al.,
azlcares. 2004; Kwan et al.,

- Se requiere el lavado del carbén activado 2018; Montafiez

con agua para recuperar parte del jarabe,  Soto et al., 2011;
por lo que se alargan los procesos de Mudoga et al., 2008)
concentracion.

- El calentamiento de la muestra puede

generar color

Uso de membranas - Eliminacion de compuestos

de intercambio toxicos / colores / sabores /

i6nico olores indeseados al at_r,ap_ar
compuestos polares o i6nicos.

- Las membranas tienen que ser regeneradas (Hull, 2010; Kwan et
usando acidos y bases fuertes, los cuales  al., 2018; Silayo et
tienen que ser tratados para ser dispuestos. al., 2003)

- Pérdida de parte del jarabe al quedarse

adherido a las membranas.

Fuente: elaboracion propia
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1.8. Clarificacion enzimatica

Un método de clarificacion que ha sido utilizado frecuentemente por la industria de los
jugos de fruta y los vinos, es el uso de enzimas para catalizar la degradacion de la pectina,
reduciendo la turbiedad y la viscosidad de los jugos, facilitando los procesos de
maceracion de la fruta y el procesamiento del jugo, obteniendo mayor cantidad de jugo, y
mejorando su presentacién obteniendo productos menos coloreados, menos turbios,
aumentando la claridad en 5 a 20% y con menos patrticulas flotantes (Cerreti et al., 2017;
Hosseini et al., 2021; Kharazmi et al., 2020; Ladeira Azar et al., 2020). Para este proceso
se utiliza una familia de enzimas conocidas como enzimas pectidicas, las cuales se
encargan de modificar o degradar la pectina en muchos procesos biolégicos como la
maduracion de frutas o degradacién de paredes celulares.

1.8.1. Enzimas pectidicas

La presencia de la pectina en la pared celular de las plantas dificulta el ataque de los
patdgenos como los hongos del género Aspergillus o las bacterias del género
Enterobacter, llevando a que estos microorganismos generen enzimas que permiten su
degradacion. Otra fuente importante de estos compuestos son las plantas en si, ya que
estas proteinas tienen gran importancia en los procesos de maduracion de las frutas,
dentro de esta gran familia de enzimas se destacan tres subcategorias en particular
(Hosseini et al., 2021).

Poligalacturonasa (PG): este tipo de enzima tiene la funcién de catalizar la hidrélisis de
los enlaces a (1-4) presentes en las cadenas de acido poligalacturénico no metiladas del
HG, generando unidades de &cido galacturdnico. Dependiendo de donde se realizd el
corte, estas enzimas pueden ser separadas en endo-poligalacturonasas (EC 3.2.1.15) y
exo-poligalacturonasa (EC 3.2.1.67), las endo-poligalacturonasas realizan los cortes en el
interior de la cadena generando polisacaridos de menor tamafio, mientras que las de tipo
exo actuan en los extremos de estas nuevas cadenas, reduciendo el tamafio de estas una
unidad a lavez (Cho et al., 2001; Santen et al., 1999; Tu et al., 2016). Este tipo de enzimas
presenta una estructura cuaternaria compuesta por dos cadenas polipeptidicas, formadas
principalmente por giros, ldminas y protuberancias beta, formando una estructura
cilindrica con una hendidura en la parte exterior donde se encuentra el sitio activo de la
enzima, el cual estd compuesto por la asparagina 178, el aspartato 180, 201 y 202, la
histidina 223, la Glicina 224, la arginina 256, y La lisina 258. La poligalacturonasa dos
obtenida del hongo Aspergillus niger presenta un peso molecular de 76.27 kDa y una
longitud de 724 aminoacidos (RCSB protein data bank, s.f.a, Santen et al., 1999). La
estructura cuaternaria de una poligalacturonasa puede ser aprecidas en la figura 1.2.
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Figura 1.2. Estructura de la poligalacturonasa. Adaptado de “1CZF Endo-polygalacturonase ii from Aspergillus niger”
en la base de datos RCSB protein databank. https://www.rcsb.org/structure/1czf

Pectin liasa (PL): al igual que las poligalacturonasas estas enzimas se encargan de cortar
los enlaces glucosidicos a (1-4) entre las unidades de acido D-galacturénico en las
regiones no metiladas del HG., la diferencia radica en que, no es por medio de la hidrolisis,
sino a través de un proceso de B-eliminacion que genera compuestos con insaturaciones,
necesitando iones Ca2+ como cofactores. Estas enzimas también pueden encontrarse en
forma endo (EC 4.2.2.2 y 4.2.2.10) y exo (EC 4.2.2.9) cortando la pectina en su interior o
sus extremos respectivamente (Saharan & Sharma, 2019; J. Zhang et al., 2021; Zheng
et al., 2022). La estructura de las pectin liasas esta principalmente compuesta por laminas
y giros beta, conformando dos cadenas polipeptidicas, formando una estructura con
hendiduras donde entran las cadenas de pectina, que reaccionan con los Aspartato 154,
Arginina 176 y Arginina 236 del sitio activo. El peso de la pectinliasa A del Aspergillus
niger es de 75.92 kDa, presenta una longitud de 718 péptidos y su estructura puede ser
apreciada en la figura 1.3 (Mayans et al., 1997; RCSB PDB s.f.b).

Figura 1.3. Estructura de la pectin liasa. Adaptado de “11DJ Pectin lyase A” en la base de datos RCSB protein
databank. https://www.rcsb.org/structure/1idj
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Pectin metilesterasa (PME): también conocidas como pectilhidrolasas o
pectinmetilesterasas (EC 3.1.1.11), estas son las enzimas que se encargan de la
demetilesterificacion de los grupos metil éster del acido D-galacturénico liberando
protones y metanol, generando regiones de &cido poligalacturénico permitiendo una mejor
interaccion entre las poligalacturonasas y las pectinliasas, facilitando su degradacion
(Fries et al., 2007; Johansson et al., 2002; Pinchao et al., 2014). A diferencia de las otras
dos enzimas, la pectin metilesterasa estd compuesta por una sola cadena de
aminodcidos, la cual esta formada principalmente por laminas y giros beta, formando una
hendidura donde se encuentra el sitio activo, conformado por los aspartatos 178 y 199, y
las glutaminas 153 y 177. La pectin metilesterasa del Aspergillus niger tiene una longitud
de 299 residuos y un peso de 33.05 kDa, en la figura 1.4 se puede apreciar su estructura
(Kent et al., 2016; RCSB PDB s.f.c).

Figura 1.4. Estructura de la Pectin metilesterasa. Adaptado de “5C1E Crystal Structure of the Pectin Methylesterase
from Aspergillus niger in Penultimately Deglycosylated Form (N-acetylglucosamine Stub at Asn84)” en la base de
datos RCSB protein databank. https://www.rcsb.org/structure/5cle

1.8.2. Clarificacién enzimética de jarabes

El uso de enzimas pectidicas para la clarificacion de jarabes no es una idea
completamente nueva, diversos investigadores como Abbés et al. (2011), Borchani et al.
(2019) y Hosseini et al. (2021) han estudiado el pretratamiento de jarabes de datil y tuna
con enzimas pectidicas, aplicando la solucion enzimatica a los jugos que se desean
concentrar para preparar los jarabes, degradando la pectina, clarificando y reduciendo la
viscosidad de los jugos antes de ser concentrados. En el trabajo realizado por Abbés et
al. se trataron 20 g de pasta de datil disuelta en 60 mL de agua destilada con 50 U de
pectinasa y 5 unidades de celulasa para mejorar la extraccién del juego y obtener un jugo
con menos turbiedad, logrando un aumento de los sdlidos disueltos del 2.87% vy
reduciendo la turbiedad en 83.73%. Para el trabajo de Borchani et al. se incubaron los
jugos de tuna con 20 U de pectinasa y 5 U de celulasa para realizar la extraccion y
clarificacion, calentando las muestras a 50 °C por 150 minutos, aumentando los solidos
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disueltos en 1.65% y reduciendo la cantidad de pectina de 1.51% a 0.67%, degradando
este compuesto en un 55.63%. Para el trabajo de Hosseini et al. se realiz6 la clarificacion
de jugo de datil utilizando 0.011 g de pectinasa por cada 100 mL de jarabe, incubando la
muestra de 40-50 °C, reduciendo la turbiedad de la muestra en un 93.6%, este
experimento difiere de los demas porgue se usa gelatina para aumentar la viscosidad de
los jarabes aplicando 0.009 g por cada 100 mL de jarabe.

Por las similitudes entre los procesos de clarificacién de jugos de fruta y estos trabajos
anteriores para el pretratamiento de jarabes, se planted la idea de aplicar este método de
clarificacion en los jarabes producidos a partir de residuos agroindustriales, ambos
métodos comienzan con la obtencion de un liquido rico en azucares y presencia de pectina
(jugo de fruta o hidrolizado), el cual es clarificado para eliminar su turbidez y finalmente
es concentrado para obtener el jarabe, y en ambos casos la presencia de pectina es un
factor contribuyente a la turbidez de estos.

1.9. Modelamiento del proceso de clarificacion

El uso de modelos computacionales y simulaciones es una herramienta util en la industria,
con ventajas como realizar procedimientos prolongados en cuestion de segundos, no
utilizar reactivos peligrosos o costosos, seguir el desarrollo de procesos siendo capaz de
retroceder o avanzar en el tiempo, etc. Aunque no son muy numerosos, en la literatura se
pueden apreciar trabajos que modelan partes del proceso de degradacién de la pectina o
la clarificacion de jugos o jarabes. En el estudio realizado por Massa et al. (2007) se
estudia el método de accion de una poligalacturonasa obtenida de la bacteria Burkholderia
cepacia, estudiando empiricamente como la enzima corta la molécula de pectina y sus
oligosacaridos, midiendo la frecuencia de ataque a los diferentes puntos de corte, la
selectividad y parametros cinéticos para cada sustrato, generando un modelo capaz de
simular la degradacion de la pectina y la formacién de estos oligosacéaridos de una manera
bastante cercana a la realidad. En el trabajo publicado por Bernardi et al. (2019) se modela
la clarificacion del jugo de cafa de azucar por medio de la aplicacion de ozono, para
generar su modelo, estos experimentadores midieron como cambia la absorbancia del
jugo a medida que se aplica el ozono, y luego por medio de suposiciones y correlaciones
se llega a una ecuacion que puede ser ajustada comparando los resultados obtenidos con
la simulacién contra los resultados experimentales. Existen otros trabajos como los
publicados por Hassan et al. (2022) o Kaur et al. (2011) donde se busca la optimizacion
de los procesos de clarificacion por medio de modelos neuronales o metodologia de
superficie de respuesta, aunque estos solo se centran en encontrar los mejores
pardmetros para lograr la clarificacion y lograr una simulacion de este, sin estudiar como
funciona el proceso de degradacion de pectina. Como el uso de enzimas para la
clarificacion de jarabes no ha sido muy estudiado, no existen trabajos donde se modelen
este tipo de procesos, pero con los trabajos anteriores y experimentacion se puede llegar
a proponer una simulacién del proceso.
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Con el fin de crear un modelo confiable y preciso, es necesario conocer y poder incorporar
matematicamente la mayor cantidad procesos fisicos y quimicos que se pueda, sin llegar
al punto de sobre complicar el sistema, realizando suposiciones y simplificaciones que
permitan tener en cuenta estos procesos de una manera facil de aplicar. El proceso de
realizar modelos matematicos comienza con un estudio del proceso en si, decidiendo
cuan complicado se desea hacer el modelo, luego se incorporan las diferentes ecuaciones
diferenciales y constitutivas que rigen los fenomenos del modelo, y finalmente se verifica
y valida el modelo con datos experimentales reales (Alvarez et al., 2009; Gémez et al.,
2008; Ortega et al., 2016). En los procesos donde se trabaja con enzimas es muy
importante conocer con qué tipo de modelo cinetico trabajan las enzimas, si la velocidad
con la que realizan la catalisis depende de la cantidad de sustrato relativo a la cantidad
de enzima, ademas de los parametros cinéticos de la enzima.

1.9.1. Cinética del proceso de clarificacion

El proceso de degradacién de la pectina comienza cuando la enzima pectinesterasa
cataliza la eliminacion de los grupos metilo del esqueleto de acido poligalacturénico,
liberando metanol en el proceso (Fries etal.,, 2007; Johansson et al.,, 2002). Estas
unidades de acido galacturénico libres de grupos metilo son el sustrato donde acttan la
poligalacturonasa y la pectinliasa. La poligalacturonasa cataliza la hidrolisis de los enlaces
glucosidicos que se encuentran junto a los grupos carboxilos libres, (Cho et al., 2001,
2001; Santen et al., 1999; Tu et al., 2016). La pectinliasa por su parte, realiza un corte por
medio de una beta eliminacién, generando productos con dobles enlaces (Novoa De
Armas et al., 2004), este proceso de degradacion puede ser apreciado en la figura 1.5.

