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Resumen

En el presente proyecto integrador se trabajo en el deslactosado del permeado de suero
de leche con el fin de estudiar posibles procesos para el aprovechamiento de este
subproducto de la industria lactea. La importancia de generar el deslactosado radica, desde
el punto de vista nutricional, en que amplia el mercado de productos aptos para personas
intolerantes a la lactosa, mientras que como beneficio tecnolégico, se reducen los problemas
debidos a la escasa solubilidad de éste disacarido, que en esta matriz se encuentra muy
concentrado, y ademas se pueden obtener sustancias de mayor valor agregado, tales como,
sus monémeros. Para esto se compararon dos métodos, el tradicional enzimético y, por otro
lado, el sometimiento de la solucion a condiciones subcriticas, ambos a escala laboratorio.
En todos los ensayos se partié de una concentracion inicial de lactosa del 13 %. Para el
método enzimatico se probaron diferentes temperaturas, concentraciones iniciales de
enzima y pH en un sistema batch, obteniéndose el mejor resultado con 30 °C, 1,25 mL/L de
enzima y pH de 6,7, con un tiempo de ensayo de 135 min. En el método subcritico se
variaron las condiciones de temperatura y tiempo de residencia en un reactor continuo
fijando la presiébn en 70 bar. En este caso se obtuvieron los mejores resultados con una
temperatura de 180 °C y un tiempo de residencia en el reactor de 24,86 minutos. Las
conversiones obtenidas con estas condiciones fueron similares para ambos métodos, siendo
de 72,36 % y 73 % respectivamente. Sin embargo, el método subcritico reduce el tiempo
5,43 veces y no precisa la utilizacion de enzima, significando esto una ventaja. Mediante los
datos obtenidos con el reactor a escala laboratorio se logro realizar un estudio de la cinética
de la reaccion, lo que derivé en el disefio de un reactor continuo flujo pistén e isotérmico,
gue tiene capacidad de produccion de 55 L/h. También se disefiaron los intercambiadores
de calor necesarios para alcanzar la temperatura de reaccion y aprovechar el calor del

producto del reactor.



1. Introduccion

Actualmente es significativa la importancia que se le da en las industrias al desarrollo
sostenible y al cuidado del medio ambiente. Esto se puede apreciar en los esfuerzos que se
realizan para tener mejor manejo de las materias primas y energia en los procesos, el
aprovechamiento de los subproductos involucrados en los mismos, y en generar menos

residuos y efluentes.

En el sector alimenticio, lo anteriormente dicho, se suma a la busqueda del
aprovechamiento de todos los nutrientes involucrados en las materias primas, como
respuesta a las nuevas exigencias de los consumidores y a la necesidad de abastecer a una

poblacion mundial en constante crecimiento.

Ejemplo de lo expuesto es el caso de la industria quesera, la cual, en nuestra region, se
abastece principalmente de leche vacuna y genera como subproducto el suero de leche.
Aproximadamente 9 kg de lactosuero resultan de la produccion de 1 kg de queso. ElI mismo
presenta una carga considerable de nutrientes y a esto se debe la importancia de buscar
métodos para su aprovechamiento y a su vez, evitar la contaminacion del medio ambiente
debido a su alta demanda biolégica de oxigeno (DBO). Por otro lado, es importante
considerar que es una industria que ha crecido en los ultimos afios junto con la capacidad
productiva del sector lacteo, como se puede ver en la Figura 1 elaborada por el Ministerio de
Produccion y Trabajo de la Nacion:

Elaboracion de productos lacteos
(miles de litros y toneladas por afio 1989-2016)

3.000.000 1.000.000
=+=Total leches fluidas c/Leche informal (eje zquierdo)
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Total resto (eje derecho)
2.500.000 == o

800.000
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600.000
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Fuente: Subsecretaria de Lecheria - Ministerio de Agroindustria
* Datos proviserios elaborados en base a la Resolucion 7/2014 y Resolucion 230/2016 SAGyP
0 estadisticaslecheria@magyp.gob.ar 0
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Figura 1. Comparacioén de la produccion de leches fluidas, leches en polvo, quesos y otros lacteos en Argentina,
periodo 1989-2016. (Argentina. Ministerio de Produccién y Trabajo)


https://www.agroindustria.gob.ar/sitio/areas/ss_lecheria/estadisticas/_02_industrial/_archivos/PI003G.jpg

En el afio 2012, la produccion de leche en Argentina fue de aproximadamente 11.338
millones de litros, de los cuales el 67 % fue procesado por grandes empresas y el 33 %
restante por pymes. El 41 % de la produccion de leche se destiné a la elaboracion de
guesos, generando un total de 4.015 millones de litros de suero por afio, de los cuales
solamente el 45 % fue procesado para la obtencion de productos con valor agregado —
fundamentalmente por grandes empresas— mientras que el resto se utilizé para

alimentacién animal o vertido como efluente liquido (Muset, 2017).

Esto se debe a que sélo las grandes empresas son capaces econOmicamente de
aprovechar el lactosuero en la elaboracion de distintos tipos de productos con alto valor
agregado, ya que se deben combinar procesos costosos de separacion, desmineralizacion y
secado, entre otros.

En el caso de las pymes queseras, el suero generado es comunmente utilizado para
alimentacién animal, o bien, desechado como efluente liquido, provocando un incremento de
los niveles de contaminacion ambiental en las zonas cercanas a las fabricas. En
Sudamérica, el 50 % de las queserias son pequefias y medianas empresas (pymes) que
procesan menos de 10 mil litros de leche por dia. Especificamente en Argentina, Brasil,
Colombia y Uruguay se estima que anualmente se generan alrededor de 17 mil millones de
litros de suero provenientes de esta clase de empresas (Muset, 2017). Es por esto que es
importante investigar nuevos métodos de aprovechamiento que sean econdmicos Yy

sustentables para que se encuentren también al alcance de las pequefias industrias.

Una forma de aprovechamiento de este efluente es su filtracibn con membranas para la
obtencion de proteinas de alto valor que conforman la porcion retenida, mientras que el
permeado de lactosuero resulta nuevamente en un subproducto. Este permeado de
lactosuero estd compuesto principalmente por lactosa, azUcar objeto de estudio del
proyecto. La lactosa es un glucido dimero formado por la unién de glucosa y galactosa.
Estos ultimos son facilmente absorbidos y asimilados por el organismo humano, sin
embargo, no sucede lo mismo para la lactosa. Esto genera un problema conocido como
“intolerancia a la lactosa”, que es la sensibilidad metabdlica mas comun de la especie
humana, afectando a un 60-70 % de la poblacion mundial. De esto se desprende una de las
razones para estudiar el deslactosado. Otras razones son la baja solubilidad de la lactosa y
el mayor poder endulzante de sus mondémeros, lo que permitiria obtener productos mas

provechosos para la industria (Mammarella, 2001).

Existen varios procesos para lograr la hidrélisis de la lactosa, que es la escinsion de la
misma en sus mondémeros constituyentes. El método mas utilizado en la industria es
mediante enzimas solubles sin recuperacion de las mismas. En este caso se utiliza -
galactosidasa que se obtiene a partir de microorganismos de diferentes géneros. Es simple

y no requiere de equipamiento especial. Sin embargo, hay varios factores influyentes a


https://www.agroindustria.gob.ar/sitio/areas/ss_lecheria/estadisticas/_02_industrial/index.php
https://www.inti.gob.ar/lacteos/pdf/lactosuero.pdf

considerar. Estos incluyen la concentracion de sustrato, pH, temperatura, tiempo, la

actividad enzimatica y el costo.

Como alternativa al método tradicional, puede efectuarse la hidrdlisis utilizando fluidos
en estado subcritico. El agua subcritica ha logrado aumentar su atencién en la comunidad
cientifica por su aplicacibon como solvente ambientalmente amigable y como medio de
reacciéon atractivo para una variedad de aplicaciones. Es barato, no téxico, no inflamable y
no explosivo (King, 2000). Su comportamiento sumamente diferente en comparacion al del
agua en condiciones ambientales se debe a los cambios que sufren sus propiedades fisicas,
especificamente, su constante dieléctrica y producto iénico. El producto iénico alto indica
que puede actuar potencialmente como un catalizador &cido o basico. Gracias a estas
caracteristicas se ha aplicado ampliamente a diversas reacciones de hidrélisis (Rogalinski et
al., 2008).

