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RESUMEN

La necesidad de incrementar la produccion nacional de sorbitol para ser utilizado en la formulacion de pasta
dental, hace necesario mejorar la calidad de su materia prima fundamental, la glucosa. En Cuba se obtiene
glucosa a partir de azucar refino, mediante la hidrdlisis (inversion) acida de la sacarosa. La inversion acida de la
sacarosa se considera un proceso mas econémico si se compara con la enzimatica, debido al alto costo de pro-
duccion de la enzima. Sin embargo, obtener glucosa por via enzimatica garantiza productos con bajo contenido
de cenizas, elimina el mal sabor del producto final; ademas, minimiza la formacién de productos colaterales, el
deterioro ambiental y del equipamiento. En el presente trabajo se resumen los principales resultados obtenidos
en el escalado a nivel de planta piloto (reactor de 40 L), de la etapa de inversiéon enzimatica, si se tienen en
cuenta las relaciones entre las dimensiones lineales de los equipos (factores de escala geométricos), a partir
de consideraciones de criterios de semejanza. Se utiliza como catalizador de la hidrélisis, la enzima invertasa
GS115BfrA4X Pichia pastoris. Se obtuvo en la escala piloto un tiempo de inversion maximo de 4 h, por lo que
se logro identificar una combinacion optima de los factores (Temp = 85 °C, °Bx = 75 % y Enzima = 25 + 5 U/g
de sacarosa).
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ABSTRACT

The need to increase the national production of sorbitol to be used in the formulation of toothpaste, makes
it necessary to improve the quality of its fundamental raw material, the glucose. In Cuba, the glucose is ob-
tained from refined sugar, using the acid hydrolysis (inversion) of sucrose. The acid inversion of sucrose is
considered a more economical process compared to the enzymatic one, due to the high cost of production of
the enzyme. However, obtaining glucose enzymatically guarantees products with low ash content, eliminates
the bad taste of the final product, in addition to minimizing the formation of collateral products, environmental
deterioration and equipment. In the present work the main results obtained in the scaling at the pilot plant level
(40 L reactor) of the enzyme inversion stage are summarized, taking into account the relationships between
the linear dimensions of the equipment (geometric scale factors), from considerations of criteria of similarity.
The invertase enzyme GS115BfrA4X Pichia pastoris is used as a hydrolysis catalyst. A maximum investment
time of 4 h was obtained in the pilot scale, which is why it was possible to identify an optimal combination of
factors (Temp =85 °C, °Bx = 75 % and Enzyme = 25 + 5 U / g of sucrose).
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INTRODUCCION

El sorbitol se utiliza en la fabricacion de dentifricos, como agente humectante y en lociones para
el cutis. Sus propiedades como inhibidor son valiosas para el blanqueo y desengrasado de tejidos
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y para el grabado sobre aluminio. Las resinas de sorbitol se emplean en barnices y lacas, por sus
buenas cualidades de adhesividad, flexibilidad y durabilidad (1).

Aunque existen tecnologias patentadas, a partir de la hidrélisis de materiales lignoceluldsicos a
alta temperatura y presion, el proceso mundial establecido, sin presentar hasta el momento compe-
tencia, esta basado en la hidrogenacion catalitica de la glucosa (2).

El pais tiene la necesidad de incrementar la produccién nacional de sorbitol para ser utilizado en
la formulacién de pasta dental. En Cuba existen dos industrias que producen glucosa, a partir de
azucar refino, mediante la hidrdlisis (inversién) acida de la sacarosa (UEB Chiquitico Fabregat, de la
provincia de Villa Clara y la UEB Argentina, de la provincia de Camaguey).

La inversion acida de la sacarosa, a pesar de ser considerada un proceso mas econdmico en
comparacion con la enzimatica, debido al alto costo de produccion de la enzima, presenta, segun
estudios realizados (3 - 7), formacién de productos coloreados con presencia de cenizas y subpro-
ductos no deseados, como los derivados ciclicos de los monosacaridos, que se producen a pH bajo
y elevada temperatura (8).

Sin embargo, obtener glucosa por via enzimatica garantiza productos con bajo contenido de
cenizas, elimina el mal sabor del producto final (9, 7); ademas, minimiza la formacion de productos
colaterales, el deterioro ambiental y del equipamiento (8).

El presente trabajo tiene como objetivo realizar el escalado a nivel de planta piloto, de la etapa
de inversion enzimatica, apoyados en el balance de masa y la metodologia propuesta por Rosabal
(10), como catalizador de la hidrolisis se emplea la enzima GS115BfrA4X Pichia pastoris, modifica-
da genéticamente para expresar la invertasa de Thermotoga maritima, con un pH éptimo de 5.5y
temperatura 6ptima de 80 - 90 °C.
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MATERIALES Y METODOS

Invertasa
Se empled la enzima invertasa GS115BfrA4X de Pichia pastoris, producida en la UEB Bioproce-
sos Cuba 10, con una actividad de 155 U/mL.