Las poligalacturonasas y las pectinliasas pueden categorizarse aun mas, dependiendo de
donde se realicen el corte de la pectina, la primera de estas categorias son las
denominadas exo-poligalacturonasa y exo-pectinliasa, que realizan los cortes en los
extremos de la molécula, generando un monosacarido. Las otras categorias son las endo-
poligalacturonasas y endo-pectinliasas que cortan la pectina en su interior, generando
polisacaridos de menor tamano que el original. Estas dos categorias de enzimas trabajan
en conjunto para degradar mas efectivamente la pectina, reduciendo el tamafio inicial de
la molécula con las endo y luego cortando los extremos generados con las exo (Benen
etal., 1999; Bonnin & Pelloux, 2020; Desagiacomo et al., 2021; Massa et al., 2007;
Ropartz & Ralet, 2020).
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Figura 1.5. Proceso de degradacion de la pectina. Adaptado de “Microbial pectinase: sources, characterization and
applications” Sharma et al. 2013. 12, 45-60

Segun los estudios realizados por Bélafi-Bakd et al. (2007), Dalagnol et al. (2017) y
Todisco et al. (1994), las enzimas pectidicas presentan una cinética de Michaelis-Menten,
mostrando como las enzimas se van saturando a medida que la concentracion de sustrato
aumenta, hasta que se llega a una velocidad maxima donde la velocidad de la reaccion
no aumentara si se incrementa la cantidad inicial de sustrato. Este modelo fue propuesto
en 1913 por el bioquimico, fisicoquimico y médico aleman Leonor Michaelis y la doctora
canadiense Maud Leonora Menten, siguiendo la ecuacién 1.1, conocida como ecuacion
de Michaelis-Menten:

_ dlpl _ [s]
V - - Vmax * KM+[S] (11)
Donde la velocidad (V) de la enzima depende de la concentracion de sustrato, la velocidad
maxima de la enzima con ese sustrato especifico (Vmax), ¥ €l Ku, una constante que
corresponde a la concentracion de sustrato cuando la V es igual a Vimax/2.

1.9.2. Propuesta de un modelo para la clarificacion enzimética de
jarabes

Buscando en la literatura se encontraron algunos modelos que explicaban el proceso de
degradacion de la pectina, segun el estudio realizado por Todisco et al. en 1994, cuando
la pectinasa obtenida del moho Rhizopus reacciona con la pectina se generan inicialmente
fragmentos de pectina con un peso molecular de 50000 a 10000 UMA, las cuales vuelven
a reaccionar generando fragmentos de 10000 a 2000 UMA, que finalmente se degradan
en oligosacéridos de acido poligalacturénico de 1 a 9 unidades (2000-212 UMA), midiendo
la produccion de los diferentes fragmentos por medio de membranas de microfiltracion del
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tamafio correcto. Por su parte, Wang et al. publicaron en el 2007 un articulo que modela
el proceso de degradacion de pectina por medio de la ecuacion cinética empirica de
“Ghose—Walseth” presentada a continuacion:

P = K=xtm (1.2)

Que explica la produccion de acido galacturénico en funcién de una constante cinética K,
el tiempo t y un pardmetro m caracteristico del sistema enzima sustrato. Otro mecanismo
fue propuesto por Massa et al. (2007), este explica que la pectina se degrada inicialmente
en fragmentos de 6 a 3 unidades de &cido poligalacturénico, los cuales vuelven a
reaccionar para producir trisacaridos, disacaridos y monosacéridos de &cido
galacturénico. De estos se escogié como base el modelo publicado por Massa et al., que
explica la degradacién de pectina paso a paso, se puede medir los productos facilmente
por medio del HPLC o método DNS vy se tienen otros articulos para completar el modelo
para la pectinasa obtenida del hongo Aspergillus niger, que muestran las reacciones y
parametros cinéticos.

En total se utilizaron los trabajos realizados por Bélafi-Baké et al. (2007), Bennen et al.
(1996 y 1999), Massa et al. (2007), Rexova-Benkova (1973) y Rosso et al. (1993 y 1995).
Del trabajo de Massa et al. se obtiene la suposicidbn de que la pectina se degrada
inicialmente por la enzima en oligosacéaridos de 3 a 6 unidades de &cido galacturénico, los
cuales luego vuelven a reaccionar con la enzima para formar trimeros, dimeros y
monomeros de acido galacturénico que se acumulan. De los trabajos realizados por
Bennen et al. y Rexova-Benkova se obtienen las reacciones que realiza la enzima
especifica del Aspergillus, en que proporcion son formados los productos y los parametros
cinéticos para la degradacion de estos oligosacaridos. Haciendo la suposicion de que la
pectina se fragmenta inicialmente en partes iguales para la generacion de los
oligosacaridos de mayor tamafio y con la informacién anterior, se crea el siguiente
mecanismo de reaccion.
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Figura 1.6. Mecanismo de reaccion propuesto para la degradacion de la pectina usando la poligalacturonasa del
Aspergillus niger. Adaptado de los trabajos de Bélafi-Bako et al. (2007), Bennen et al. (1996 y 1999), Massa et al.
(2007), Rexova-Benkova (1973) y Rosso et al. (1995).

Combinando el mecanismo obtenido con la informacion de la cinética de Michaelis-Menten
y la inhibicion causada por el monémero y trimero obtenida de los articulos de Bélafi-Bako
et al. y Rexova-Benkova, y las ecuaciones para tener en cuenta el efecto de la temperatura
y el pH del articulo de Rosso et al. Se genera el modelo para la degradacion de la pectina,
por medio de una serie de ecuaciones diferenciales que calcula la degradacion y
acumulacion de los diferentes compuestos.

g

Thau = (Tom—rmm)*((Topt—TmiiT):(T;n—f;:)T—_(TTZ:EZTmax)*(Tomwmm—z*r)) 14

Rho — (PH—pHmin)*(H-pHmax) _ (1.5)
(PH—PHumin)*(WH~PHmax)~(PH-PHopt)

dIZjl = 0.35 % 19556 + 0.67 * 79655 + Togsa + Tocs3 (1.6)

dOthSS = 0.25 * Tpecting + 0.35 * Togs6 — Togss (1.7)

La ecuacidén 1.3 es una version modificada de la ecuacién de Michaelis-Menten que
describe la velocidad con la cual se consumen la pectina y los diferentes oligosacaridos
producidos, teniendo en cuenta el efecto de la temperatura y el pH, descritos en las
ecuaciones 1.4 y 1.5, y el efecto inhibitorio causado por la presencia del monosacarido y
el trisacarido que compiten con el sustrato por el sitio activo de la enzima. Las ecuaciones
1.6 y 1.7 son parte de una serie de ecuaciones que describen la degradacion y
acumulacion de cada uno de los compuestos basado en la velocidad de como estos se
degradan y forman.
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1.10. Conclusion

En este capitulo se presentan las diferentes etapas de la produccién de jarabes
glucosados, incluyendo sus métodos de clarificacion y modelamiento, y se resalta la
produccion de jarabes a partir de materiales lignocelulésicos. En el proceso de
clarificacion enzimatica, se identificaron las propiedades de la pectina y las enzimas que
actuan sobre estas. Finalmente, se abordo6 el modelamiento de la clarificacion enzimética,
para esto se obtuvo la cinética del proceso de clarificacion de un jarabe producido para el
ejemplo de la fibra de maiz y se propuso un modelo con base en la revision bibliografica,
gue posteriormente sera usado para la simulacion.
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CAPITULO 2: Desarrollo de la metodologia para la clarificacion
enzimatica de jarabes glucosados

Usando los pardmetros encontrados en la informacion consultada en el capitulo anterior,
se procedié a formular una metodologia que permita realizar la clarificacion de jarabes
glucosados producidos a partir de residuos agroindustriales. Inicialmente, se comenzé con
la caracterizacion de la materia prima empleada para la preparacion del jarabe, por medio
de las metodologias del National Renewable Energy Laboratory (NREL). Posteriormente,
se caracterizd la enzima empleada para la clarificacion, encontrando su actividad y
parametros cinéticos (Vmax y Km), esta informacién permitié encontrar el punto de maxima
clarificacion al variar la agitacion y la cantidad de enzima aplicada por medio de un analisis
de superficie de respuesta, los cuales son la base para el desarrollo de la metodologia
presentada en este capitulo.

2.1. Introduccion

Actualmente, industrias como la agropecuaria, azucarera, industrias de jugos de fruta, y
cafetera, afrontan problemas en la disposicién de sus residuos, cascaras y las semillas de
las frutas, hojas y tallos de plantas herbaceas como la cafia de azlcar, la cascarilla del
arroz y el maiz. En Colombia, se producen aproximadamente 72 millones de toneladas de
estos residuos anualmente, las cuales son principalmente residuos de la cosecha,
postcosecha, procesamiento y comercializacion de estos cultivos, que son llevados a
residuos sanitarios o incinerados (Pefiaranda et al. 2017).

Investigadores han estudiado metodologias para transformar estos residuos en productos
de interés industrial, como fertilizantes, aditivos, suplementos, compuestos quimicos
como el furfural usado en la fabricacion de plasticos, solventes o aceite, o0 la produccion
de combustibles liquidos y gaseosos (Ahmed et al., 2021; Gonzalez & Ciliana, 2019;
Zhang et al.,, 2019). Dentro de estas metodologias estad la produccion de jarabes
glucosados por medio de la hidrélisis enzimatica de residuos amilaceos y lignocelulésicos.
Estos jarabes son soluciones ricas en glucosa con la capacidad de endulzar, producir
energia y dar brillo en la fabricacion de bebidas transparentes, ideales como insumo para
la nutricion animal, o ingredientes para la preparacion de medicamentos. La primera etapa
en la produccién de jarabes glucosados es su pretratamiento. Compuestos como lignina
y hemicelulosa son degradados, permitiendo un acceso mas facil a la celulosa y/o el
almidon por parte de las enzimas utilizadas en las etapas posteriores. Este pretratamiento
puede darse por medio de molienda, alta temperatura y presion en presencia de agua. La
siguiente etapa es la aplicacion de enzimas amilasas o celulasas, las cuales tienen la
capacidad de hidrolizar los enlaces que unen las unidades de glucosa que componen el
almidon y la celulosa, obteniendo una solucién opaca rica en este azucar. La solucién
resultante se somete a procesos de clarificacion y decoloracion para reducir la turbiedad
y el color que presenta, y a procesos de concentracion, para eliminar parte del agua que
la componen, obteniendo soluciones mas concentradas y con un nivel de dulzura mas alto
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(Barros et al., 2019; Pihlajaniemi et al., 2020; Ruiz-Colorado & Bueno, 2017; Ruiz-
Colorado et al., 2009).

Esta etapa de clarificacion es realizada comiunmente mediante la centrifugacion, filtracion,
adsorcion con carbén activado o membranas de intercambio iénico (Belitz et al., 2009;
BeMiller, 2019; Hull, 2010). El objetivo de estas etapas es la remocion de sustancias
disueltas como restos de la pared celular, proteinas y grasas que no fueron degradados
durante la etapa de hidrdlisis, los cuales dispersan la luz que incide en estos productos,
aportando color y turbiedad a los jarabes (Almandoz et al., 2010; Cruz et al., 2019; Djalal
et al., 2019; Dominguez et al., 2004; Li et al., 2016; Singh et al., 2017). Pero la mayoria
de los métodos de clarificacion presentan inconvenientes, la decantacion y centrifugacion
a pesar de ser sencillos, presentan pérdidas de material alrededor del 50%, la filtracion a
pesar de los mejores resultados, requiere el uso de un proceso escalonado con equipo
costoso y la adsorcién a pesar de tener la mejor capacidad de retirar compuestos
coloreados, también adsorbe el 14.4% de los azucares reductores totales de los jarabes
(Almandoz et al., 2010; Dominguez et al., 2004; Kwan et al., 2018; Montafiez et al. 2011).

Dentro de los residuos que presenta un efecto sobre la turbiedad esté la pectina, un
polisacarido complejo presente en la pared celular de las plantas superiores, compuesto
por largas cadenas lineales de acido poligalacturénico unidas por enlaces a (1-4) y
regiones ramificadas de azucares variados unidos por hasta 20 tipos de enlaces diferentes
(Bonnin & Pelloux, 2020; Ravve, 2012; Ropartz & Ralet, 2020; Van Buren, 1991). La
remocion o degradacién de la pectina es un proceso de interés industrial, dada la
capacidad de este compuesto de formar geles cuando las regiones lineales de una
molécula de pectina interaccionan con las de otra, formando redes tridimensionales donde
se atrapan otras particulas sélidas, aumentando la turbidez y la viscosidad de las
soluciones donde este compuesto esta presente, dando una apariencia menos deseable
a los consumidores del producto final y dificultando procesos dependientes de la
viscosidad de fluido, los meétodos de clarificacion mencionados anteriormente,
corresponden a los métodos aplicados a la remocion de pectina y otros contaminantes
(Cerreti et al., 2017; Hosseini et al., 2021; Kharazmi et al., 2020; Ladeira et al., 2020). Un
método de clarificacion estudiado en la industria de los jugos de fruta y vinos es el uso
enzimas pectidicas para realizar la clarificacion de sus productos, porque las enzimas
tienen la capacidad de modificar y degradar la pectina, permitiendo obtener mayor
cantidad de un producto mas claro durante los procesos de extraccion, ademas de facilitar
el transporte y el procesamiento por la reduccion en la viscosidad (Ahmed & Sohail, 2020;
Pagnonceli et al., 2019; Lu et al., 2016; Ninga et al., 2021).