Debido a las razones mencionadas anteriormente y la ventaja que significa deslactosar
este permeado, se estudi6 la conversion de lactosa comparando el método enzimatico con
el tratamiento en medio subcritico, con el fin de evaluar las ventajas y desventajas de esta
dltima alternativa y se llevd a cabo el disefio de un reactor a escala piloto. Este trabajo
integrador se enmarcdé en los siguientes proyectos: “Valorizacion de subproductos
agroindustriales para la produccibn de alimentos funcionales como moduladores
metabdlicos” y “Valorizacién de la biomasa mediante la aplicacion de procesos tradicionales
e innovadores” ambos avalados y financiados por la Universidad Nacional de Cérdoba, y
dirigidos por la Prof. Dra. Claudia Albrecht y el Prof. Dr. Abel Lépez, respectivamente.
Debido a esto, también se trabajo interdisciplinariamente con un grupo de estudiantes de
Licenciatura en Nutricion que realizaron su trabajo integrador para la obtencién de titulo de

grado.



2. Marco Teodrico

2.1. Lactosuero

2.1.1. Generacion del Lactosuero

Los sueros lacteos se definen como la fraccion de la leche, de cualquier especie, que no
precipita por la accion del cuajo o por los acidos, durante el proceso de elaboracion de
guesos. Constituye el 90 % de la leche y contiene compuestos hidrosolubles. El restante 10
% son los componentes del queso, por lo que para 1 kg de queso se generan
aproximadamente 9 kg de lactosuero. En esta solucion se encuentran proteinas
hidrosolubles, lactosa, vitaminas y sales minerales. El suero es una de las mayores reservas
de proteinas de alto valor biolégico y una fuente significativa de hidratos de carbono (Cruz
Teran et al., 2008).

El lactosuero una vez vertido es un producto fuertemente contaminante del medio
ambiente. Esta contaminacion se caracteriza por ser de tipo organica y biodegradable con
una rapida tendencia a la fermentacién por la conversion de lactosa a 4cido lactico. A modo
de ejemplo, mil litros de lactosuero generan aproximadamente 35 kg de demanda biol6gica
de oxigeno (DBO) y cerca de 68 kg de demanda quimica de oxigeno (DQO). Esta fuerza
contaminante es equivalente a la de las aguas negras producidas en un dia por 500

personas (Muset, 2017).

2.1.2. Composicion del lactosuero

La calidad composicional y sanitaria del lactosuero es un factor fundamental a
considerar para su utilizacion. La leche utilizada, asi como su manejo e higiene en la
elaboracion del queso determinan las caracteristicas del suero. La composicion del mismo

varia segun:

e Estacionalidad de la leche.

e Practicas de manejo de la vaca: involucra etapas de lactacion, alimentacion,
sanidad y raza.

e Proceso de elaboracion del queso: incluye el tipo de tratamiento térmico aplicado
a la leche, el uso de cloruro de calcio, el empleo de cultivos bacterianos
(mesdfilo o termdfilo), el tipo de coagulacion (acida, enzimatica o mixta), el
coagulante utilizado (microbiano, pepsina/quimosina, quimosina, entre otros) y el
uso de aditivos. Técnicamente se pueden distinguir dos tipos de suero de queso
segun cual es el proceso que se lleva a cabo para la obtencion de la cuajada:

suero dulce o suero acido.



El suero dulce se obtiene como subproducto de los quesos duros, semiduros y frescos.
Es procedente de procesos donde se aplica la coagulacidon enzimatica por medio del uso de
lo que se conoce como cuajo. Es decir, es el resultado de la accidon proteolitica de enzimas
coagulantes sobre las micelas de caseina de la leche. El suero dulce es el mas empleado
por la industria y tiene una composicién quimica mas estable, lo que permite estimar los
valores medios de composicidén, posee mejores aptitudes para el procesamiento y obtencion
de subproductos con valor agregado. El suero dulce contiene baja concentracién de calcio
ya que éste queda unido al complejo de caseina que se coagula. El pH es mayor a 5,8,
proximo al de la leche de la cual procede.

El suero &cido resulta del proceso de fermentacion con agregado de acidos organicos o
minerales para coagular la caseina, disminuyendo el valor del pH por debajo de su punto
isoeléctrico (pH 4,6). Esto conlleva la desmineralizacion y la pérdida de su estructura
micelar. El suero acido es muy mineralizado, tiene un alto contenido de calcio, debido a que
el acido lactico formado en la fermentacién reacciona con el calcio ibnico presente y
progresivamente produce la desmineralizacion de las micelas de caseina. Este suero
contiene mas del 80 % de los minerales de la leche de partida, por lo que para la mayoria de
sus aplicaciones debe neutralizarse, ademas su contenido en lactosa se ve reducido a

causa de la fermentacion lactica (Villarreal Arizpe, 2017).

En la Tabla 1 se puede ver el intervalo de concentracion de algunos de los
componentes principales del lactosuero. Como se menciond con anterioridad, estos valores

son fluctuantes dentro de estos intervalos ya que dependen de multiplicidad de factores.

Tabla 1. Composicion de lactosuero dulce y lactosuero acido (Hernandez et al., 2012)

Lactosueros dulces Lactosueros acidos
(g/kg de lactosuero) (g/kg de lactosuero)
Materia Seca 55-75 55 -65
Lactosa 40 -50 40 -50
Grasa Bruta 0-5 0-5
Proteina Bruta 9-14 7-12
Ceniza 4-6 6-8
Calcio 0,4-0,6 6-8
Fésforo 0,4-0,7 0,5-0,8
Potasio 14-1,6 1,4-1,6
Cloruros 20-2.2 20-2.2
Acido lactico 0-0,3 7-8
pH >6,0 <45
Grados Dornic? <20 > 50

! Corresponde al volumen de solucién de hidroxido de sodio 0,111 N utilizado para titular 10 mL de lactosuero en
presencia de fenolftaleina, expresando el resultado en contenido de &acido lactico. Un grado Dornic es
equivalente a 0,1 g/L de acido lactico 0 0,01%
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2.1.3. Aprovechamiento del lactosuero

Actualmente se estudian y utilizan varios procedimientos para aprovechar el lactosuero
de queseria. A continuacién, se muestran algunas de estas aplicaciones directas e

indirectas (Fig. 2).
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Figura 2. Alternativas tecnolégicas para el lactosuero (Muset, 2017).




Cada una de estas soluciones al problema del aprovechamiento del lactosuero, se
selecciona segun las caracteristicas de la empresa que lo trate. Los factores que debe tener
en cuenta son: la calidad del suero que dispone, el volumen diario, la capacidad tecnoldgica
que posee, el conocimiento de los mercados, la capacidad de inversiéon y su ubicacion
geogréafica, entre otros. Las respuestas a estas cuestiones y la alternativa tecnoldgica
seleccionada para el tratamiento le permitirdn posicionarse dentro de la cadena de valor de

los derivados de lactosuero que se segmenta de la siguiente manera:
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Figura 3. Cadena de valor de derivados de lactosuero (Muset, 2017)

En la actualidad, la principal estrategia utilizada en los paises desarrollados es la
transformacion del lactosuero en ingredientes en polvo para mantener su estabilidad. De
esta forma se obtiene un producto con alto valor agregado, sin embargo, la desventaja del
método reside en el proceso de secado; el cual sélo resulta rentable a gran escala, por lo
gque no es una respuesta para pymes, a menos que estas funcionen como proveedores de la
materia prima en la cadena.

El suero liquido también puede utilizarse directamente como materia prima en la
elaboracion de quesos como la Ricota, el queso Brocciu o los quesos marrones, y también
en la elaboracién de bebidas, conocidas como bebidas a base de suero o lacteas. Esta



tltima alternativa puede ser factible para las pequefias queserias y granjas familiares dado

gue las inversiones necesarias son bajas.

2.2. Permeado de Lactosuero

Uno de los nutrientes mas aprovechados en el lactosuero son las proteinas que éste
contiene, ya que son de alto valor nutricional; sin embargo, su proceso de separacion
genera otro subproducto, el permeado de lactosuero, que continla siendo problematico
ambientalmente si no se le da un uso o disposicion correcta. Este permeado tiene una alta
concentracion de lactosa cuyo porcentaje depende del proceso y materia prima de partida.
Este azlcar puede ser aprovechado para distintos fines: en la industria alimenticia como
aditivo, en la industria farmacéutica como excipiente y para la obtencion de sus derivados.
Sin embargo, para poder valorizar la lactosa proveniente del permeado de ultrafiltraciéon, se
necesitan inversiones complementarias, ademas de un dominio de la tecnologia aplicable a

procesos de separacion.