Sacarosa
Para realizar el escaldo se utilizé azucar refino procedente de la UEB Chiquitico Fabregat.

Métodos de analisis de la sacarosa
» Color por via espectrofotométrica (NC 382:2005) (11)
* Ceniza conductimétrica (NC 380:2005) (12)
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* Azucares reductores (NC 383:2005) (13)
* Humedad mediante el método gravimétrico (NC 81:2017) (14)
*  Pol (NC 379:2005) (15)

Equipamiento

La hidrdlisis enzimatica de la sacarosa, a escala piloto, se realizé en un reactor enchaquetado
tipo tanque de agitacion, con una capacidad de 40 L.

En las escalas de laboratorio y banco se utilizaron reactores enchaquetados, con recirculacion de
agua, tipo tanque de agitacion, de 1 L y 5 L respectivamente.

Tabla 1. Caracteristicas de los reactores empleados en las diferentes escalas

Factores - Escalas -
Laboratorio Banco Piloto
Volumen total (Vt) 1L 5L 40 L
Volumen efectivo (v) 05L 4.75L 38L
Velocidad de agitacion (n) 80 rpm 150 rpm 250 rpm
Altura total del tanque (H) 13 cm 35cm 60 cm
Altura de llenado del tanque (h) 7.1cm 23 cm 48 cm
Temperatura del sistema de mezclado (Tr) 85 °C 85 °C 85 °C
Temperatura del medio de intercambio (Tm) 87 °C 90 °C 110 °C

El Brix de la solucién se determiné mediante un refractometro digital (XS) y se utilizé6 un equipo
medidor de pH de marca METTLER TOLEDO.

El avance de la inversion enzimatica fue seguido por polarimetria, en un polarimetro de marca
Anton Par, que realiz6 mediciones cada dos horas hasta lograr la maxima inversion.

Para calcular el volumen de la disolucién se utilizaron las densidades (p) de 1412.20 y 1379.37 kg/m?
para concentraciones de sacarosa de 80 y 75 °Brix respectivamente, estos datos se obtuvieron del
ICUMSA (SPS: Especificaciones y Patrones (SPS-4)).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se muestran las especificaciones para azucares blancos de la (NC 377:2013) (16) y
la repetibilidad y reproducibilidad de los métodos utilizados.

Tabla 2. Especificaciones para azucares blancos

Métodos Repetibilidad Reproducibilidad Es::fég‘r’:;';’;i (';Sa'a
Pol Maximo 0.066 °Z Maximo 0.094 °Z Minimo 99.65 °Z
Humedad Maximo 0.005 % m/m | Maximo 0.10 % m/m Maximo 0.10 % m/M
Reductores 0.007 --- 0.022 % 0.015 --- 0.029 % Maximo 0.10 % m/m
Cenizas 0.00115 % m/m 0.00177 % m/m Maximo 0.10 % m/m
Color foto colorimétrico Maximo 3 Ul Maximo 7 Ul Maximo 300 Ul

En la tabla 3 se muestran los promedios de los resultados obtenidos en la caracterizacion del
azucar refino empleado.
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Tabla 3. Caracterizacion del azucar refino

Pol Humedad | Reductores Cenizas Color foto colorimétrico
Resultados promedios | 99.80°Z | 0.05 % 0.06 % 0.04 % m/m 290 Ul
Repetibilidad 0.052 °z 0.003 0.015% | 0.00100 % m/m 3 Ul
Reproducibilidad 0.040 °z 0.080 0.020 % | 0.00110 % m/m 5 Ul

Para el escalado de los reactores se toman en cuenta las relaciones entre las dimensiones li-
neales de los equipos (factores de escala geométricos), a partir de consideraciones de criterios de
semejanza: (HL/D) = (HL/D) (20).

Modelo Prototipo

Escala de laboratorio

En el escalado a planta piloto se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en el disefio de
Box-Behnken de superficie de respuesta, a tres niveles, realizados en un reactor de 1 L de capaci-
dad, que permitié estudiar el efecto de variar la temperatura de reaccion, concentracion de enzima
y °Brix de la solucion, sobre el tiempo de inversion de la sacarosa, EI menor tiempo predicho por el
proceso de optimizacion es de 4 horas y se alcanza para la siguiente combinacion de niveles de los
factores (Temp = 85 °C, °Brix = 80 % y Enzima = 23 U/g de sacarosa) (17).