El objetivo de este capitulo es proponer una metodologia para la clarificacion de jarabes
glucosados mediante el uso de enzimas pectidicas, la caracterizacion de la materia prima
para la preparacion del jarabe, la medicion de la actividad y parametros cinéticos de la
enzima para la hidrolisis de la pectina. Luego se desarrolla un disefio de experimentos,
mediante superficie de respuesta, para encontrar las condiciones Optimas de agitacion y
relacion enzima - jarabe para la etapa de clarificacion.
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2.2. Materiales y métodos

2.2.1. Materiales

Para la produccion de jarabes glucosados se utiliz6 como sustrato fibra de maiz
proveniente del departamento del Valle del Cauca, la cual esta conformada por los restos
del endospermo de los granos del maiz producto de la maceracién del maiz y extraccion
de almidén (Gaspar et al., 2005 y 2007; Kalman et al., 2006; Kaur et al., 2020; Zhang et
al., 2021).

La enzima pectinasa/poligalacturonasa (EC 3.2.1.15), producida a partir del fitopatégeno
Aspergillus niger, fue obtenida del proveedor Sigma-Aldrich. La preparacion enzimatica
consiste en una solucion parda y transparente con glicerol como base, la cual es
almacenada a temperaturas entre 2 y 8 °C para su conservacion. Tedricamente, esta
solucion enziméatica presenta > 5 U/mg unidades enzimaticas por miligramo de proteina,
donde una unidad enzimatica corresponde con la cantidad de enzima que produce un
umol de acido galacturénico por minuto a un pH de 4.0 y una temperatura de 45 °C.

2.2.2. Caracterizacion de la materia prima

Para conocer la composicion quimica de la fibra de maiz utilizada en la produccion del
jarabe, esta fue sometida a un proceso de caracterizacioén bajo los protocolos propuestos
por el National Renewable Energy Laboratory (NREL por sus siglas en inglés) (Sluiter et
al., 2008a, 2008b, 2008c, 2008d, 2008e) y modificados por el laboratorio de procesos y
flujos reactivos de la universidad Nacional de Colombia - Sede Medellin (BIOFRUN). Se
determind el contenido de humedad y sélidos totales, secando las muestras en un horno
de conveccion Binder a 105 °C (NREL TP-510-42621), contenido de ceniza, calcinando
las muestras en una mufla con rampa de temperatura hasta los 575 °C (NREL TP-510-
42622), y extractivos en agua, etanol y hexano, calentando el solvente hasta la ebullicién,
(NREL TP-510-42619). Luego, se determind su contenido de carbohidratos estructurales,
celulosa y hemicelulosa y de lignina por medio de una hidrdlisis acida (NREL TP-510-
42618 y TP-510-42617) y su contenido de almidén usando enzimas amilasas para
degradar este compuesto (NREL TP-510-42624), midiendo la cantidad de azUcares
producidos para calcular la proporcién de estos polisacaridos en la muestra.

Para la determinacion del contenido de pectina se utilizé el procedimiento descrito por la
Norma Oficial Mexicana F-347-S-1980 (secretaria de comercio y fomento industrial, 1980),
hirviendo 50 g del material en 400 mL de agua destilada, precipitando la pectina con
hidréxido de sodio 1 N, cloruro de calcio 1 N y acido acético 1 N, y filtrando la muestra a
través de un papel filtro Whatman No. 41, con el fin de medir el cambio de peso que sufre
este filtro después de este proceso. Para medir la cantidad de proteina se realizd su
medicion en el laboratorio de Bromatologia de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Medellin, que utiliz6é el método de Kjeldahl.
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2.2.3. Produccion de jarabe a partir de la fibra de maiz

La produccion del jarabe sigui6 la metodologia propuesta en las patentes del laboratorio
BIOFRUN (Ruiz-Colorado & Bueno, 2017; Ruiz-Colorado et al., 2009). Empezando con
un pretratamiento térmico de la materia prima, afladiendo 850 + 5 g de agua destilada y
150 + 5 g de fibra de maiz para obtener un porcentaje de sélidos del 15%, luego fue
llevada a autoclavado y sometida a altas condiciones de presion (15 - 20 psig) y
temperatura (121 °C) durante 40 minutos. Los sdlidos obtenidos fueron lavados con agua
destilada y secados siguiendo el protocolo NREL TP-510-42620 (Hames et al., 2008). Una
vez finalizado el proceso de secado, se realiz6 la hidrdlisis enzimatica (HE), afiadiendo 28
g del material y 375 g de buffer de acetato 0.1 M con un pH de 5.0. Posteriormente, fueron
afadidos 14.8 ml de la celulasa. La solucién resultante se incub6 a una temperatura de
50 °C y una agitacién de 180 rpm durante 48 horas, finalmente la solucion rica en glucosa
se sometio a un bafo de agua en ebullicidn para desnaturalizar la enzima. Para verificar
la degradacion de la fibra de maiz, se realiz6 el seguimiento de los sélidos disueltos (°Brix)
presentes en la solucién, tomando 1 ml de la solucion y midiendo sus grados Brix en un
refractometro de bolsillo PAL-BX/RI, al principio de la reaccion, después de afadir la
enzimay cada 24 horas. Igualmente, fue medido el contenido de pectina del jarabe con el
procedimiento mencionado anteriormente en la seccion 2.2.

2.2.4. Determinacion de la actividad enzimatica de la pectinasa

Para la determinacion de la actividad enzimatica de las pectinasas. Se siguid la
metodologia propuesta por Li et al. (2015). Inicialmente, se construyd una curva de
calibracion con diluciones de 1/6000, 1/9000 y 1/12000, las cuales fueron incubadas a 50
°C por 30 minutos, en una solucién 5 g/L de pectina de manzana, lo que permitid
determinar la cantidad de acido galacturénico y sus oligosacaridos liberados utilizando el
método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Luego, mediante la ecuacion de la curva
obtenida, se determind el factor de dilucion que libera 0.4 g/L de acido galacturénico, que
se usa en la ecuacion 2.1 para determinar la actividad enzimatica.

0.687 U

Actividadg,,imq = Factor de dilucion - (2.1)

Donde 0.687 U/mL corresponde con la cantidad de enzima que libera 0.4 g/L, segun los
ensayos de Li et al. (2015), la curva de liberacion de acido galacturénico contra el inverso
de la dilucion presenta una region lineal entre 0.2 a 0.6 g/L, por lo que este punto central
fue seleccionado.

Para la determinacion de la cantidad de proteina en la solucién enzimatica, se utilizé el
método propuesto por Bradford (1976), midiendo la absorbancia a 595 nm al mezclar la
solucién con un tinte preparado a partir de Coomassie Brilliant Blue G-250 y comparando
la absorbancia de las muestras contra una curva de calibracion preparada a partir de
albumina de suero bovino con puntos en 0.2, 0.4,0.8, 1.2, 1.6 y 2.0 g/L.
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Método DNS modificado: se usé una versién modificada del método DNS propuesto por
Li et al. (2015). Se prepar¢ el reactivo DNS diluyendo 1 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico y
1.6 g de hidréxido de sodio en 100 ml de agua destilada. Se adicionaron 3 ml de este
reactivo a 1 ml de las soluciones estudiadas en tubos de ensayo de 25 ml, los cuales
fueron calentados en un bafio Maria en ebullicion por 5 minutos y enfriados en un bafio
de hielo durante 10 minutos para desarrollar el color. Finalmente, se adicion6 16 ml de
agua destilada para hacer una dilucion inicial de las soluciones. Para obtener un patrén
con el cual se puede contrastar la cantidad de azucares de las muestras anteriores, se
preparé una curva de calibracién usando soluciones de acido galacturénico de 0.125 a
20.0 g/L. Finalmente, se midi0o la absorbancia de las muestras a 540 nm en un
espectrofotometro UV-visible Thermo Scientific™ Evolution 60S, realizando una segunda
dilucion de las muestras si la absorbancia medida sobrepasaba un valor de 0.8.

2.2.5. Optimizacion del proceso de clarificacion

Con el fin de encontrar las condiciones Optimas de agitacion y relacion, enzima-sustrato
(E/S) se realizd un disefio central compuesto generado con el programa Minitab 2015
(version gratuita), los intervalos y puntos axiales (a) para la relacién E/S y la agitacion
utilizados en este disefio central son reportados en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Disefio central compuesto.

Variabl Valor

ariable -a -1 0 +1 +o
Relacién E/S
[U/mL (solucién 2.08 2.50 3.50 4.50 4.91
de sustrato)]
Agitacion [rpm] 200.5 215.0 250.0 285.0 299.5

Fuente: elaboracion propia.

El disefio obtenido corresponde con 4 experimentos usando los puntos axiales, 4
experimentos combinando los extremos de los intervalos y 6 puntos centrales, para un
total de 14 experimentos. Durante estos ensayos se incubaron 100 ml de jarabe
centrifugado a 4500 rpm, a 50 °C por dos horas, utilizando los parametros estudiados.
Una vez acabado este periodo de tiempo se midio claridad del jarabe, expresado como el
porcentaje de transmitancia a 600 nm (%T 600) por medio de un espectrofotometro UV-
Visible Thermo Scientific™ Evolution 60S, el pH con un pH-metro Titulador 848 Titrino
plus, los sélidos totales (°Brix) con un refractometro de bolsillo PAL-BX/RI y los azUcares
reductores usando el método DNS. Estos datos fueron analizados por medio de un
analisis de varianza (ANOVA) usando el programa Minitab 2015.

2.2.6. Determinacion de los parametros cinéticos de la enzima
Para determinar los parametros cinéticos de la enzima pectinasa, velocidad maxima (Vmax)

y la constante de Michaelis-Menten (Kwu), se siguio la metodologia propuesta por Doran
(2013). Se prepararon 300 ml de soluciones de pectina de manzana con una
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concentracion entre 0.01 - 0.15% p/p, las cuales fueron tratadas con la relacion E/S y
agitacion optima determinadas en el disefio central compuesto de la seccion 2.2.5. Para
estimar la cantidad de producto generado por la accion de la enzima, se tomaron 5 ml del
medio de reaccion cada 5 min, inactivando la enzima en un bafio de agua en ebullicion.
Luego se midio6 la cantidad de oligosacaridos de acido galacturonico liberados utilizando
el método DNS. Posteriormente, se grafico la cantidad de azlcar liberada en moles
respecto al tiempo y se tomoO la pendiente generada por los primeros 5 datos
experimentales, lo que permitié determinar la velocidad inicial (Vi) del proceso. Estos
valores de velocidad son usados para generar un diagrama de Lineweaver-Burk,
graficando el inverso de la velocidad (1/Vi) contra el inverso de la concentracion de
sustrato (1/[S]), lo que permitié determinar Vmaxy Kwm.

2.2.7. Cinética del proceso de clarificacién

Se realiz6 un seguimiento del cambio de la claridad y concentracion de azlcares
reductores en el tiempo de los jarabes tratados mediante HE, sometiendo 300 ml de jarabe
a un proceso de clarificacion, con la concentracion enzimatica y agitacion de 6ptimas a 50
°C. Cada 20 minutos se retiraron 10 ml de solucion, inactivando la enzima en un bafio de
agua hirviendo a 95 °C durante 5 minutos y enfriando en un bafo de hielo, luego son
centrifugados a 4500 rpm por 5 minutos. Por medio del método DNS se determiné la
cantidad de oligosacaridos de acido galacturonico liberados y se midio la transmitancia a
600 nm para determinar la claridad en los jarabes producidos.

2.3. Resultados y discusion

2.3.1 Resultados de la caracterizacion de la materia prima

La Tabla 2.2 presenta los resultados de la caracterizacion de la fibra de maiz, con estos
ensayos se determind un 12.9% de celulosa, la cual puede ser hidrolizada por medio de
celulasas, y un 0.4% de pectina, la cual termina en los jarabes por los procesos de
calentamiento e hidrdlisis de la celulosa.
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Tabla 2.2. Caracterizacion de la fibra de maiz base seca.