Otra opcidén para el uso del permeado es la produccién de bebidas no fermentadas, las
cuales se logran a través de procesos conformados por operaciones unitarias simples,
donde la pasteurizacion es la de mayor importancia. La ventaja de esta solucién es que no
se generan otros subproductos. Este tipo de bebidas generalmente cumplen un rol similar al
de los jugos de frutas, pero su contenido adicional de nutrientes genera una imagen positiva
en el consumidor. Ademas, a fin de atender las exigencias de los nuevos mercados, la
fortificacion con fibra, minerales como el hierro y otros metabolitos de interés nutricional, son

igualmente posibles (Castillo Yauri, 2013).

El problema que plantea la utilizacion del permeado de lactosuero como bebida no
fermentada es justamente la alta concentracién de lactosa que lo caracteriza. Esto se debe
tanto a consideraciones tecnolégicas (p.ej. su solubilidad) como nutricionales, debido al alto
porcentaje de poblacién que sufre de intolerancia a la misma. Este fenébmeno es causa de
que la industria lactea este generando cada vez mas productos sin lactosa que tienden a

cubrir ese mercado.

2.3. Lactosa

La lactosa es el Unico glucido libre que existe en cantidades importantes en todas las
leches, es un azucar muy raro en la naturaleza a excepcion de la materia lactea. De los
componentes de la leche es el mas abundante, el de estructura quimica menos compleja y

el que posee una proporcion casi constante.



La lactosa con denominacion |.U.P.A.C, B-D-galactopyranosyl-(1—4)-D-glucosa, es un
disacarido de féormula condensada Ci2H22011 con peso molecular 342 g/mol. Esta formada
por la unidon de una molécula de B-galactosa y una molécula de glucosa a o B, lo que da
lugar a dos formas isbmeras, que se diferencian entre si Unicamente por la posicion de un
grupo OH en el carbono C1 de la glucosa (isomeria ciclanica). Ademas, se conoce la forma
hidratada a Ci12H22011°H20. El grupo aldehidico de la galactosa esta unido al enlace g-1-4
glicosidico y el de la glucosa esta libre, lo que le da la propiedad de azucar reductor
(Mammarella, 2001).

CH;OH LI

I OH H OH

Figura 4. Estructura molecular de la lactosa

Este disacarido cumple funciones biolégicas importantes en el cuerpo humano tales
como estimular el crecimiento de lactobacilos, y ademas, para los seres humanos, la lactosa
es practicamente la Unica fuente de galactosa. Este es un nutriente esencial para la
formacion de galactooligosacaridos (GOS) que favorecen el crecimiento de micro flora
intestinal, a su vez también forma galactolipidos cerebrales que forman partes de las

membranas celulares de las neuronas (Hronska, Grosova, y Rosenberg, 2009).

A pesar de estas ventajas nutricionales, como se mencioné anteriormente, este azlcar
presenta dos problemas fundamentales. Por un lado, su bajo poder endulzante y, por otro, la
escasa solubilidad de la lactosa, que origina muchos problemas al cristalizar durante el
almacenamiento, particularmente si esta concentrada. Esto limita su uso como ingrediente
alimenticio a productos tales como helados, confiteria y alimentos para animales. Sin
embargo, al hidrolizarse, libera glucosa y galactosa, cuyo poder endulzante combinado es
de aproximadamente el 80 % del de la sacarosa. Este hidrolizado es también entre 3 y 4
veces mas soluble que la lactosa, adicionalmente, los monosacaridos son absorbidos
facilmente en forma directa por la mucosa digestiva. A continuacion, se muestra una tabla
comparativa con los grados de dulzura y solubilidad a diferentes temperaturas de los
disacéaridos sacarosa (habitualmente tomada como elemento de comparacion y lactosa junto

con los de sus monémeros constituyentes (Recinos Rivas y Saz Guerrero, 2006).



Tabla 2. Grado de dulzura y solubilidad relativa de diversos azlcares
(Recinos Rivas y Saz Guerrero, 2006).

Azucar Dulzura |Solubihdad (gramos/100 gramos de solucion)
Relativa 10°C 30eC 50°C
Sacarosa 100 66 69 73
Lactosa 16 13 20 30
D-galactosa 32 28 36 47
D-glucosa 74 40 54 70
D-fructosa 173 - 82 87

Por otro lado, debido a que la lactosa no puede ser digerida por nuestro organismo
como disacarido, debe ser hidrolizada en sus componentes por la accién de la B-
galactosidasa intestinal. Sin embargo, una importante porcién de la poblacién adulta, casi 75
%, es incapaz de digerir este azucar debido a la ausencia o deficiencia de esta enzima en su
organismo. En algunos individuos se da de forma congénita mientras que en otros la
condiciébn se adquiere, ya sea de forma temporal debido a enfermedades del intestino
delgado o de forma permanente por antecedentes genéticos. La prevalencia de la
intolerancia a la lactosa varia mucho segun los grupos étnicos. Los porcentajes mas bajos
oscilan entre el 2 % para los daneses y aproximadamente el 19 % para los norteamericanos.
Sin embargo, las poblaciones nativas de Europa del Este, el Mediterraneo, Africa, América
Latina y Australia muestran una incidencia muy superior, que oscila entre el 60 % (por
ejemplo, la India, Israel, indios nativos de Norteamérica y de América Latina) y casi el 100 %
(por ejemplo, chinos, japoneses, nigerianos, aborigenes australianos). Se cree que esta
diferencia se debe a una mutacién genética dominante. Este gen se difundié rapidamente en
las zonas en que se criaban animales productores de leche. De hecho, las investigaciones
demuestran que los menores porcentajes de deficiencia de lactasa se hallan en poblaciones

europeas con una larga historia de ganaderia lactea.

No obstante, incluso en esas regiones, la capacidad de digerir la lactosa puede
disminuir con la edad. Tradicionalmente, se recomienda a las personas con intolerancia a la
lactosa que complementen su dieta con otros alimentos ricos en calcio y con vitamina D,
principales nutrientes que aportan los lacteos, para mantenerse sanos, particularmente en

cuanto a masa 6sea (Daamen y van Erp, 2010).

Debido a lo mencionado anteriormente, es beneficioso buscar una transformacion y/o
hidrdlisis de la lactosa, de manera de aprovechar no sélo su aporte energético y nutricional
sino también el de los nutrientes que la acompafian en las matrices lacteas. Actualmente el
mercado ofrece principalmente productos reducidos en lactosa, disminuyendo su valor entre

80 y 90 %, pero son muy pocas las marcas que aseguran el 100 % de deslactosado debido
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a los costos que el proceso conlleva. Esto es posible porque existen diferentes grados de
intolerancia a la lactosa, algunas personas pueden consumir sin presentar sintomas
aguellos productos reducidos al 80 %. Sin embargo, los casos mas extremos deben dejar de
incorporar a su dieta este tipo de alimentos ya que ni siquiera el deslactosado al 100 % les
asegura no atravesar malestares. Para lograr estas reducciones se llevan a cabo diferentes

estrategias tecnolégicas siendo la mas difundida y aceptada la hidrdlisis enzimatica.

2.4. Hidrdlisis Enzimatica

Las hidrdlisis son un tipo de reaccion que se caracterizan por la division de una
molécula mediante la interaccion con una molécula de agua. Una hidrdlisis enzimatica
sucede cuando la reaccion es catalizada por una enzima, siendo ésta una proteina que
actla como catalizador de una reaccion especifica en procesos metabdlicos. Es decir que,
sin ser consumidas durante el proceso, las enzimas alteran la velocidad a la cual una
reaccién quimica tiene lugar, acelerando procesos quimicos que de otra manera no se
producirian o que sucederian muy lentamente, casi imperceptibles. En principio, este
mecanismo podria continuar indefinidamente, pero en la practica la mayoria de los
catalizadores tienen vida limitada dado que en algunas circunstancias su actividad llega a
ser tan baja que su empleo no resulta beneficioso. Consecuentemente, la mayoria de las
enzimas industriales se usan durante un periodo limitado y luego son descartadas
(Wiseman, 1991).