Escala piloto
El factor de escala utilizado es de 40, con respecto al volumen a escala de laboratorio.

Tabla 4. Variables del escalado a planta piloto en un reactor de 40 L

Conc. de sacarosa | Sacarosa | H,0O | Temperatura | Act. enzimatica | Enzima (U/g) | Enzima
(°Bx) (kg) L R®) (U/mL) de sacarosa L

80 42.93 7.61 85 316.7 23 3.12

Con las condiciones anteriores no se logré una inversion total de la sacarosa en el tiempo predi-
cho a escala de laboratorio, ya que transcurridas 7 horas, el avance de la reaccion era de 2.02 °Z.

Posibles causas de no alcanzar lainversiéon completa en el tiempo predicho

* Inhibicion competitiva: la enzima (E) se asocia reversiblemente al sustrato (S) o al inhibidor (I),
pero no hay complejo ternario ESI. El inhibidor compite con el sustrato por el centro activo de
la enzima y forma un complejo (EI) que no se convierte en producto.

» Inhibicién no competitiva: en este caso el inhibidor se combina con la enzima independien-
temente del sustrato, sin modificar la afinidad de la enzima por el sustrato, pero dando un
complejo ternario inactivo. El inhibidor se fija a la enzima en un sitio distinto del centro activo.

* Inhibicion acompetitiva: este tipo de inhibiciébn comparte la formacion de un complejo ternario,
segun un mecanismo secuencial: el inhibidor tiene afinidad solamente por el complejo enzi-
ma-sustrato. El complejo ternario ESI es inactivo (18, 19).

Escala de banco

Debido a los resultados anteriores se determiné incorporar al estudio de la hidrolisis enzimatica
una escala de banco (reactor de 5 L) para lograr un factor de escalada de 8 (20) y, de esta forma,
obtener la informacion experimental necesaria para optimizar los balances de masa.

Se realizaron tres experimentos con tres réplicas, cada uno evidencié que pasadas 2 h la velocidad de la re-
accion enzimatica disminuye (figura 1), por ende se decidio en los ensayos posteriores contrarrestar este efecto
y aumentar la dosis de invertasa inicial hasta 25 U/g de sacarosa y, pasadas las 2 h, adicionar 5 U/g de sacarosa,
para un total de 30 U/gde sacarosa en los que se logro alcanzar tiempos de inversion de 4 h.
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Tabla 5. Variables experimentales del escalado de banco en un reactor de 5 L

Conc. de sacarosa | Sacarosa | H,O | Temperatura | Act. enzimatica | Enzima (U/g) | Enzima
(°Bx) (kg) L) (°C) (U/mL) de sacarosa L)
75 5.65 1 85 316.7 23 0.41
75 5.65 0.98 85 316.7 24 0.43
75 5.65 1.7 85 316.7 19 0.34
75 5.65 0.88 85 316.7 25+5 0.45

Seguimiento de la hidrolisis de |la sacarosa por polarimetria
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Escala piloto (prueba 2)
Con la condicion experimental éptima (Temp = 85 °C, °Brix = 75 % y Enzima = 25 + 5 U/g de sa-

carosa) obtenida a escala de banco se realiza un nuevo escalado a planta piloto. En la tabla 6 se

muestran las condiciones experimentales.
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matica (h) de las réplicas
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cion experimental.

Tabla 6. Variables experimentales del escalado a escala piloto en un reactor de 40 L

Conc. de sacarosa | Sacarosa | H,O [ Temperatura | Act. enzimatica [ Enzima (U/g) | Enzima
(°Bx) (kg) L) (°C) (U/mL) de sacarosa L)
75 39.31 5.50 85 155 30 7.61

Se obtuvo como resultado un tiempo de inversion de 4 h trabajando con un factor de escala de 8
con respecto a la escala de banco.

Seguimiento de la hidrdlisis de la sacarosa por polarimetria
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Figura 2. Comparacion del tiempo de reaccion enzimatica (h) entre las réplicas realizadas
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CONCLUSIONES

Se evidencié en el escalado a planta piloto que existe una inhibicion enzimatica causada por
la relacion sustrato-producto. Este efecto fue potenciado por el escalado de laboratorio a plan-
ta piloto con un factor de escala de 40 sin considerar variables de influencia en el proceso.
Se demostré que con un factor de escala entre 3 y 15, se obtienen resultados similares a la
escala inferior (banco).

Se obtuvo en la escala piloto (reactor de 40 L) un tiempo de inversion maximo de 4 h, por lo
que se logro identificar una combinacion éptima de los factores (Temp = 85 °C, °Bx =75 % y
Enzima = 25 + 5 U/g de sacarosa).
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