Componente Porcentaje (%)
Humedad 85+0.1
Sélidos Totales 915+0.1
Celulosa 16.3+£0.1
Hemicelulosa 275+£0.1
Lignina 13.4+0.1
Pectina 04+0.1
Almidon 0.0£0.1
Proteina 9.4+0.1
Cenizas 06+0.1
Extractivos Totales 324 +£0.1
Total 100.1+0.1

Fuente: elaboracion propia

Comparando los resultados obtenidos con los presentados por Gaspar et al., Kalman et
al., Kaur et al. y Zhang et al., (Gaspar et al., 2005; Kalmén et al., 2006; Kaur et al., 2020;
Zhang et al., 2021), se puede apreciar valores similares en la celulosa, y cenizas en el
trabajo de Kalman et al. que reporta un valor del 15% para la celulosa y del 1% para las
cenizas. El valor de la hemicelulosa fue menor comparado con este trabajo donde reportan
un valor del 37.1%, siendo mas cercano al valor reportado por Kaur et al. donde se
presenta un 22.4%. El articulo de Géaspar et al. obtuvo un valor de lignina del 12.2%
bastante similar al obtenido en este estudio. Una posible fuente de variacién es la
presencia de almiddn reportada por estos autores, el residuo que se utilizé en este ensayo
es se le han realizado diversos procesos para retirar el almidon, mientras en la literatura
reporta fibra de maiz en natura a la cual ain no se le ha retirado el almidon o solo se les
ha realizado este proceso.

2.3.2 Resultados de la produccion de jarabe a partir de la fibra de maiz

En la Tabla 2.3 se puede apreciar las condiciones para la elaboracién de los jarabes que
se usaran en los ensayos de clarificacion.
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Tabla 2.3. Condiciones para la produccion de los jarabes.

Recipiente 1 2 3 4 5
Peso Sélidos [+0.0001 g] 28.2848 29.2029 28.2521 28.0483 28.0177
Peso buffer [+5 g] 375 375 375 375 375
% solidos [p/p] 7.01 7.22 7.01 6.96 6.95
% enzima [v/v] 3.70 3.70 3.70 3.70 3.70
°Brix iniciales fibra de maiz [+ 0,1°] 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
°Brix enzima [+ 0,1°] 2.3 2.4 2.6 2.6 2.6
°Brix 24 horas [+ 0,1°] 5.2 5.0 5.0 5.1 4.9
°Brix 48 horas [+ 0,1°] 5.4 51 5.0 5.0 5.0

Fuente: elaboracion propia

Observando el desarrollo de los sdlidos disueltos, este fue muy similar en todos los
ensayos, duplicandose durante las primeras 24 horas después de haber afadido la
enzima, pero permaneciendo aproximadamente constante hasta llegar a las 48 horas.
Estas cinco soluciones se centrifugaron a 4500 rpm por cinco minutos para eliminar los
sélidos de mayor tamafio y se combinaron, obteniendo un jarabe con 4,8 °Brix y una
concentracion de pectina del 0.13 £ 0.02 %. Este jarabe presenté inicialmente una
concentracion de azucares reductores de 22.37 g/L y una claridad de 11.8 %T600, la cual
paso a 62.6 %T600 después de la centrifugacion inicial, este jarabe es el que se usara
para los ensayos de clarificaciébn con enzima.

2.3.3 Resultados de la determinacién de la actividad enzimatica de la
pectinasa

La cantidad de oligosacaridos de acido galacturonico liberados por las soluciones
enzimaticas con un factor de dilucién de 6000, 9000 y 12000 fue de 0.472, 0.385y 0.314
g/L respectivamente, graficando estos resultados contra su correspondiente factor de
dilucién se obtuvo una linea con un coeficiente de determinaciéon R? de 0.996 y una
ecuacion:

Factor de dilucion = —37830- A.Gal + 23759 (2.2)

Reemplazando el valor de 0.4 g/L en esta ecuaciébn muestra que la concentracién de
enzima que libera 0.4 g/L de acido galacturénico presenta un factor de dilucién de 8627,
utilizando este dato en la ecuacion 2.1 se determind que la solucion enzimatica original
tiene una actividad de 5.926 U/pL.

La curva de calibracion de albumina entre 0.2 a 2.0 g/L utilizada para la determinacion de
la proteina presenta un coeficiente de determinacion R? de 0.968 y es representada por
la ecuacion 2.3:

Concentracion (g/L) = 40,5826 - Abs — 0,0439 (2.3)

Donde Abs es la absorbancia de la muestra y Concentraciéon (g/L) es la cantidad de
proteina presente en la muestra. Midiendo la absorbancia a 595 nm de 1 L de solucion
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enzimatica disuelta en 1 ml de agua destilada, se encontré una absorbancia de 0.027 +
0.001, que corresponde a una concentracion de 1.072 mg de proteina/pL en la solucion
enzimatica, lo que nos permite encontrar que la actividad especifica de la enzima tiene un
valor de 5.528 U/mg de proteina, que concuerda con el valor reportado por el proveedor
de > 5 U/mg de proteina.

2.3.4. Resultados de la optimizacion del proceso de clarificacion

Los resultados de claridad, pH, azUcares liberados y sélidos disueltos para los 14 ensayos,
un blanco sin tratamiento enzimatico y jarabe sin centrifugar pueden apreciarse en la
Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Disefio de experimentos para la etapa de clarificacion.

Ensayo Relacion Agiitacion Claridad oH Azucar liberado Sélid_os
E/S (%T600) (g/L) (°Brix)

1 a+ 0 74.4 4.851 25.265 4.7

2 0 0 79.7 4.842 24.553 4.6

3 0 0 78.5 4.835 24.506 4.6

4 -1 +1 77.2 4.823 24.695 45

5 +1 -1 77.7 4.855 25.312 4.6

6 0 a- 71.4 4.837 23.177 4.6

7 0 0 79.1 4.835 24.648 4.6

8 -1 -1 69.7 4.860 24.221 4.6

9 0 0 80.1 4.833 24.411 4.6

10 0 0 79.3 4.840 24.316 4.6

11 a- 0 67.5 4.877 23.936 45

12 +1 +1 77.8 4.857 25.122 4.6

13 0 0 76.9 4.843 24.506 4.6

14 0 a+ 77.1 4,752 24.695 4.6

Blanco enzima - - 62.6 4.897 22.655 4.5

Blanco de Jarabe - - 11.8 4914 22.370 45

Fuente: elaboracion propia

Haciendo un andlisis de los resultados, se observa que a una mayor relacion enzimatica
se libera mas acido galacturdnico, lo que lleva a una reduccion del pH, y también se puede
apreciar un ligero aumento de los sélidos disueltos a medida que se aplica mas enzima,
pero al momento de estudiar la interaccion entre la relacion enzimética y la agitacion, y el
efecto que tienen estas variables en la claridad se hace dificil encontrar un resultado claro,
por lo que estos datos fueron procesados con Minitab 2015 (version gratuita), en la Tabla
2.5 se puede apreciar los resultados de este andlisis, con el fin de poder apreciar mas
facilmente la presencia de puntos de inflexion en la superficie generada al generar un
modelo empirico de segundo orden:
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Tabla 2.5. ANOVA para claridad.

Coeficientes Valor Valor p
R2 0.878 0.002
R? ajustado 0.802 0.002
Constante 78.933 5.138e-14
R E/S 2.295 0.006
Agitacion 1.958 0.01

R E/S? -3.242 0.001
Agitacion? -1.592 0.04

R E/S*Agitacion -1.850 0.07
Falta de ajuste - 0.06

Fuente: elaboracion propia

Este modelo generado por el analisis ANOVA muestra que los coeficientes de primer y
segundo orden para la relacion enzimatica y la agitacién son significativos, con un nivel
de confianza mayor al 95%, al presentar un valor p menor que 0.05, pero la interaccién de
estos dos coeficientes al presentar un valor p mayor que 0.05, no se puede asumir como
significativo a este nivel de confianza. EI modelo empirico puede ser expresado por la
siguiente expresion polinémica

Claridad (%T600) = 78.933 + 2.295 - Relacién E /S + 1.958 - agitacion — 3.242 - Relacién E/S? — 1.592  agitacién? (2.4)

El desempefio de este modelo puede ser verificado con los valores del coeficiente de
determinacion (R?), coeficiente de determinacién ajustado (R? ajustado) y el valor p de la
falta de ajuste, los datos utilizados para generar al modelo se ajustan a este, por lo que el
valor de R? y R? ajustado son cercanos a 1y presentan un valor p (0.001) menor que 0.05,
por otra parte, la falta de ajuste al modelo tiene un valor de 0.06 mayor que 0.05 mostrando
gue este modelo es aceptable para representacion de estos y la prediccién valores
nuevos, al utilizar valores nuevos de agitacion y relacion E/S en la ecuacion 2.4. En la
primera parte de la figura 2.1 se puede apreciar que la claridad presentan un maximo al
aplicar 3.716 unidades de enzima por ml de jarabe (0.627 pL de solucion enziméatica por
mL de jarabe) y una agitacion de 267 rpm, al aplicar una cantidad de enzima menor no se
remueven completamente los residuos de pectina y se obtiene una claridad menor,
mientras que si se usa una cantidad mayor de enzima la presencia de estos compuestos
disueltos causa que la transmitancia de la luz sea menor, obteniendo jarabes menos
claros. En la segunda parte de la figura se muestra una representacion 3D de la superficie
obtenida con el disefio experimental, mostrando claramente la presencia de un maximo
en la region mencionada anteriormente.

62



290
280 Claridad

270
80

260 4

250 4

WHHBROS

Claridad -

dHEANBRDS

Agitacién (rpm)

vl

240 -
300

2304

60

250

220 Agitacion

210 3

RE/S =

2,5 3,0 3,5 4,0 4,5
Relacién E/S

Figura 2.1. a) Contorno de claridad respecto agitacion y relaciéon E/S. b) Representacién 3D de la superficie. Fuente:
Elaboracion propia

Para validar los resultados de la optimizaciéon hecha usando este modelo se realizaron
pruebas de clarificacion por triplicado en el punto 6ptimo (3.7143 U/mL y 267.4991 rpm),
uno con alta agitacion y enzima (4.9142 U/mL y 299.4975 rpm), y uno con baja agitacion
y enzima (2.0858 U/mL y 200.5025 rpm), comparando los resultados obtenidos con los
predichos, en la Tabla 2.6 se observan los resultados obtenidos:

Tabla 2.6. Validacién del disefio central compuesto.

Ensayo Valor obtenido Valor esperado %Error
Alto 749+29 74.9 0.1
Optimo 78.6 + 0.6 79.7 1.4
Bajo 70.3+1.7 71.1 1.1

Fuente: elaboracion propia

Bajos valores de error (<2%) indican que el modelo obtenido puede ser usado y que el
Optimo se encuentra en la region alrededor de 3.7143 U/mL y 267.4991 rpm.

2.3.5. Resultados de ladeterminacion de los parametros cinéticos de la
enzima

Las soluciones de pectina de manzana utilizadas para esta determinacion fueron de 0.010,
0,015, 0.030, 0.090 y 0.150% p/p, la velocidad inicial obtenidas al graficar la cantidad de
azucares liberados contra el tiempo, tomando la pendiente obtenida en los primeros 25
minutos pueden ser apreciadas en la Tabla 2.7.

Tabla 2.7. Velocidades iniciales y concentracion.