La enzima que cataliza la hidrdlisis de la lactosa es la B-Galactosidasa, también llamada
lactasa. Las enzimas son muy especificas en cuanto a qué tipo de reacciones aceleran o
compuestos con los que actuan. La B-galactosidasa cataliza la hidrélisis de galactosidos a
monosacaridos, es decir un glucésido que contiene galactosa. EI mecanismo de accion de la
enzima postulado por Wallenfels y Malhorta establece que la enzima transfiere el residuo de
D—galactosa de un galactésido a un aceptor con grupos hidroxilos; cuando este aceptor es
agua se forma la galactosa; sin embargo, al igual que otras glicosidasas, la transferencia
puede hacerse a otros aceptores como azucares y alcoholes, dando lugar a la formacion de
oligosacéridos. Se pueden formar los antes mencionados galactooligosacaridos, GOS, en
presencia de un medio con lactosa altamente concentrada, ya que se producen por
transferencia de los residuos galactésidos a moléculas de lactosa. Los GOS son
oligosacéaridos no digeribles, los cuales son usados como ingredientes alimenticios
probidticos. Su estudio y las posibilidades de su control no han sido objeto de mucha
atencion, por lo que no se cuenta con informacion adecuadamente extensa (Jurado et al.,
2002).

Las principales fuentes comerciales de donde se obtiene la enzima [3-Galactosidasa son

los microorganismos: Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Aspergillus niger y
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Aspergillus oryzae. El origen de la enzima, asi como las condiciones en las que se efectla la
reaccién, tales como: concentracion inicial de lactosa, tiempo de reaccion, pH, temperatura e
iones inorganicos, determinan la cinética de la reaccién y la posible aparicion de los
subproductos anteriormente mencionados. En definitiva, controlando estas variables se

puede determinar las condiciones Optimas para su utilizacion.

Las lactasas de Kluyveromyces funcionan bien en un rango de temperatura de 4 a 40
°C vy pH 6,6-7,3. Las leches tienen un pH similar, por lo que son muy utiles en el tratamiento
de dicho medio alimenticio y de sueros no acidos. De esta enzima se tienen datos acerca de
su composicion de aminoacidos, lo que permite establecer que la B-Galactosidasa tiene un
peso molecular de 117.618,78 Da y un punto isoeléctrico tedrico de 5,42 (ExPASy, 1999). La
segunda preparacion mas conocida consiste en una lactasa fangica derivada del Aspergillus
niger, cuyas condiciones 6ptimas de trabajo son de aproximadamente 50 °C y pH de 3,5-4,5.
La aplicacion de esta lactasa esté limitada al suero acido (Mammarella, 2001).

Cualquiera sea el origen de la enzima, el mecanismo de reaccion aceptado considera la
formacion de un complejo enzima-sustrato a través de la interaccién del monomero de
galactosa que conforma al disacéarido con el sitio activo de la enzima. A partir de esto, se
libera primero la glucosa y luego puede separarse la galactosa o producirse la reaccién del
complejo con un mono o disacarido para producir un di u oligosacarido. A su vez, la
galactosa, como producto de hidrélisis, puede interactuar nuevamente con el sitio activo de
la enzima, compitiendo por el mismo con la lactosa. Este fenbmeno se conoce como
inhibicién enzimatica por producto.

El analisis cuantitativo del efecto de cada uno de los factores que intervienen en la
reaccion enzimatica, es evaluado a través de la expresion de velocidad de reaccién. Para
describir la cinética de esta reaccion se utiliza el modelo de Michaelis-Menten con inhibicion
competitiva por producto. El andlisis se basa en la teoria del estado estacionario que
propone la existencia de un estado transiente muy breve (del orden de los micro segundos)
y que la concentracion del complejo [enzima-sustrato] es constante frente a la concentraciéon
de sustrato y producto, dada una concentracion alta de sustrato respecto de la

concentracion presente de enzima en el medio de reaccion.

El esquema de la reaccién puede representarse de la siguiente manera:

E+8§ —— ESs f o E+Gl+Ga

LH* ,_

k.
EGa

Figura 5. Esquema de reaccion para la hidrélisis enzimética de la lactosa
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Donde E representa la enzima B-Galactosidasa, S es el sustrato (lactosa), ES es el
complejo enzima-sustrato, Gl es la glucosa, Ga es la galactosa y EGa es el complejo
enzima-producto, el cual produce la inhibicion competitiva frente a la reaccion de interés, la
hidrélisis de lactosa, y genera galactooligosacaridos al interactuar con lactosa sin hidrolizar
(Jurado et al., 2002).

La velocidad de reaccion para este fendmeno se desarrolla a continuacion:

d
5= ) = Lk [SIIE] + ks 5] .
[E°] = [ES] + [E] + [EGa] (2
d[ifa] = —ks[EGa] + k_s[E][Ga] = 0 3
_ ky k_3 _ [S] [Ga] (4)
[E°] = [E] (1 et +k—3[Ga]> - [E] (1 et )
w= e B (6q) ~ (61) = [59) - [5) ©). ©). (7
K, k4
_ —k,[E°][S] _ Vmax[S] _ d[S] 8
_ _ el _
Ky (1 + %) + [S] Ky (1 + 1S~ 18] ]Kz [S]) + [S] dt

La constante de Michaelis-Menten, Ky, es una constante caracteristica de la enzima,
independiente de la concentracién de la misma e indica la afinidad de la enzima por el
sustrato en las condiciones del medio de reaccion (pH, fuerza ibnica, presencia de
activadores) y temperatura elegidos (Roberts, 1977).

Si se compara la ecuacion (6) con la ecuacion de Michaelis-Menten:

dIS] _ VmaxlS] (©)

dt Ky +[S]

Se observa el efecto de la inhibicion como un incremento de Kv en un valor de [Ga]/K|
gue dependera de la concentracién de galactosa, pero no afecta a la velocidad maxima, o
sea gue no interfiere en la velocidad de ruptura del complejo enzima-sustrato. Para conocer
estas constantes se puede integrar la ecuacion y linealizarla, esto también permite prescindir
del célculo de las velocidades iniciales, que siempre resulta mas complicado y utilizar la
conversion, tiempo de reaccién y concentracion de sustrato y enzima. A continuacién, se

muestra el procedimiento.
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(10)

- [s] _
f (EThe,dt = — f s {KM(l +[S°] [S][S]/K,) + [S]} 4[s]
J [s°]
g 1, K, Ky [S°]\ 1 (11)
Of[EO]kzdt =— f[SO] (1 — 71> + (KM + T)Ed[s]
_[S°1-1[5] _ ((Ki — Ky [S°] Ku[S°T\ 1 (12), (13)
X—W [Eo]t—{(T>k—2}x—{<KM+ KI )k—z}ln(l—x)
A= IZ—’: + % [S°] = by + a;[S] (14)
K, — K
B = 5% = ls°] 4o
[E%]¢ 5 -0 (16)
X B X

Algunos estudios que utilizaron este método para comprobar el modelo y calcular las
constantes reportaron que el uso de la ecuacién (16) no llevo a resultados completamente
satisfactorios incitando a reconsiderar el modelo cinético propuesto. Jurado et al., revisaron
los diferentes datos disponibles y consideraron que se podia asumir que Ky = K, esto
implica que la enzima tiene casi la misma afinidad por el sustrato que por el producto de la

reaccién, reformulando el modelo de la siguiente manera.

[Eo)t = — <KM+—[SO]) lIn(1 - x)] an
P
. (KM " [s°]> (18)
P
[E®]t = —A"In(1 — x) (19)

Esta ecuacion implica una cinética de pseudo primer orden; aunque la constante
cinética dependera de las concentraciones iniciales de lactosa y galactosa. Esto sugiere que
la cinética de reaccion esta determinada por la ruptura del complejo enzima-sustrato, ésta es
la etapa limitante, implicando que la constante de Michaels representa la constante de
disociacion del complejo enzima-sustrato y que la lactosa esta unida a la enzima a través del
grupo galactosilo. S6lo de esta manera se puede explicar de forma simple que los valores

de Ku y K| son similares.

Entonces se puede decir que el estudio de la cinética de la reaccion depende
principalmente de Ky y este a su vez de las condiciones del medio de reaccién. Esto Ultimo

se debe principalmente a la naturaleza de las enzimas, que se caracterizan por tener

14



estructuras terciarias y cuaternarias formadas por enlaces no covalentes. Estos enlaces son
mas propensos a sufrir cambios ante variaciones del pH, temperatura y presencia de otros

jones.

Por una parte, cuando el centro activo esta conformado por grupos ionizables puede ser
modificado por la presencia de iones o diferencias en el pH, lo que puede llevar a la
inactividad de la enzima. Por otro lado, en las reacciones catalizadas por enzimas al igual
gue en cualquier reaccion quimica, la velocidad aumenta con la temperatura; el aumento de
temperatura incrementa la energia cinética de las especies reactivas y se produce un mayor
namero de colisiones por unidad de tiempo que llevan a acelerar la aparicion de los
productos. Sin embargo, si la molécula adquiere suficiente energia, los enlaces no
covalentes pueden romperse, perdiéndose la configuracion de la estructura terciaria
(desnaturalizacion) y, por lo tanto, la actividad catalitica. Por Gltimo, dentro de las sustancias
gue modifican a Kw, los cationes mono y divalentes son los que generalmente producen las

mayores alteraciones en las estructuras enzimaticas al interactuar con las zonas iénicas.

Lo anteriormente expuesto demuestra que, si bien se cuenta con importante informacién
sobre la composicion de la lactasa, sus condiciones 6ptimas de funcionamiento y cinética de
reaccién, resulta indispensable su estudio en relacién al medio donde es utilizada, para
conocer su actividad y estabilidad en dicho medio de trabajo y poder realizar su

caracterizacién cinética bajo esas condiciones.

2. 5. Hidrdlisis en Medio Subcritico

Como se ha mencionado antes, la hidrélisis es una reaccién donde una molécula es
escindida por adicion de una molécula de agua. La misma no es llevada a cabo sélo
mediante el uso de enzimas, también se da segln las caracteristicas del medio, en forma de
atague acido o basico. En el ataque acido, el primer paso es dado por un ion hidronio, el
cual interacciona con un area electronegativa de la molécula sustrato. Si el acido tiene la
suficiente fuerza, se genera la escision de esta parte de la molécula con la formacion de un
carbocation, que luego por accién del agua se estabiliza con un oxidrilo. Por otro lado, al
hablar de hidrélisis basica, se hace referencia al ataque realizado por oxidrilos hacia un area
con menor densidad electrénica de la molécula sustrato, en este caso el carb6n acetal,

produciéndose una sustitucion nucleofilica.

Por esta razén es que la hidrdlisis de disacaridos también se puede llevar a cabo
mediante la utilizacién de medios con condiciones de pH extremos y temperaturas altas. Sin
embargo, esto conduce por un lado a la formaciéon de subproductos coloreados como
melanoides y, por otro, a la incorporacion necesaria de acidos y bases, tanto para lograr la

reaccion como para luego ajustar el pH del producto. La industria aun no ha podido
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solucionar el reto de la reduccién de costos, por la neutralizacién del pH y color del fluido
resultante, y la corrosividad en estas condiciones. Por lo tanto, no ha sido adoptada

comercialmente en ningun grado significativo (Zadow, 1986; Harju et al., 2012).

Una respuesta a este problema es la utilizacion de agua en estado subcritico. Durante
la pasada década, los fluidos sub y supercriticos han sido ampliamente explorados como
solventes y medios de reaccién debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas. El agua
subcritica es aquella que se encuentra en estado liquido bajo condicién presurizada a
temperaturas por encima de su punto de ebullicibn a presion ambiente y por debajo del
punto critico (Krammer y Vogel, 2000). La misma tiene caracteristicas que difieren de
aguellas que presenta el agua en condiciones ambiente (Clifford, 1998). Esto se observa en
la constante dieléctrica relativa del agua, la cual es 78,5 bajo condiciones normales y
decrece a 27 en estado subcritico a aproximadamente 225 °C. Esa modificacion permite que
el agua subcritica se comporte como un solvente no polar disponible para la extraccién de
sustancias hidrofébicas, compartiendo el comportamiento de sustancias como el metanol o
la acetona. Por otro lado, el producto i6nico del agua en estado subcritico es de 3 érdenes
de magnitud mayor al del agua en condiciones ambientales, esto indica que el agua

subcritica actla potencialmente como un catalizador acido o basico.

En la figura 6 se pueden observar como varian los valores de la constante dieléctrica
del agua en estado liquido a medida que aumenta la temperatura (agua sobrecalentada o
subcritica), asi como las constantes dieléctricas de algunos disolventes organicos a
temperatura ambiente. Este comportamiento tiene su origen en el cambio de las
interacciones moleculares a elevadas temperaturas, especialmente en la modificacion de la

red de enlaces de puente hidrégeno (Yoshii et al., 2001).
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Figura 6. Constante dieléctrica del agua en funcién de la temperatura a presién constante (20 MPa). Superpuesto
al diagrama se presentan las constantes dieléctricas de varios componentes organicos; en paréntesis se pueden
observar los valores de las constantes de estos disolventes (incluyendo el agua) a 25 °C y 0,1 MPa.

El agua subcritica ha sido observada como ambos, un solvente eficiente para extraccion
y un catalizador benévolo para el medio ambiente global y econémico respecto a otros. Por
estas caracteristicas, el agua sub o supercritica ha sido ampliamente aplicada a varias
reacciones tales como hidrdlisis de ésteres, epimerizacion y descomposicion de glucosa,
descomposicion de celobiosa, hidrélisis de aceite vegetal y produccién de aminoacidos
libres por hidrélisis a partir de desechos de entrafias de pescado. No obstante, existen
escasos estudios sobre la cinética de descomposicion de disacéridos en agua subcritica. En
todos estos estudios se presenta a la reaccion con cinética de reaccion de primer orden
(Yukitaka, 2014).

La ventaja de este método con respecto a la hidrélisis enziméatica se ve en la reduccién
de insumos, ya que se prescinde de reactivos o catalizadores que no sean el agua misma
del medio de reaccion. No obstante, presenta desventajas con respecto a ésta. Por un lado,
el uso de equipos en condiciones severas de temperatura y presion que provocan que el
agua tenga una mayor capacidad corrosiva. También la falta de especificidad por la reaccion
de hidrélisis debida a que la exposicion de la lactosa a altas temperaturas puede generar
varios subproductos segun cual sea el medio de reaccién y los interferentes que estén
presente en el mismo. Si bien en la hidrélisis enzimatica también existen subproductos,

estos son menos y han sido mejor descritos e identificados.
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2.6. Reacciones de la lactosa a altas temperaturas

Una de las reacciones secundarias que puede sufrir la lactosa es la de su
isomerizaciéon. El disacarido formado, es la lactulosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-
fructofuranosa) que se produce por la modificacion de la glucosa en fructosa. La fructosa y
la galactosa siguen estando unidos por un enlace B-1-4 glicosidico y el dimero continta

contando con poder reductor.

Este azucar tiene un origen sintético, aparece en la leche s6lo cuando es sometida a un
tratamiento térmico, lo que permite que a través de su medicion se realice el control de
dichos tratamientos (Delgado Hervas, 1993). Tiene un alto valor agregado como derivado de
la lactosa ya que se ha utilizado ampliamente como aditivo alimentario probidtico y como
medicamento contra el estrefiimiento, la encefalopatia hepéatica y con efectos anti-
endotoxinas. La produccién industrial de lactulosa se realiza actualmente mediante
isomerizacién alcalina de la lactosa, que presenta varios inconvenientes, como el alto nivel

de subproductos y el alto costo del procesamiento posterior (Soisangwan et al., 2017).

Otro de los cambios importantes que se observan al exponer la lactosa a temperaturas
altas es la disminucion de pH por formacién de productos acidos. Son varios los acidos que
pueden ser formados, entre ellos acido formico, acético y sacarico. También, al igual que en
otros alimentos que presentan glucidos y son sometidos a tratamientos térmicos, se forma
hidroximetilfurfural (HMF). La formacion de estas sustancias no soélo depende de la

temperatura sino también del pH del medio de reaccién (Berg y Van Boekel, 1994).

Una reaccion tipica de los azlcares sometidos a elevadas temperaturas es la
caramelizacion. Esta es una reaccién de oscurecimiento del tipo pirolisis. Ocurre cuando los
azucares se calientan por encima de su punto de fusion; se efectlia tanto a pH acidos como
alcalinos y se acelera con la adicibn de &acidos carboxilicos y de algunas sales. Los
mecanismos que suceden son muy complejos y no se conocen en su totalidad, se llevan a
cabo transformaciones por isomerizaciéon y deshidratacion. La deshidratacion genera furfural
y sus derivados insaturados que se polimerizan consigo mismos o0 con otras sustancias
semejantes para formar las macromoléculas de pigmentos llamadas melanoidinas. Durante
esta transformacion también se sintetiza una serie de compuestos que incluyen furanos,
furanonas, lactonas, pironas, aldehidos, cetonas, acidos, ésteres y pirazinas, de bajo peso
molecular, muy olorosos, asi como otros con dobles ligaduras conjugadas que igualmente

absorben la energia radiante y que por lo tanto producen colores (Delgadillo Gonzales, s.f.).