Concentracion (% p/p) Velocidades iniciales (g/L - min)
0.010 0.012
0.015 0.017
0.030 0.035
0.090 0.112
0.150 0.186

Fuente: elaboracion propia
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Graficando el inverso de estos valores de velocidad inicial y el inverso de la concentracion
de pectina en moles, se obtiene el diagrama de Lineweaver-Burk, el cual presenta un
coeficiente de determinacion del 0.998 y es explicado por la ecuacion:

1/Vi = 6.68E — 04 - 1/[pectina] + 0.0522 (2.5)

Con este diagrama se encontrd que la Vimax de la enzima es de 2439,7 mg/(mL*min) y un
Km de 1.656 mg/mL, este valor de Ku es similar al obtenido por Dalagnol et al. [56] que
presenta una Vmax 1513 mg/(mL*min), Km = 1.6 mg/mL. Una comparacion entre estos
resultados puede ser hecha, porque en este estudio también se busca la actividad de
enzimas pectidicas producidas por el hongo Aspergillus niger, utilizando la pectina de
manzana como sustrato. La presencia de polimorfismos en las enzimas de la familia de
las pectinasas, y al uso de otros factores al momento de encontrar los parAmetros como
el uso de ultrasonidos o la aplicacion de otros métodos de obtencion y purificacion son
posibles razones para explicar la diferencia obenida en el trabajo de Dalagnol et al y el
trabajo actual

2.3.6. Resultados de la cinética del proceso de clarificacion

Para realizar estos ensayos se utilizd una nueva muestra de jarabe siguiendo los mismos
pasos para su preparacion que en los ensayos anteriores, esta solucién presentaba
inicialmente una claridad de 65.8 %T600, 0.051 + 0.002 % de pectina y unos azucares
reductores de 17.636 g/L, después de las dos horas de tratamiento, el incremento de la
claridad lleg6 a un valor de 88,1 %T600, siguiendo una linea curva con un coeficiente de
determinacion R? del 0.993, la cual es descrita por la ecuacién polinomial:

Claridad (%T600) = 66 + 0.15-t + 2.66E — 04 - t2 (2.6)

Los azucares reductores llegaron a un valor de 20,901 g/L, esta propiedad sigui6 una linea
curva, la cual puede ser descrita por la siguiente ecuacion y presenta un R? de 0.987:

AzGcares (g/L) = 17.5 + 0.0445-t + —1.28E — 04 - t2 (2.7)

Comparando estos resultados con los obtenidos durante las pruebas de clarificacion
anteriores mostrados en la Tabla 2.4, se puede apreciar que se obtuvo una mayor claridad
del jarabe, pero una menor cantidad de oligosacaridos de acido galacturénico liberados,
estos resultados pueden ser explicados por qué el jarabe utilizado es estos nuevos
ensayos presenta una menor cantidad inicial de pectina, logrando llegar a un jarabe final
con menos pectina que es mas claro y al degradar menos pectina se presentan menos de
estos compuestos. En la figura 2.2 se puede apreciar la apariencia del jarabe antes y
después del proceso de clarificacion enziméatica, mostrando el incremento de la claridad
por accion de este proceso.
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Figura 2.2. Jarabe sin tratar y jarabe tratado. Fuente: “elaboracic')n propia
2.4. Conclusiones

En este capitulo fue posible producir un jarabe de glucosa a partir de fibra de maiz y
desarrollar una metodologia para la clarificacién de jarabes glucosados mediante enzimas
pectidicas. La caracterizaciéon de la fibra de maiz utilizada para la preparacién del jarabe
contiene 16.3% de celulosa, 27.8% de hemicelulosa, 13.4% de lignina, 0.4% de pectina,
0.6% de cenizas y 32.4% de extractivos. Se obtuvo un jarabe de glucosa siguiendo las
metodologias del laboratorio BIOFRUN, con una concentracion de azucares reductores
entre 17.63 - 22.37 g/L y una concentracion de pectina entre 0.05 - 0.13%, entre 62.6 -
65.8 %T600 de claridad en los diferentes lotes. Mediante un andlisis ANOVA se determiné
que la cantidad de enzima y la agitacion que generaban la respuesta mas alta en la
claridad del jarabe se encuentran alrededor de 3,716 U/mL y una agitacion de 267 rpm,
pasando de 65.8 a 88.1 %T600. Adicionalmente, se realiz6 una caracterizacion de la
enzima proveniente del hongo Aspergillus niger, la cual presenta una actividad de 5.528
U/mg yuna Vmax 19151 U/mL y Km de 1.656 mg/mL, cuando es usada pectina de manzana
como sustrato. A partir de los diferentes resultados, se buscara estudiar el modelado del
proceso de clarificacién por medio de la simulacién del proceso de degradacion de pectina
y ver como esta afecta la claridad del jarabe
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CAPITULO 3: Simulacion del proceso enzimatico de clarificacion de
jarabes glucosados

En este capitulo se realiza la simulacion del proceso de clarificacion enzimética de jarabe,
utilizando los datos experimentales encontrados en el capitulo anterior e informacion de
la literatura, se procede a formular un mecanismo de reaccion para la degradacion de la
pectina por medio de las enzimas pectidicas, qué combinado con los parametros cinéticos
encontrados en el capitulo 2 y en la literatura permiten encontrar un modelo capaz de
simular el proceso de degradacion de la pectina y formacion del acido galacturénico y sus
oligosacaridos, y la relacién de esta degradacién con la clarificacion del jarabe.

3.1 Introduccioén

En el proceso de produccion de jarabes glucosados a partir de residuos agroindustriales,
son usadas enzimas amilasas y celulasas para degradar el almidén y la celulosa
presentes, liberando la glucosa que los compone y asi obtener una solucion rica en este
azucar (Barros et al., 2019; Pihlajaniemi et al., 2020; Ruiz-Colorado & Bueno, 2017; Ruiz-
Colorado et al., 2009). Al momento de realizar esta hidrolisis, quedan sélidos suspendidos
en el jarabe que le dan un aspecto turbio y opaco al dispersar la luz que entra a este. Por
esta razon, estos jarabes son sometidos a procesos de clarificacion, donde estos
compuestos son degradados o removidos (BeMiller, 2019; Dominguez et al., 2004; Hobbs,
2009; Hull, 2010). En el capitulo anterior se estudid, el uso de enzimas pectidicas para
realizar la hidrdlisis de la pectina, un compuesto que tiene la capacidad de formar geles,
los cuales atrapan otros sélidos, causando aumentos de la viscosidad y turbidez (BeMiller,
1986; Rexova-Benkova 1973). En el capitulo anterior se encontré6 que las enzimas
pectidicas presentan la capacidad de mejorar el proceso de clarificacion de los jarabes
glucosados producidos a partir de residuos agroindustriales, aumentando la claridad de
los jarabes de un 65 - 70 % a un 85 - 90 %.

Existen diversos estudios que se han centrado en analizar, como las diferentes enzimas
pectidicas obtenidas de diferentes hongos, bacterias y plantas actian sobre la pectina y
los subproductos formados durante la degradacion de las biomasas lignoceluldsicas, y
otras maneras de mejorar el proceso de degradacion de pectina, como los publicados por
Biz et al. (2014), Desagiacomo et al. (2021) y Munir et al. (2020). Biz et al. estudiaron la
cinética del proceso de degradacién de pectina, la formacion de los azlcares contra el
tiempo y la reduccién en velocidad que sucede al principio de la reaccién, Desagiacomo
et al., estudiaron la enzima desde su estructura ternaria y cuaternaria de la cadena
polipeptidica, el modo de accion, las condiciones Optimas de operacion y la inactivacion
por presencia de inhibidores metalicos y Munir et al. también estudiaron los métodos de
produccion de la enzima, sus diferentes aplicaciones industriales y la caracterizacion
cinética de la enzima. Hay muy pocos estudios centrados en modelar el proceso de
clarificacion enzimatica, y los pocos que hay se centran en buscar las condiciones 6ptimas
para obtener la clarificacion mas alta y la prediccion de la operacion del proceso, por medio
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de modelos de redes neuronales o usando exclusivamente disefios de superficie de
respuesta. El uso de modelos matematicos con base fenomenoldgica presenta ventajas
para su uso en la investigacion y la industria, permitiendo realizar la simulacién del
proceso en solo segundos, con la capacidad de devolverse y analizando la formacion y
degradacion de cada uno de los compuestos que intervienen en la reaccion (Alvarez et
al., 2009; Gémez et al., 2008; Ortega et al., 2016). En este trabajo se realizé la simulacion
del proceso de clarificacién de jarabes glucosados, teniendo en cuenta efectos como la
temperatura, el pH, la agitacion y la inactivacion de la enzima por transferencia de calor,
gue son procesos inherentes de la hidrdlisis enzimatica y cuya incorporacion permitiria
obtener unos resultados mas similares a la realidad del proceso.

3.2. Materiales y métodos

3.2.1. Materiales

En este trabajo se utiliz6 como sustrato el jarabe glucosado producido a partir de la
hidrélisis de la fibra de maiz, un residuo generado por la molienda de los granos del maiz
y la extraccion del almidon, dejando solo el endospermo del grano. La caracterizacion de
esta materia prima por medio de las metodologias del National Renewable Energy
Laboratory (NREL) y el método de producciéon del jarabe por medio de la hidrolisis
enzimatica de la fibra de maiz fue reportado, en el capitulo 2.

Para realizar la degradacion de la pectina se utilizé la pectinasa/poligalacturonasa (EC
3.2.1.15) proveniente del hongo Aspergillus niger, obtenida del proveedor Sigma-Aldrich.
Esta solucidén consiste en un liquido transparente de color café en base de glicerol, el
proveedor informa > 5 unidades enzimaticas por miligramo de proteina, donde una unidad
enzimatica corresponde a la cantidad de enzima que produce un pmol de acido
galacturonico por minuto a un pH de 4.0 y una temperatura de 45 °C. Para conservar la
solucion enzimatica, esta se mantiene a una temperatura de 2 a 8 °C

Se utiliz6é el programa MATLAB® vy la funcién odel5s para la solucion del sistema y la
funcién fmincon con el fin de realizar la optimizacién de los parametros del modelo, que
tiene la capacidad de encontrar los minimos locales en las ecuaciones no lineales como
las usadas en el modelo, permitiendo la optimizacion de los parametros de este.

3.2.2. Modelado y estimacion de parametros para la hidrolisis
enzimatica de la pectina.

Planteamiento del mecanismo de reaccién de la hidradlisis: para el planteamiento del
mecanismo para la degradacién de la pectina se acudi6 a la literatura para buscar modelos
0 mecanismos de reaccion, que explican esta reaccion por medios enzimaticos. Durante
esta busqueda se llegé al trabajo realizado por Massa et al. (2007), donde se estudio el
modo de accién de una poligalacturonasa obtenida del fitopatdgeno Burkholderia cepacia,
generando un mapa de reacciones que muestra como la degradacion de la pectina
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comienza con la hidrélisis de este polisacarido en oligosacaridos de 3 a 6 unidades de
acido galacturoénico, los cuales vuelven a reaccionar con la poligalacturonasa, generando
monomeros, dimeros y trimeros de este acido, que se acumulan al no reaccionar con la
pectina o tener una baja velocidad de reaccion.

Pero como en la experimentacion se utilizé la enzima obtenida del hongo Aspergillus niger,
no se pueden utilizar las mismas reacciones, por esta razén se acudié a los articulos
publicados por Bennen et al. (1999) y Rexova-Benkova (1973) que muestran como actta
la poligalacturonasa obtenida de este hongo sobre la pectina y los oligosacaridos
producidos durante el proceso, estudiando en que enlaces de las moléculas se realiza el
corte y en qué proporcion se forman los productos. El polisacarido de 6 unidades (OGS6)
puede ser cortado en 3 diferentes posiciones (primer, segundo y tercer enlace), generando
un mondémero de acido galacturénico (MS1) y un polisacérido de 5 unidades (OGS5) el
65% de los casos, un dimero (DS2) y un polisacarido de 4 unidades (OGS4) el 57% de
los casos o dos unidades del trimero (OGS3) el 8% de los casos. El OGS5 solo puede ser
cortado en el primer o segundo enlace, generando MS1 y OGS4 el 67% o DS2 y OGS3
el 33%. A pesar de que el OGS4 puede ser cortado en 2 diferentes enlaces, la
poligalacturonasa del Aspergillus niger solo cataliza el corte del primer enlace formando
un MS1 y un OGS3 (Rexova-Benkova, 1973; Bennen et al., 1996 y 1999). Combinando
esta informacién se llego al planteamiento de un mecanismo de reaccion, el cual puede
ser apreciado en la Figura 3.1.

Degradacion
Inhibicion

0GS6 = Hexasacarido de A. Gal
0OGS5 = Pentasacarido de A. Gal
0GS4 = Tetrasacarido de A. Gal
0GS3 = Trisacdrido de A. Gal
DS2 = Disacarido de A. Gal

MS1 = Mono sacarido de A. Gal

Figura 3.1. Mecanismo de reaccién propuesto para la degradacion de la pectina. Adaptado de los trabajos de Bélafi-
Baké et al. (2007), Bennen et al. (1996 y 1999), Massa et al. (2007), Rexova-Benkova (1973) y Rosso et al. (1995).

Parametros cinéticos del modelo: segun los estudios realizados por Bélafi-Baké et al.
(2007), Dalagnol et al. (2017) y Todisco et al. (1994), las enzimas pectidicas siguen una
cinética de Michaelis-Menten, por esta razon en el capitulo anterior se estimaron estos
parametros para la degradacién de la pectina por medio de un diagrama de Lineweaver-
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Burk. Los parametros cinéticos para las reacciones donde se degradan los oligosacaridos
fueron obtenidos de los trabajos realizados por Bennen et al. (1999) y Rexova-Benkova
(1973), mientras que los parametros para la inhibicién causada por la presencia del acido
galacturénico y su trimero fueron obtenidos de los trabajos realizados por Bealafi-Bako et
al. (2007) y Rexova-Benkova (1973), en este ultimo articulo también se habla que el
dimero de &cido galacturdnico no produce un efecto inhibitorio en la enzima, por lo que no
se tuvo en cuenta ningun parametro de inhibicidén para este compuesto.

Seleccion de la ecuacion de optimizacion para la hidrdlisis de la pectina: con el fin
de optimizar la simulacion del proceso de hidrolisis enzimética de la pectina y verificar la
veracidad de los parametros encontrados experimentalmente y en la literatura, se busco
estimar los parametros cinéticos de la reaccion usando la ecuacion fmincon del software
MATLAB®, permitiendo encontrar un minimo local de una funcién no lineal multivariada.
La funcion escogida para realizar esto fue el error cuadratico medio global (MSE¢opal)-
mostrada a continuacion:

7;1(MSE]')

m

MSE¢iopar = (3.1)
Donde m = 2 es el nUmero de variables dependientes estudiadas j (Claridad del jarabe C
y concentracion de azlcares Az), MSE; corresponde al error cuadratico medio y SSE; es
la suma del error cuadratico, expresados mediante las ecuaciones 3.2. y 3.3.