Los compuestos y reacciones antes mencionados se generan con lactosa pura
sometida a ciertas condiciones, debido a su descomposiciobn. No obstante, hay otros
productos que pueden aparecer pero que dependen del medio en que se encuentre la
lactosa. Por ejemplo, si se somete leche o suero de leche a altas temperaturas ocurriran las

tipicas reacciones que llevan al pardeamiento no enzimatico, que se encuadran en la
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llamada reaccion de Maillard. Esta reaccion ocurre cuando interaccionan aminoacidos
nitrogenados y azucares a elevadas temperaturas. Por lo que, segun sea la composicion del

medio respecto a proteinas y aminoacidos podran presentarse este tipo de fendbmenos.

En resumen, tendremos principalmente las siguientes reacciones en un medio no
nitrogenado. En primer lugar, una reaccién en serie para la hidrdlisis de la lactosa y posterior
descomposiciéon de sus mondémeros. Por otro lado, una reaccion en paralelo donde se
produce su isdbmero, la lactulosa. Todas ellas pueden ser asumidas como reacciones de
primer orden.

K1 Kz

Lactosa Glucosa + Galactosa Productos de Descomposicidn

Ks

Lactosa Lactulosa

Kz

Figura 7. Reacciones de la lactosa a alta temperatura

Los estudios de Soisangwan sobre cinética de la isomerizacion, determinaron que en
agua subcritica la constante cinética ki es mayor que ks y que k.3 es nula a 200 °C. En base
a las velocidades de reaccién y parametros termodindmicos, como la energia de activacion,

se puede disefiar un reactor que aumente la selectividad por la reaccién deseada.

En cuanto a los parametros termodinamicos, los mismos fueron calculados por
Goldberg para la reaccion enzimatica de la descomposicion de la lactosa en sus
mondmeros, arrojando los siguientes resultados para una temperatura de 298,5 K (Goldberg
y Tewari, 1989):

G° =-8,72 + 0,20 kJ.mol*
K°=34%3

H° =0,44 + 0,11 kJ.mol*
S°=30,7 £ 0,8 J.molt.K1
Cp° =9+ 20 J.moltK?

Uno de los datos principales que podemos obtener de estos resultados es que la
reaccion de hidrdlisis del disacérido es levemente endotérmica. Esto es muy importante a la

hora de elegir el tipo de reactor.
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2.7. Reactor Continuo Isotérmico

Los reactores son equipos especialmente desarrollados para llevar a cabo reacciones
guimicas, estos se seleccionan y disefian de forma que los productos deseados presenten
un alto rendimiento. El disefio de los mismos implica la eleccién del tipo, el volumen y la

forma de operacion.

Una de las principales clasificaciones para los mismos es segun el modo de operacién
del sistema con respecto al flujo de materia. De esta forma se pueden separar en; continuos,
semi continuos y discontinuos. Por otro lado, se puede tener en cuenta el sistema en cuanto

al flujo de energia y dividirlos en reactores isotérmicos, no isotérmicos y adiabéticos.

Para la eleccion de un tipo especifico de reactor deben tenerse en cuenta diversos
factores, desde el tipo de reacciones que se quiere llevar a cabo y todas las posibles
reacciones que sufre el/los reactivo/s, como el volumen de produccién requerido,

condiciones operativas, inversiones economicas, etc.

Los reactores continuos son sistemas abiertos con ingreso y egreso permanente de
corriente durante su funcionamiento. Como toda operacion continua, tiene la ventaja de
evitar tiempos muertos de carga y de descarga, lo que a su vez mejora el aprovechamiento

del calor y ofrece producciones mas homogéneas.

Dentro de este grupo encontramos al reactor de flujo piston (RFP), que se constituye
por un tubo de determinado diametro a través del cual fluye la mezcla reactiva. Se
caracteriza por ser estacionario, es decir que la composicién del sistema no varia con
respecto al tiempo. Sin embargo, si lo hace con respecto al volumen del mismo, esto se
debe a que la composicion del sistema va variando con el frente de avance de la reaccion.
Esto implica la necesidad de que exista un flujo turbulento en el reactor para generar una
mezcla radial perfecta sin frente parabdlico. Si la condicién se logra, el reactor tendra para
cada punto del equipo una composicién diferente, pero constante en el tiempo. El tiempo de
residencia (1) en este tipo de reactor esta dado por el tiempo que tarda un diferencial de
masa en atravesar todo el volumen (o longitud) del mismo, por lo cual se puede calcular

como el cociente entre el volumen del reactor y el flujo volumétrico.

Si se compara un reactor continuo de mezcla completa (RMC) con el RFP bajo las
mismas condiciones operativas, este Ultimo presenta la ventaja de que para alcanzar una
determinada conversién el reactor flujo en pistén requiere volimenes considerablemente
menores. Esto se cumple generalmente cuando se trata de una reaccién isotérmica de
orden mayor a cero y se exceptlan las autocataliticas. La causa de esto es que el RFP
comienza trabajando a alta velocidad (alta concentracidon de reactivo), la cual disminuye
gradualmente hasta el extremo opuesto del mismo, mientras que el RMC trabaja siempre a

una velocidad menor determinada por la concentracion del reactivo que se supone
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constante en todo el volumen por la idealizacion de mezcla completa. Por otro lado, teniendo
en cuenta las posibles reacciones de la lactosa, un reactor RFP dard mayor rendimiento
para la formacién de intermediarios en reacciones en series (en este caso la glucosa) con
respecto a un RMC. Mientras que, para las reacciones en paralelo, que serian la hidrolisis e
isomerizacion de la lactosa, al tener ambas el mismo orden de reaccion, no depende del

reactor elegido la selectividad (Fogler, 2008; Levenspiel, 2004).

Para determinar los parametros que definen el disefio de un reactor es necesario
plantear las ecuaciones que lo definen y ajustarlas a las reacciones que se quieren lograr. Si
se considera el balance molar de una especie determinada i, se puede plantear lo siguiente:

(Entrada de i) — (Salida de i) + (Generacioén/Desapariciéon de i) = (Acumulacion de i)

Si tenemos en cuenta que en un RFP la composicion varia con el volumen, se toma un
diferencial de este y esta ecuacion se expresa de la siguiente manera en términos de flujo

molar:

Fyyy — Fyyqav + 14V =0 (20)

En el tercer término aparece ri, que es la velocidad de reaccion en unidades de
concentracion por unidad de tiempo. Luego, dividiendo por 4V y reacomodando, se obtiene:

Fiviav —Fyv . (11)
av '
Luego, si se toma limite haciendo que A4V tienda a cero:

i | Fitveay = Fuv) _ dFi 22)
AV-0 AV av

Entonces, la ecuacién diferencial para el balance molar en estado estacionario de un
RFP es:

i, (23)
av

Por lo tanto, para ser ajustada a la reaccidon deseada se debe conocer la cinética de
reacciéon de la misma. Para el caso del deslactosado, se puede considerar un modelo
simplificado de la descomposicion de la lactosa como una Unica reaccién (Haghghat et al.,
2005).

A>P

Siendo A el reactivo lactosa y P los productos generados por su descomposicion. La cinética
de esta reaccion se puede conocer a través de los datos de concentracion inicial y final
luego de someter el disacarido a diferentes condiciones de reaccion. El tratamiento de esos
datos a través de soluciones analiticas puede dar informacion acerca del orden de reaccion

y de las constantes cinéticas en funcion de la temperatura.
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En cuanto al balance de energia, el mismo se puede plantear en términos generales

como:
Velocidad de . Tasa de adicidn Tasa de 'al'j clon
) Velocidad de Tasa de trabajo de energia &l de energia al
acumulacin _ flujo de calor afactunds por sistema por sistema por
de energia del entorno al ) el sistema + fiujo de masa i flujo de masza
d_en e sistema sobre el hacia dentra hacia afuera
slstema entorno del sistema del sistema

Esta expresion se puede escribir de la siguiente manera:

dt

5 (24)

= UA.AT — fp.v.n. dA+ F. Uentrada —F. Usalida

El primer término determina la velocidad del cambio de energia interna para cada
especie i, en el caso de un reactor continuo que opera en estado estacionario, este término
es igual a cero al no haber acumulacién ni cambio con el tiempo. El segundo término hace
referencia al calor que se entrega al sistema; siendo UA el producto entre el coeficiente
global de transferencia y el &rea de transferencia, ambos multiplicados por la diferencia de
temperatura entre el sistema y el elemento que transfiere calor. El tercer término representa
el trabajo de flujo para hacer que la masa entre y salga del sistema, donde se integra el
producto entre la presion y el volumen en el diferencial de area transversal. Los ultimos dos
términos representan el ingreso y egreso de los flujos molares multiplicados por sus

respectivas energias internas.

Debido a que la entalpia es definida en término de energia interna y el producto de la

presién y volumen, la ecuacion puede ser reescrita de la siguiente forma:
UA.AT = F.Hsaiiga — F- Hentrada (25)

Si se desarrolla esta ecuacion en funcién de las especies i que estan involucradas y
para un reactor flujo piston donde los cambios suceden con el diferencial del volumen,
llegamos a:

dT  UA.AT — AH,(=7y) (26)
v Y FiCp;

Entonces, la variacion de la temperatura con el volumen dependeréa del calor entregado
al sistema, la entalpia de la reacciéon (AH,) y su velocidad; es decir el calor que genera o

consume la reaccion y el calor especifico (Cp) de cada una de las especies involucradas.
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Como se menciond anteriormente la reaccion que se quiere priorizar en el reactor a
disefiar es la que define el tipo de operacién. En este caso la hidrolisis es endotérmica e
irreversible, lo que significa que la conversién va aumentar con la temperatura por lo que se
debe disefiar un reactor isotérmico que funcione a la mayor temperatura posible. Que el
reactor sea isotérmico significa que el sistema va a recibir calor continuamente para
mantener una temperatura constante para la reaccién. La cantidad de calor que se necesita
entregar se calcula utilizando la ecuacién (27) simplificada de la siguiente manera, ya que no

hay variacion de temperatura con el volumen.
UA.AT = AH,(-14) (27)

Ademds de existir un medio que entregue calor al reactor de forma adecuada para
lograr la temperatura de trabajo, el fluido debe ingresar a esta temperatura y al egreso
descender drasticamente la misma, para detener la reaccion. Por esta razén también se

aborda el disefio de intercambiadores de calor.

2.8. Intercambiadores de calor

Los intercambiadores de calor son dispositivos que facilitan la transferencia de calor de
una corriente de fluido a otra. Los mismos se pueden clasificar segun la cantidad de
corrientes que varian su temperatura (una corriente/dos corrientes) y su disposicién (co-
corriente 0 contracorriente), también por su configuracién (placas, tubos, coraza, etc.) y el

objetivo del mismo que puede ser calentamiento o enfriamiento de una corriente.

Para el disefio de los mismos, se debe conocer qué cantidad de calor necesita ser
transferida, y a través de qué mecanismos se lleva a cabo. El coeficiente global de
transferencia de calor, definido por la letra U, permite utilizar un Unico factor en el céalculo, ya
que relne y considera en qué medida el calor es transferido mediante cada uno de sus
componentes: conduccion, conveccion y radiacion. De esta forma, el coeficiente global va a
depender de los distintos coeficientes particulares, los cuales a su vez se definen en base a

las condiciones de los fluidos que participan en el intercambio cal6rico, a saber:

e T, temperatura e p, densidad

e v, velocidad e ¢, difusividad térmica

e |, viscosidad e f3, coeficiente volumétrico de
e Cp, capacidad calorifica expansion térmica

e k, conductividad térmica
Para calcular el coeficiente global existen diferentes métodos segun la configuracion

gue tome el intercambiador.
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Para el caso de un fluido circulando por el interior de un tubo cilindrico, el cual esta
inmerso en otro fluido y donde la temperatura es lo suficientemente baja para considerar que

el intercambio térmico por radiacion no es significativo, se utiliza la siguiente expresion:

T,
Ln (e
R LG (28)
Up h2nr; 2k h,2mr,

donde:

o U, es el coeficiente global de transferencia de calor

e D, es el perimetro del tubo por donde fluye el fluido a calentar o enfriar
e h;, es el coeficiente de conveccién para el fluido en el interior del tubo
e 1, es el radio interno del tubo

e he, es el coeficiente de conveccién para el fluido en el exterior del tubo
® ¢, €s el radio externo del tubo

e Kk, esla conductividad térmica del material del tubo

Los coeficientes de conveccion, h, son los pardmetros que presentan una complicacién
para el calculo, ya que dependen no solo del fluido sino de la configuracion del sistemay la
superficie a través de la cual circula. Una de las formas de coOmputo es la utilizacion de un
namero adimensional, el nUmero de Nusselt, que presenta diferentes correlaciones segun la
naturaleza y disposicion del sistema, y que, a su vez, depende de otros numeros
adimensionales. Estos relacionan las propiedades de los fluidos patrticipantes y de los

siguientes elementos del sistema:

e D, el diametro interior de la tuberia por donde fluye el fluido
e g, la aceleracién de la gravedad
e T, latemperatura de la superficie
o T., latemperatura del fluido lejos de la superficie
e Lc, una longitud caracteristica
A continuacién, se presenta las expresiones que relacionan estas caracteristicas para
conocer los diferentes nUmeros adimensionales y su interpretacion:
e Numero de Nusselt (Nu):
Nu = % (29)

Representa la relacién entre la transferencia de calor por conveccion y por conduccién
que se da entre un fluido y una superficie. Si toma valores superiores a 1, predomina la
conveccion, si es menor a 1 tiene mas importancia la conduccion. (Para este caso, k es la

conductividad térmica del fluido)
e Numero de Reynolds (Re):
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pvD (30)
u

Re =

Representa la relacion entre las fuerzas convectivas y las fuerzas viscosas de un fluido.
Permite caracterizar el movimiento del fluido en flujo laminar y turbulento. Para el caso de un
fluido dentro de tuberia cerrada se tiene flujo laminar cuando el Re es menor a 2000, flujo en
transicion hasta un valor de 4000 y flujo con turbulencia totalmente desarrollada cuando Re

es mayor a 4000.
e Numero de Prandtl (Pr):

C
Pr = pu (31)

k
Representa la relacion entre la viscosidad y la difusividad térmica de un fluido. Valores
pequefios de este niumero representan una alta velocidad de difusion de calor respecto a la

velocidad del fluido.
e Numero de Rayleigh (Ra):

_9b (32)

va

Ra (Ts — To)Lc3

Representa la relacion entre las fuerzas que promueven la transferencia de calor por
conveccion y las que se le oponen. Valores menores a 10000 manifiestan una transferencia

de calor fundamentalmente por conduccion.

Por otro lado, para dimensionar un intercambiador de tubos y corazas se utilizan otras
ecuaciones, aunque el procedimiento es semejante. Se plantea el célculo de un coeficiente
de transferencia global que depende de coeficientes de conveccion y estos a su vez se
calculan por diferentes correlaciones. Entonces para un intercambiador de tubos y corazas:

U. = hio ho (33)
€7 hy + hy

donde, hj, es el coeficiente de conveccién en el interior del tubo y hy es el coeficiente de
conveccion en el lado de coraza. Estos coeficientes se calculan a través de una correlacion

grafica donde a partir del Re y dimensiones L/D se determina el nimero jy

. hiD Cp U -1/3 H(T° media) -0,14 (34)
jn = (T )
K(T° pared del tubo)

De esta manera queda claro que, para dimensionar un intercambiador es necesario
llevar a cabo iteraciones, debido a que los pardmetros que necesitamos para calcular el area
de transferencia de calor también determinan los coeficientes de transferencia. Por otro
lado, a la hora de dimensionar y disefiar un intercambiador de calor, es muy importante

conocer las condiciones a las que se quiere que trabaje, dado que las propiedades de los
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fluidos involucrados varian con la temperatura del sistema (y en algunos casos también con
la presién). Por ejemplo, al trabajar con agua subcritica pueden surgir ciertas
complicaciones si se produce aparicién de burbujas de vapor en los limites del sistema. En
el peor de los casos, es posible la formacion de una pelicula aislante, disminuyendo
fuertemente la capacidad de transferencia de calor real del equipo. A este fendmeno se lo
denomina crisis de transferencia de calor, y puede verse favorecido en sistemas con flujo
pulsante. Para evitar este problema se debe trabajar con presiones lo suficientemente altas

para asegurar que el fluido se encuentre en estado liquido durante toda la operacion.