SSE]'

MSE; = (3.2)

J n

N2
SSE; = Y. (v — 9i) (3.3)

yi; corresponde al valor experimental de las variables dependientes (j) para Cy Az, §;; es
el valor predicho de estos dos resultados y n = 7 es la cantidad de valores experimentales
obtenidos. Para definir si el modelo presenta una buena aproximacion a los datos reales,
se puso una meta de obtener un %MSE¢;;,,; menor al 10%, mostrando el buen ajuste de
los datos simulados a los datos experimentales.

3.2.3. Datos del proceso de clarificacién

Se utilizaron los datos de la variacién de la claridad y la concentracion de azlUcares durante
el proceso de clarificacion obtenidos en la clarificacion enzimética realizada en el capitulo
anterior para hacer la comparacion del modelo con los datos reales.
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3.2.4. Validacion del modelo

Para verificar la validez del modelo, se prepararon jarabes con condiciones iniciales
diferentes, siguiendo el protocolo del capitulo 2 y se sometieron al proceso de clarificacién
aplicado anteriormente, afladiendo 3.716 Unidades enziméticas por mL de jarabe y
aplicando una agitacion de 267 rpm, comparando los resultados obtenidos
experimentalmente con los simulados por el modelo optimizado, utilizando los parametros
estimados por medio del software MATLAB® y su funcion fmincon.

3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Resultados del modelado y estimacién de parametros para la
hidrélisis enzimatica de la pectina.

Planteamiento del mecanismo de reaccidon de la hidrélisis: el objetivo del modelo es
ser capaz de simular el proceso de clarificacion enzimatica del jarabe por medio de la
degradacion de la pectina presente en él, teniendo en cuenta efectos como la inhibiciéon
por la presencia del acido galacturénico y su triglicérido, el efecto de la temperatura, pH,
inactivacion por temperatura y agitacion.

Suposiciones:

e Lareaccion inicial de la pectina con la poligalacturonasa solo genera oligosacaridos
de 6, 5, 4 y 3 unidades.

e La degradacion de la pectina produce oligosacaridos de 6, 5, 4 y 3 unidades por
partes iguales.

e Eldisacarido no produce inhibicién en ninguna de las reacciones de degradacion.

e La concentracién inicial de los oligosacaridos es de 0 g/L.

e Se asume gque la solucion presenta propiedades termodinamicas similares a las del
agua.

Balances de materia y energia

dPectina

aw P (3.4)
dOthS6 = 0.25 %7, — Togse (3.5)
dOthSS = 0.25 %1, + 0.35 * 79556 — Toass (3.6)
dothS4 = 0.25 1, + 0.57 * 19656 + 0.67 * Tog55 — Togsa (3.7)
dOthSS = 0.25 %1, + 0.08 * 2 * 1656 + 0.33 * 7555 + o654 — Togss (3.8)
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aDs2

7 = 0.57 % Togse + 0.33 * Togss + YoGs3 (39)
dMS1

e 0.35 * 19¢56 + 0.67 * 1955 + Togsa + Tocss (3.10)
d_T _ H*A*(Te-T) (3 11)

dt (VolsxDensidad+*Cp)

Las ecuaciones 3.4 a 3.10 presentan los balances de masa para la pectina y sus
oligosacaridos menores, la velocidad de reaccion 7, corresponde con la velocidad a la que

se degrada la pectina, ry;53 con la degradacidn del trisacarido, ry;s4 CON la degradacion
del OGS4, ry¢s5 con la degradacion del OGS5 y 1,456 CON la degradacion del OGS6. La
ecuacion 3.11 es un balance de energia para ver la variacion de la temperatura con el
tiempo, H es el coeficiente de transferencia de calor, A es el area exterior del recipiente,
Te es la temperatura exterior que calienta la solucidn, T es la temperatura actual de la
solucion, Vol es el volumen de la solucién y Cp es el calor especifico de la solucién, sin
tener en cuenta efectos de calentamiento por la agitacion o por calores de reaccién exo o
endotérmicos.

Ecuaciones constitutivas

. Vmaxyx*[X]*Thau*Rho*Kd
T (Kmy*(1+(MS1/KI1))*(1+(0GS3/KI3)+[X]))

Ty (3.12)

La ecuacion 3.12 es una version modificada de la ecuacién de Michaelis-Menten,
afadiendo el efecto de la temperatura (Thau), pH (Rho), inactivacion por efecto de la
temperatura (Kd) y la inhibicién causada por la presencia del acido galacturénico y su
trimero. Para cada compuesto X se varian los valores de concentraciéon ([X]), velocidad
maxima (Vmax) y constante de Michaelis-Menten (Kv) de acuerdo a los parametros
encontrados.

(T-Tmax)*(T—-Tmin)?
(Topt—Tmin)*((Topt—Tmin)*(T—Topt)—(Topt—Tmax)*(Topt+Tmin—2xT))

Thau =

(3.13)

_ (pH-pHmin)*(pH-pHmax)
Rho = (pH—pHmin)*(pH—pHmax)—(pH—pHopt)? (3 14)

Las ecuaciones 3.13 y 3.14 fueron obtenidas del articulo publicado por Rosso et al. (1993
y 1995), estas ecuaciones explican el efecto que tiene la temperatura y el pH en una
reaccion bioquimica de una manera aproximada. Para lograr esto se usan los valores de
pH y temperatura maximos y minimos soportados por la enzima, y el valor éptimo al que
trabaja, los cuales fueron obtenidos de la literatura (Cerreti et al., 2017; Dal Magro et al.,
2019; Hosseini et al. 2021; Kharazmi et al., 2020; Ladeira et al., 2020; Mohammadi et al.,
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2020; Ninga et al., 2021; Pagnonceli et al., 2019), ademas de los valores actuales de
temperatura y pH

Kd = [E] » eCKin+t) (3.15)

La ecuacion 3.15 explica la inactivacion de la enzima por el efecto de la temperatura,
segun los estudios realizados por Serrano et al. (2021), la poligalacturonasa del
Aspergillus niger comienza a degradarse a los 40 °C. La ecuacién fue obtenida del trabajo
de Ma et al. (2015) que estudia la inactivacion térmica de una poligalacturonasa obtenida
del hongo Aspergillus niger, donde de t es el tiempo en minutos, [E] es la concentraciéon
inicial de la enzima y Kin es el factor de inactivacion (para 50 °C kin = 0.0210 1/min)

Para el célculo del coeficiente de transferencia de calor H, se empezd calculando el
namero de Reynolds en recipientes agitados con la correlacion 3.16 obtenida del articulo
de Mabhir et al. (2021), que utiliza la velocidad de agitacion (rps), la viscosidad cinematica
v (kg*m/s), densidad p (kg/m3) y diametro del recipiente (m) para calcular este numero
adimensional.

xAgitacion*Diametro”2
P (3.16)

Reynolds =

v

Otro namero adimensional necesario para realizar este céalculo es el numero de Prandtl,
que viene dado por una correlacién 3.17 entre la viscosidad cinematica, el calor especifico
Cp (kJ/kg*K) y conductividad térmica k (W/m*K).

Prandtl = w;(ﬂ (3.17)

Con estos dos numeros se encuentra el numero de Nussel, usando la correlacion de Dittus
& Boelter (3.18), que permite calcular este nUmero para sistemas turbulentos, como este
sistema se esté calentando el valor de nn = 0.4. Este nimero adimensional es la relacién
entre el coeficiente de transferencia de calor H, la longitud caracteristica/diametro D y la
conductividad térmica k, permitiendo despejar este parametro H.

Nussel = 0.023 = (Reynolds®?®) x (Prandtl™) (3.18)
Nussel = M (3.19)
Nussel*K

La concentracion total de azucares [Aztcares] es calculada sumando las concentraciones
de los diferentes oligosacaridos producidos durante el proceso de degradacion de pectina
y la cantidad inicial de azucares presentes en el jarabe [Azucares;].

[Azlcares] = [Azlcares;] + [MS1] + [DS2] + [0GS3] + [0GS4] + [0GS5] + [0GS6] (3.21)
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Este valor es utilizado para el calculo de la claridad, por medio de la linealizacion de los
datos experimentales de claridad contra los datos experimentales de concentracion de
azucares usando la funcion barra invertida de MATLAB®, obteniendo un dato de pendiente
y un intercepto, que al ser combinados con el dato de la concentracion de azucares
permite hallar la claridad del jarabe en funcion de la concentracion de azucar.

Claridad = pendiente * [azucares] + Intercepto (3.22)

Se escogio este tipo de ecuaciéon por la tendencia lineal que presentaban los datos de
concentracion de azucares y claridad encontrados en el capitulo 2, cuando se graficaban
el uno contra el otro, como muestra la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Linealizacion de la claridad contra la concentracion de azUcares. Fuente: elaboracién propia

Parametros del sistema

Los valores iniciales de los parametros del modelo que fueron estimados pueden ser
apreciados en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Parametros cinéticos del modelo.

Parametro Valor estimado Unidad Referencia

Vmax Pectina 19.151 mM/min Experimentacion capitulo 2
Kwm Pectina 12.796 mM Experimentacion capitulo 2
Vmax OGS6 1.540 mM/min Rexova-Benkova, 1973
Km OGS6 0.005 mM Bennen et al. 1999
Vmax OGS5 0.894 mM/min Rexova-Benkova, 1973
Km OGS5 0.130 mM Rexova-Benkova, 1973
Vmax OGS4 0.880 mM/min Rexova-Benkova, 1973
Km OGS4 0.430 mM Rexova-Benkova, 1973
Vmax OGS3 0.384 mM/min Rexova-Benkova, 1973
Km OGS3 1.100 mM Rexova-Benkova, 1973
Kl MS1 16.122 mM Bealafi-Bako et al, 2007
KI OGS3 0.670 mM Rexova-Benkova, 1973

Fuente: elaboracion propia
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3.3.2. Resultados del ajuste paramétrico del modelo.

Las concentraciones iniciales de las diferentes especies para resolver el sistema de
ecuaciones son presentadas en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Valor inicial de los compuestos.

Compuesto Valor Unidad
Pectina 3.92 x 10* mM
OGS6 0.000 mM
OGS5 0.000 mM
OGS4 0.000 mM
OGS3 0.000 mM
DS2 0.000 mM
MS1 0.000 mM

Fuente: elaboracion propia

Usando estos datos se realizé la simulacion del proceso de clarificacion, tomando siete
puntos en los mismos tiempos que los puntos experimentales. En las Figuras 2 y 3y Tabla
3 se muestran los valores obtenidos en la simulacion contra los experimentales, tanto para
la claridad como para la concentracidon de azucares.
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Figura 3.3. Simulacién de la concentracion de azucares y pectina contra el tiempo. Fuente: elaboracion propia
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Figura 3.4. Comparacion de la claridad y concentracion de azdcares experimentales contra los simulados. Fuente:
elaboracion propia

Tabla 3.3. Comparacion de los resultados obtenidos.

Tiempo Valor experimental Valor Simulado
(minutos) Claridad (%T600) Azucares (g/L) Claridad (%T600) AzUlcares (g/L)
0 65.75 + 0.07 17.636 £ 0.127 65.38 17.636
20 69.05 £ 0.35 18.137 £ 0.127 70.51 18.500
40 73.40 £ 0.00 18.878 £ 0.778 75.00 19.260
60 74.95 +1.20 19.829 + 0.396 78.83 19.910
80 80.10+1.41 20.350 £ 0.311 81.89 20.420
100 83.00 £ 0.99 20.661 + 0.354 83.96 20.770

120 88.10 £ 2.55 20.901 +0.042 85.04 20.953

Fuente: elaboracion propia

La Figura 3.3 muestra como a medida que se degrada la pectina se empiezan a formar
los oligosacaridos de 3 a 6 unidades (OGS3, OGS4, OGS5 y OGS6), los cuales son
degradados para formar el monosacarido (MS1), el disacérido (DS2) y el trisacarido del
acido galacturénico (OGS3), este ultimo se acumula al presentar una baja reactividad con
la pectina y ser generado por la mayoria de las reacciones que ocurren en el proceso.
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En la Figura 3.4 se indica como la velocidad a la que se forman los azUcares comienza a
disminuir a medida que pasa el tiempo, al reducirse la cantidad de pectina en el medio,
aumenta la concentracion de inhibidores hasta que la concentracion de azlcares queda
casi constante. Los datos de la simulacion se ajustaron bastante bien a la curva generada
por los datos experimentales. Con respecto a la clarificacion, la mayoria de los datos se
ajustaron bastante bien al modelo, solo los datos a los 60 y 120 minutos presentan una
variacion considerable con los datos del modelo, errores que pudieron ser causados por
una incorrecta manipulacion de las muestras, pero al hacer la comparacion de todos los
resultados, se obtuvo un MSE;;,». del 0.045, que muestra el buen ajuste de los valores
simulados a los valores reales. Durante la simulacion se realizo la estimacion de los
parametros cinéticos del modelo, los nuevos valores y el cambio ocurrido se muestran en
la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Pardmetros cinéticos estimados del modelo.

Parametro Valor inicial Valor estimado Cambio
Vmax Pectina 19151 16278 - 2872
Kwm Pectina 12.796 14.715 1.919
Vmax OGS6 1.540 1.595 0.055

Km OGS6 0.005 4.858*10% -3.3*10%
Vmax OGS5 0.894 0.895 0.001

Km OGS5 0.130 0.130 1.804*108
Vmax OGS4 0.880 0.880 - 3.809*10%
Km OGS4 0.430 0.430 6.2654*10%8
Vmax OGS3 0.384 0.383 - 9.034*10%
Km OGS3 1.100 1.100 -1.049*10°%8
Kl MS1 16.122 16.122 9.821*10%
K1 OGS3 0.670 0.669 - 0.001

Fuente: elaboracion propia

Estos datos muestran como los parametros de la literatura presentaron pocos cambios,
pero los hallados experimentalmente si tuvieron una variacién considerable. EI aumento
del Km y la disminucién de la Vmax para la degradacion de la pectina, pueden ser
explicados en las diferencias de sustrato, la pectina utilizada para la obtencion
experimental de estos parametros en el capitulo 2 fue pectina de manzana, uno de los
cultivos atacados por el hongo Aspergillus niger, mientras que la presente en los jarabes
es de maiz, las diferencias entre estas dos pectinas podria explicar por qué se da una
mas lenta degradacién (reduccién de Vmax) y una menor especificidad (menor Ky) de la
enzima por la pectina de maiz, como por ejemplo por una mayor presencia de regiones
ramificadas o una mayor metilacion, que evitan una correcta interaccion de la
poligalacturonasa con la pectina, disminucién su velocidad de degradacion. Los datos de
la literatura variaron poco, ya que la degradacion de la pectina de maiz aun produce los
mismos oligosacaridos que la pectina de manzana, asi que no se debe esperar un cambio
grande.
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3.3.3. Resultados de la validacion del modelo

Inicialmente, el modelo fue calibrado para un jarabe con una claridad de 65.8 + 0.07
%T600, 0.051 + 0.002 % de pectina y unos azucares reductores de 17.636 + 0.127 g/L,
realizando la clarificacion a un volumen de 300 mL. Para realizar la validacién del modelo
se prepararon jarabes con condiciones iniciales ligeramente diferentes en su claridad y
concentraciones iniciales de azucares y pectina, realizando la simulacién con los nuevos
parametros cinéticos hallados anteriormente. El primero de estos jarabes presentaba
inicialmente una claridad de 78.90 £ 0.71 %T600, una concentracion inicial de azucares
del 9.947 £+ 0.270 g/L y una concentracion de pectina del 0.040 £ 0.002 % p/p y la
clarificacion se realiz6 a las mismas condiciones del ensayo inicial (300 mL, 50 °C, 3,7143
U/mL y 267,4991 rpm). En la Figura 3.5 y la Tabla 3.5 se puede observar los resultados
obtenidos.
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Figura 3.5. Comparacion de la claridad y concentracién de azlcares en la primera validacion. Fuente: elaboracion
propia
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Tabla 3.5. Comparacion de los resultados de la primera validacion.

Tiempo Valor experimental Valor Simulado
(minutos)  Claridad (%T600) Azlcares (g/L) Claridad (%T600) Azlcares (g/L)
0 78.90 +0.71 9.947 +0.270 77.78 9.947
20 80.70 £ 0.35 10.886 £ 0.780 81.07 10.760
40 82.60 £ 0.07 11.151 £ 0.327 83.97 11.470
60 83.20 £ 0.99 11.500 = 0.469 86.17 12.010
80 85.70 £ 0.49 12.198 £ 0,129 87.66 12.370
100 87.80 £ 1.06 12.403 £ 0.157 88.45 12.570
120 90.20£0.21 12.511 £ 0.639 88.78 12.650

Fuente: elaboracion propia

Comparando los resultados obtenidos contra los experimentales se encontré un MSE;;,pa
del 0.046, mostrando un buen ajuste de los datos experimentales a los predichos.

En la segunda validacion se utilizd un jarabe con una claridad inicial de 79.35 + 1.06
%T600 y una concentracion de pectina de 0.05% * 0.002 similar a la de la validacién
anterior, pero el jarabe presentaba una concentracion inicial de azUcares mas alta de
31.346 + 0.157 g/L, ademas este ensayo se realizé a un volumen mayor, pasando de 300
ml a 1 L para ver como se comportaba el modelo a mayores voliumenes, los resultados de
este ensayo se presentan en la Figura 3.6:
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Tabla 3.6. Comparacion de los resultados de la segunda validacion.

Tiempo Valor experimental Valor Simulado
(minutos)  Claridad (%T600) Azdcares (g/L) Claridad (%T600) AzUcares (g/L)
0 79.35 + 1.06 31.346 + 0.157 79.37 31.350
20 80.65 £ 0.07 32.315 £ 0.242 80.95 32.210
40 82.30£0.28 32.682 + 0.384 82.38 32.990
60 83.30£0.70 33.349 + 0.157 83.57 33.640
80 83.40 £ 0.57 33.583 + 0.157 84.50 34.150
100 84.20 £0.28 34.317 £ 0.582 85.13 34.490
120 85.05+0.21 34.217 £0.270 85.45 34.668

Fuente: elaboracion propia

Esta segunda validacién obtuvo un MSE;,,,; del 0.054, mostrando la buena aproximacion
del modelo al momento de calcular la concentracion de azlcares producidos por la
degradacion de la pectina.

3.4. Conclusioén

Se propuso un mecanismo para explicar la manera como se degrada la pectina,
empezando con su degradacion a oligosacaridos de 3 a 6 unidades, los cuales reaccionan
para terminar en la formacion de acido galacturdnico y su dimero y trimero; que se uso
como base para realizar el modelo de clarificacién. Fue posible realizar el modelamiento
del proceso de degradacion de pectina, teniendo en cuenta los efectos de la temperatura,
pH, agitacion, inhibicién e inactivacion de la enzima, que son caracteristicas inherentes
del proceso de hidrdlisis enzimatica. Para esto se usé como sustrato un jarabe glucosado
con un porcentaje inicial de pectina del 0.05%, una concentracion de azlcares de 17.64
g/L y una claridad del 65.75 %T600, los cuales fueron llevados a un valor de 88.1% y
20.90 g/L. El modelo propuesto presentd un MSE ;.4 del 0.045%, menor al limite del 10%
gue se propuso, mostrando el buen ajuste de los resultados obtenidos contra los valores
experimentales. Este modelo ademas fue validado con la simulacion del proceso de
clarificacion a diferentes condiciones (mayor y menor concentracion inicial de azucar,
pectina, claridad y mayor volumen), logrando obtener unos MSE;;,pa1es del 0.046 y 0.054,
mostrando la capacidad del modelo para simular diferentes condiciones experimentales,
por ejemplo, un buen ajuste para un volumen de 1 litro de jarabe, lo que podria servir en
trabajos futuros para realizar el escalado de procesos de clarificacion de jarabes a
mayores volumenes.
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Conclusiones Generales

e Se logro la clarificacion de jarabes glucosados, aumentando la claridad del jarabe
en un 15 a 25%, y se model6 este proceso con un porcentaje de error cuadratico
medio global menor al 5%, mostrando su buena aproximacion a los datos
experimentales obtenidos.

e Se uso fibra de maiz para la produccion de jarabes glucosados por medio de la
metodologia empleada por el laboratorio BIOFRUN. Este material presenta 16.35%
de celulosa y una concentracion de pectina de 0.4%, obteniendo jarabes con una
concentracion de azlcares de 17 a 31 g/L y una concentracién de pectina de 0.05
a 0.13%.
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e La metodologia empleada para la clarificacion de jarabes glucosados por medio de
enzimas pectidicas logré mejorar la claridad de los jarabes glucosados producidos
a partir de residuos agroindustriales de manera considerable.

e El modelo obtenido presenta una buena capacidad para predecir la concentracién
de azucares formados durante el proceso de clarificacion, ademas este puede ser
usado para diferentes volimenes, que podria facilitar procesos de escalado del
proceso de clarificacién enzimatica a partir de modelos.

Recomendacién general

e En trabajos posteriores se puede estudiar el desempeiio del modelo con jarabes
producidos a partir de otras biomasas, en particular se tiene interés en jarabes
obtenidos a partir de cascaras y semillas de fruta, con un porcentaje de pectina
mayor, alrededor del 1 al 3% (Baker, 1997; Sulieman et al., 2013; Virk & Soqi,
2004), que generan jarabes con una concentracion mas alta de pectina, mas turbios
y opacos, en los que esta metodologia deberia obtener buenos resultados.
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Anexos

Anexo 1: Cddigo del modelo en MATLAB® para la degradacion de la pectina
y estimacion de la clarificacion

function [] = Parametrosjarabe3()

%Funciones de limpieza
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clear all
close all
clc

% Se definen los parametros de manera global para usarlos en las otras
funciones:
global Cenzima A h Agitacion Diametro Vol pH pHopt pHmin pHmax...

K Te Ti Topt Tmin Tmax Ea R Cp Ainiciales tClaridad CClaridad
tAzucares CAzucares...

Pectinao MS1lo DS20 OGS30 OGS40 OGS50 OGS60 to Pendt
ClaridadE Azucaresk

%Datos experimentales

tClaridad = [0 20 40 60 80 100 120];

% CClaridad = [65.75, 69.05, 73.4, 74.95, 80.1, 83, 88.1]; %Primer Ensayo
% CClaridad = [78.9, 80.7, 82.6, 83.2, 85.7, 87.8, 90.2]; %Segundo Ensayo
CClaridad = [79.35, 80.65, 82.3, 83.3, 83.4, 84.2, 85.05]; % Tercer Ensayo

tAzucares = tClaridad,;

% CAzucares = [17.636, 18.137, 18.878, 19.829, 20.350, 20.661, 20.901];
%Primer Ensayo

% CAzucares = [9.947, 10.886, 11.151, 11.500, 12.198, 12.403, 12.511];
%Segundo Ensayo

CAzucares = [31.346, 32.315, 32.682, 33.349, 33.583, 34.317, 34.217];
%Tercer Ensayo

%Calculo pendiente

P1 = CClaridad.";

P2 = CAzucares.’;

P2 = [ones(length(P2),1) P2];
Pendt = P2\P1;

%Parametros del sistema
Cenzima = 0.0627; %(mL/100 ml)
Te =50 + 273.15; %(K)

% Vol = 0.00003; %m3

Vol = 0.0001; %am3
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h = 0.105; %cm expesor de la pared del recipiente

% Diametro = 0.101; %m

Diametro = 0.129; %m

Agitacion = 265.5; %rpm

pH =5.3;

pHopt = 4.8;

pHmMin = 2.0;

pHmax = 7.0;

Ti =27 + 273.15; %(K) Temperatura promedio Medellin 27/28°C
Topt = 40 + 273.15; %(K)

Tmin = 10 + 273.15; %(K)

Tmax = 70 + 273.15; %(K)

Ea = 109; %(Kj/mol)

R = 8.314472E-3; %(kJ/(K mol))

K = 0.64060; % W/(m2*°C)

Cp=4.1813; %

A = pi()*sqrt(3*Vol/(pi()*Diametro))*(sqrt(3*Vol/(pi()*Diametro
)+sqrt((sqrt(3*Vol/(pi()*Diametro )))*2+Diametro "2)); %Area cilindro mas
media esfera

% Ainiciales = 17.636; % (g/L) Primer Ensayo

% Ainiciales = 9.947057039; % (g/L) Segundo Ensayo
Ainiciales = 31.346; % (g/L) Tercer Ensayo

%condiciones iniciales para las ODE'S:

% Pectinao = 3.9245; %|[Micromoles/L| Primer Ensayo
% Pectinao = 3.140; %|[Micromoles/L] Segundo Ensayo
Pectinao = 3.9245; %|[Micromoles/L] Tercer Ensayo
MS1o = 0; %|[Micromoles/L]

DS20 = 0; %[Micromoles/L]

OGS30 = 0; %[Micromoles/L]

OGS40 = 0; %[Micromoles/L]

OGS50 =0;

OGS60 = 0; %[Micromoles/L]

%Tiempo de simulacion:
to = 0; %min
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WO0(1:12) = 50*ones(1,12);
WO(1) = 16122.46895;
WO0(2) = 670;

WO0(3) = 0.384;

WO0(4) = 1100;

WO(5) = 0.880;

WO(6) = 430;

WO(7) = 0.894;

WO0(8) = 130;

WO0(9) = 1.540;
WO0(10) = 4.8912652;
WO0(11) = 19.151;
WO0(12) = 12.796;

lb = zeros(1,12);
% ub = 3000*ones(1,12);
% ub(1) = 20000*ones(1,1);
mult = 0.5;
b = [WO(1)-mult*W0(1) WO(2)-mult*W0(2) WO(3)-mult*W0(3) WO0(4)-
mult*Wo0(4) WO(5)-mult*WO0(5) WO(6)-mult*WO0(6) ...
WO(7)-mult*Wo(7) WO0(8)-mult*wW0(8) WO0(9)-mult*wW0(9) WO0(10)-
mult*W0(10) WO(11)-mult*WO0(11) WO0(12)-mult*W0(12)];

ub = [WO(L)+mult*Wo(1l)  WO(Q)+mult*W0(2)  WO(3)+mult*W0(3)
WO(4)+mult*WO0(4) WO(5)+mult*W0(5) WO(6)+mult-WO(6) ...
WO(7)+mult*WO0(7) WO(8)+mult*WO0(8) WO(9)+multWO0(9)

WO0(10)+mult*wW0(10) WO(11)+mult*W0(11) WO0(12)+mult*W0(12)];

[W,S] = fmincon(@Parameters,WO0,[],[],[].[],Ib,ub);

disp('Error cuadrado del ajuste’)

disp(S)

Titulos = ['KI MS1 '; 'KI OGS3 '; 'Vmax OGS3'; 'Km OGS3 '; 'Vmax OGS4,
'Km OGS4 '; 'Vmax OGS5'; 'Km OGS5 '; 'Vmax OGS6'; 'Km OGS6 '; 'Vmax
Pect’; 'Km Pect 1;

Titulos = cellstr(Titulos);
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WF = (transpose([W; WO; (W-WO0)]));

WF = num2cell(WF);

disp(‘Parametros nuevos, iniciales y diferencia’)
disp([Titulos WF])

W(1:12) = 50*ones(1,12);

W(1) = 1.6122e+04; %KI1

W(2) = 669.9987; %KI3

W(3) = 0.3831; %VmaxOGS3
W(4) = 1.1000e+03; %KmOGS3
W(5) = 0.8796; %VmaxOGS4
W(6) = 430.0001; %KmOGS4
W(7) = 0.8955; %VmaxOGS5
W(8) = 130; %KmOGS5H

W(9) = 1.5951; %VmaxOGS6
W(10) = 4.8582; %KmOGS6
W(11) = 16.2784; %\/maxpectin
W(12) = 14.7154; Y%Kmpectin

%Modelo
[t,C] = odel5s(@(t,C)modelo(t,C,W),[to 120],[Pectinao MS1o DS20 OGS30
OGS40 OGS50 OGS6o0 Ti));

AzucaresP
=(C(:,2)+C(:,3)*2+C(:,4)*3+C(:,5)*4+C(:,6)*5+C(:,7)*6)*194.139*1000/10000
OO+Ainiciales;

Claridad = Pendt(2,1)*AzucaresP+Pendt(1,1);

vc = interpl(t,Claridad,tClaridad);

va =
interp1(t,(C(:,2)+C(:,3)*2+C(:,4)*3+C(:,5)*4+C(:,6)*5+C(:,7)*6)*194.139*100
0/1000000+Ainiciales,tAzucares);

ClaridadE = vc;

AzucaresE = va;

S = (((sum(abs(CClaridad-(ClaridadE))."2))/7)+(sum(abs(CAzucares-
AzucaresE).*2))*100/7)/2;
disp(S)
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AzucaresP =
(C(:,2)+C(:,3)*2+C(:,4)*3+C(:,5)*4+C(:,6)*5+C(:,7)*6)*194.139*1000/1200000
O+Ainiciales;

Claridad = Pendt(2,1)*AzucaresP+Pendt(1,1);

ClaridadP = interpl(t,Claridad,tClaridad);

% DSClaridad = [0.07, 0.35, 0.00, 1.20, 1.41, 0.99, 2.55];

% DSAzucar = [0.127, 0.127, 0.778, 0.396, 0.311, 0.354, 0.042];
% DSClaridad = [0.71 0.35 0.07 0.99 0.49 1.06 0.21];

% DSAzucar = [0.270 0.780 0.327 0.469 0.129 0.157 0.639];
DSClaridad = [1.061, 0.071, 0.283, 0.707, 0.566, 0.283, 0.212];
DSAzucar = [0.157 0.242 0.384 0.157 0.157 0.582 0.270];

figure(1)

subplot(3,1,1)

plot(t,Claridad, 'b")

xlabel("Tiempo [Minutos]’)
ylabel('Claridad [%T600]")
title('Claridad vs. Tiempao')
subplot(3,1,2)
plot(t,(C(:,2)+C(:,3)*2+C(:,4)*3+C(:,5)*4+C(:,6)*5+C(:,7)*6)*194.139*1000/10
00000+Ainiciales, 'g")

xlabel('Tiempo [Minutos]’)
ylabel('Azucares reductores [g/L])
title('Azucares reductores vs. Tiempo')
subplot(3,1,3)

plot(t,C(:,1)/10, 'b")

hold on

plot(t,C(:,2)/10, 'g’)

plot(t,C(:,3)/10, 'c)

plot(t,C(:,4)/10, 'r")

plot(t,C(:,5)/10, 'm")
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plot(t,C(:,6)/10, k")

plot(t,C(:,7)/10, 'y")

hold off

xlabel("Tiempo [Minutos]’)
ylabel('Concentraciéon [Micromoles]’)

legend('Pectina’, 'MS1', 'DS2', 'OGS3', 'OGS4', 'OGS5', 'OGS6")

title('Pectina y oligosacaridos vs. Tiempo')
AzucaresP

interp(t,(C(;,2)+C(;,3)*2+C(;,4)*3+C(:,5)*4+C(;,6)*5+C(;,7)*6)*194.139*100

0/1000000+Ainiciales,tAzucares);

figure(2)

subplot(2,1,1)

plot(tAzucares, AzucaresP, 'b")

hold on

errorbar(tAzucares, CAzucares, DSAzucar, 'rs')
xlabel("Tiempo [Minutos]’)

ylabel('Azucares reductores [g/L]")
title("Comparacion Azucares')
legend(‘'Simulacion’, 'Datos Reales')
subplot(2,1,2)

plot(tClaridad, ClaridadP, 'b’)

hold on

errorbar(tClaridad, CClaridad, DSClaridad, 'rs")
hold off

xlabel("Tiempo [Minutos]’)

ylabel('Claridad [%T600]")

titte('Comparacion claridad’)
legend(‘'Simulacion’, 'Datos Reales')

hold off

ClaridadEl = 3.3588;

Azucareskl = 1.2281;

ClaridadE = abs(ClaridadP-CClaridad)*100/CClaridad;
disp('Error Experimental - Claridad')
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fprintf(‘'Nuevo %1.4f\n',ClaridadE)

fprintf("Viejo %1.4f\n',ClaridadEl)

fprintf(‘Mejora %1.4f\n',ClaridadEI-ClaridadE)

disp(" )

Azucaresk = abs(AzucaresP-CAzucares)*100/CAzucares;
disp('Error Experimental - AzUcares')

fprintf(‘'Nuevo %1.4f\n',AzucaresE)

fprintf("Viejo %1.4f\n',AzucaresEl)

fprintf(‘Mejora %1.4f\n',AzucaresEl-AzucaresE)

disp(" )

disp('‘Concentraciones’)

fprintf('La concentracion de Pectina es %1.4f micromoles\n',C(length(C),1))
fprintf('La concentracion de MS1 es %1.4f micromoles\n',C(length(C),2))
fprintf('La concentracion de DS2 es %1.4f micromoles\n',C(length(C),3))
fprintf('La concentracion de OGS3 es %1.4f micromoles\n',C(length(C),4))
fprintf('La concentracion de OGS4 es %1.4f micromoles\n',C(length(C),5))
fprintf('La concentracion de OGS5 es %1.4f micromoles\n',C(length(C),6))
fprintf('La concentracion de OGS6 es %1.4f micromoles\n',C(length(C),7))
AzucaresP=(C(length(C),2)+C(length(C),3)*2+C(length(C),4)*3+C(length(C),
5)*4+C(length(C),6)*5+C(length(C),7)*6)*194.139*1000/1000000+Ainiciales;
fprintf(La concentracion de azlcares reductores es de %1.4f
mg/mi\n‘,AzucaresP)

end

function S = Parameters(W)
global Ti Ainiciales tClaridad CClaridad tAzucares CAzucares...

Pectinao MS1lo DS20 OGS30 OGS40 OGS50 OGS60 to Pendt
ClaridadE Azucaresk

[t,C] = odel5s(@(t,C)modelo(t,C,W),[to 120],[Pectinao MS1o DS20 OGS30
OGS40 OGS50 OGS6o Ti));
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AzucaresP
=(C(:,2)+C(:,3)*2+C(:,4)*3+C(:,5)*4+C(:,6)*5+C(:,7)*6)*194.139*1000/10000
O0O+Ainiciales;

Claridad = Pendt(2,1)*AzucaresP+Pendt(1,1);

vc = interpl(t,Claridad,tClaridad);

va =
interp1(t,(C(:,2)+C(:,3)*2+C(:,4)*3+C(:,5)*4+C(:,6)*5+C(:,7)*6)*194.139*100
0/1000000+Ainiciales,tAzucares);

ClaridadE = vc;

AzucaresE = va,

S = (((sum(abs(CClaridad-(ClaridadE))."2))/7)+(sum(abs(CAzucares-
AzucaresE).*2))*100/7)/2;

% disp(S)

end

function dCdt = modelo(t,C,W)

global Cenzima A Agitacion Diametro Vol pH pHopt pHmin pHmax...
K Te Topt Tmin Tmax Ea R Cp

KI1 =W();

KI3 = W(2);
VmaxOGS3 = W(3);
KmOGS3 = W(4);
VmaxOGS4 = W(5);
KmOGS4 = W(6);
VmaxOGS5 = W(7);
KmOGS5 = W(8);
VmaxOGS6 = W(9);
KmOGS6= W(10);
Vmaxpectin = W(11);
Kmpectin = W(12);

dCdt=zeros(8,1);
Pectina = C(1);
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MS1 = C(2);
DS2 = C(3);
OGS3 = C(4);
OGS4 = C(5);
OGS5 = C(6);
0OGS6 = C(7);
T =C(8);

Thau=((T-Tmax)*(T-Tmin)"2)/((Topt-Tmin)*((Topt-Tmin)*(T-Topt)-(Topt-
Tmax)*(Topt+Tmin-2*T)));
Rho=((pH-pHmin)*(pH-pHmMax))/((pH-pHmMIn)*(pH-pHmMax)-(pH-pHopt)"2);
if T >=50 + 273.15

% Ki=4.62324E+15*exp(-Ea/(R*T));

Kd=exp(-0.0210%*t);

else

Kd=1;

end

Densidad = -0.0037*(T-273.15)"2 - 0.089*(T-273.15) + 1001.7; % Kg/m3
Viscosidad = -1.15742E-05*(T-273.15)+0.001134673; %Pa s
NRe = (Densidad*Agitacion/60*Diametro”2)/Viscosidad;

NPr = Viscosidad*Cp*1000/K;

NNu = 0.023*(NRe”0.8)*(NPr"0.4);
H = NNu*K/Diametro;

r1=(Vmaxpectin*Cenzima*Pectina*Kd*Thau*Rho)/(Kmpectin*(1+(MS1/KI1))*
(1+(OGS3/KI3)+Pectina));
r2=(VmaxOGS3*Cenzima*OGS3*Kd*Thau*Rho)/(KmOGS3*(1+(MS1/KI1))+
0GS3);
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r3=(VmaxOGS4*Cenzima*OGS4*Kd*Thau*Rho)/(KmOGS4*(1+(MS1/KI1))*(
3+(0OGS3/KI3)+0OGS4));
rd=(VmaxOGS5*Cenzima*OGS5*Kd*Thau*Rho)/(KmOGS5*(1+(MS1/KI1))*(
1+(OGS3/KI3)+0OGSb5));
r5=(VmaxOGS6*Cenzima*OGS6*Kd*Thau*Rho)/(KmOGS6*(1+(MS1/KI1))*(
1+(OGS3/KI3)+0OGS6));

dpectindt=-r1;
dMS1dt=0.35*r5+0.67*r4+r3+r2;
dDS2dt=0.57*r5+0.33*r4+r2;
dOGS3dt=0.25*r1+0.08*2*r5+0.33*r4+r3-r2;
dOGS4dt=0.25*r1+0.57*r5+0.67*r4-r3;
dOGS5dt=0.25*r1+0.35*r5-r4;
dOGS6dt=0.25*r1-r5;

dTdt = H*A*(Te-T)/(Vol*Densidad*1000*Cp);

dCdt=[dpectindt dMS1dt dDS2dt dOGS3dt dOGS4dt dOGS5dt dOGS6dt
dTdt];
end
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