Otro factor importante es la configuracion del equipo. Para el caso de procesos en
condiciones subcriticas, se ha reportado que al trabajar con intercambiadores en forma de
espiral se puede mejorar significativamente el intercambio de calor a condiciones cercanas
al punto critico del agua (Brunner, 2014). Las condiciones subcriticas presentan otro
desafio, que es establecer las propiedades de las soluciones de trabajo bajo este régimen.
En relacién a lo anterior, en estudios previos se comprobd que en soluciones de proteina
estas condiciones no afectaban significativamente su densidad con respecto al agua, lo que
habilita a utilizar los datos del agua para realizar los calculos necesarios (Casajus y Sandrini,
2018).
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3. Objetivos

3.1. Objetivos Generales

e Disefar un reactor a escala piloto para llevar a cabo el deslactosado de permeado de
lactosuero en condiciones subcriticas.

3.2. Objetivos Especificos

e Estudiar las variables que afectan a la reaccién enzimatica de la 3-galactosidasa en el
permeado de lactosuero y establecer las condiciones éptimas para obtener un alto grado de
conversion de lactosa.

e Construir un reactor continuo tubular a escala laboratorio que permita realizar la
reaccién de hidrélisis a elevada temperatura y presion.

e Estudiar las variables que afectan la hidrdlisis en medio subcritico del permeado de
lactosuero y establecer las condiciones Optimas que aseguren una alta conversion de
lactosa.

e Comparar el deslactosado por via enzimatica con el tratamiento subcritico a través de
sus respectivas conversiones y subproductos de reaccion.

e Disenar el reactor a escala piloto con los mejores resultados obtenidos en cuanto a
rendimiento y subproductos generados.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Hidrdlisis Enzimatica

4.1.1. Caracterizacion de la enzima

Para todos los ensayos realizados se utilizé la enzima comercializada bajo la marca
Maxilact® que es una preparacion de lactasa purificada, aislada de una cepa especial de la
levadura lactea Saccharomyces (Kluyveromyces) marxianus var. lactis. El numero
internacional de enzima es EC 3.2.1.23. Debido a su procedencia, sus condiciones Optimas
de méxima actividad son aproximadamente de un pH de 6,6-6,8 y una temperatura de 35-40

°C, cuando el medio de reaccion es leche.

Este catalizador esta disponible bajo diferentes presentaciones. En este caso se utilizé
en forma liquida de densidad 1,20 g/mL y con una actividad de 5000 LAU/mL. La unidad
LAU (nimero de unidades de lactasa) se define como la cantidad de enzima que es capaz

de liberar un pmol de glucosa por minuto bajo las siguientes condiciones consignadas:

Tabla 3. Condiciones para la definicion de la unidad LAU

Sustrato: Sol. de lactosa 4,7% p/v
pH: 6.7

Temperatura: 37°C

Cone. de enzima: 0,035 - 0,1 LAU/ml
Sistema tampon: Tampén licteo

4.1.2. Medio de reaccion

Para el estudio de la actividad enzimatica se utilizO permeado de lactosuero
proporcionado por la empresa La Lacteo S.A., radicada en la ciudad de Cérdoba, que se
dedica a la produccion de diferentes lacteos y derivados, entre ellos, variedad de quesos y

WPC, por lo que genera como desecho el permeado empleado.

La composicion de dicho permeado es muy variable, ya que, como se menciond
anteriormente, tiene dependencia con varios factores como la estacionalidad de la leche, las
practicas de manejo de la vacay el tipo de queso producido. La misma empresa proporciono
un analisis de dos muestras de permeado donde esto se puede observar. Los primeros
datos fueron recolectados con una muestra del afio 2015 analizada por Centro de Quimica
Aplicada (CEQUIMAP), Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cordoba.
La segunda muestra fue analizada en 2016 en laboratorios de La Escuela Superior Integral

de Lecheria, Villa Maria, Cérdoba.
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Tabla 4. Composicion del permeado de lactosuero

Composicion CEQUIMAP, 2015|ESIL, 2016

Hidratos de Carbono (g%) 18,90 13.71
Proteinas (g%) 0.70 0,04
Materia Grasa (9%) 0,04 0,00
Fosforo total (g%) 0,09 -
Patasio (mg'L) 831,00

Sodio (mg/L) 622,00 -
Humedad (g%) 79,30 -
Cemzas (gh) 1.10 -
Sdlidos totales (g%) - 15,16

Como se puede observar el permeado esta compuesto principalmente de hidratos de
carbono que, debido a su procedencia, en su mayoria se trata de lactosa, contando con una

cantidad muy pequefia de proteinas y materia grasa despreciable.

El material proporcionado en forma liquida luego fue conservado a -20 °C hasta su
utilizacion. Antes de realizar los ensayos se sometié a pasteurizacion para evitar pérdidas de
lactosa debida a posible actividad microbiana en el medio durante el desarrollo
experimental. El tratamiento térmico se llevd a cabo en bafio Maria a una temperatura de 85
°C constante durante 15 minutos. Este procedimiento sirvio a su vez para la correcta
disolucion de los cristales de lactosa.

4.1.3. Influencia de los diferentes parametros en la hidrélisis enzimatica.

Se estudiaron los efectos del cambio de temperatura, pH y concentracion inicial de
enzima en la actividad de la lactasa. Esto se evalué haciendo reaccionar a la enzima con
400 mL de permeado, incubando la misma durante 150 minutos y con diferentes

condiciones segun el ensayo correspondiente.

En cada ensayo el permeado fue colocado en un erlenmeyer en bafio termostatizado
con agitador. El tiempo de reaccidon se comenzd a contar una vez que se introdujo la
enzima, las muestras se tomaron cada un minuto durante los primeros 5 minutos, luego
cada 10 minutos hasta completar la primera hora y por ultimo cada 15 hasta llegar a los 150
minutos. Para tomar las muestras se pipete6 cada vez, 10 mL, y se introdujeron en tubos de
ensayo que luego fueron sumergidos en agua hirviendo durante 10 minutos para inactivar la

enzima. La Figura 8 esquematiza la experimentacion en el laboratorio.
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Figura 8. Esquema experimental enzimatico

En todos los casos la medicién de pH, al igual que en el resto de los ensayos, se realizé
mediante la utilizaciéon de sensor de electrodo combinado de gel de Ag-AgCIl marca PASCO.
La resolucion del mismo es 0,01 pH y la exactitud £0.1 luego de la calibracion, con un rango
de operacion entre -4 y 80 °C.

4.1.3.1. Influencia de la temperatura

Se evaluaron 3 temperaturas diferentes: 30, 40 y 50 °C. Las mismas fueron logradas
mediante el uso del bafio termostatizado con monitoreo constante gracias a una termocupla
acoplada. En los tres ensayos se tomaron 400 mL de permeado de lactosuero pasteurizado
de pH 6, que fueron incubados con 250 yL de enzima, es decir se utiliz6 una concentracién
de 0,625 mL/L de lactasa.

4.1.3.2. Influencia del pH

El efecto del pH en el medio de reaccion se evalué cambiando esta variable en el
permeado a través de la utilizacion de un buffer realizado con NaH.PO. y K;HPO,. Este
buffer funciona de forma sinérgica ya que el potasio es uno de los cofactores de la enzima.
Se tomaron 300 mL de permeado que fueron mezclados con 100 mL de buffer preparado
para llegar a los pH deseados. Se ensayaron los pH de 5,8, 6,7 y 7,15. Para todos se
mantuvo una temperatura de 30 °C con la utilizacion del bafio termostatizado y una

concentracion de enzima de 1,25 mL/L.
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4.1.3.3. Influencia de concentraciéon de enzima

Se realizaron tres ensayos con temperatura de 30 °C y pH 6,00 variando la
concentracion inicial de la enzima agregada, utilizando los siguientes valores: 2,5 mL/L, 1,25
mL/L y 0,625 mL/L. Es decir que a los 400 mL utilizados se agregaron segun correspondia

1000 pL, 500 pL y 250 L con el uso de micropipeta automatica.

4.1.4. Construccion de las curvas de resultados

Los resultados de la hidrélisis se estudiaron a través de la medicion de glucosa,
producto de la reaccién. Es decir que, a mayor cantidad de glucosa, mayor es el porcentaje
de hidrdlisis. Para lograr esto se utiliz6 un método colorimétrico-enzimatico con lectura UV a
505 nm mediante el uso del kit GOD/PAP de GT Lab. Las mediciones se llevaron a cabo en
un espectrofotdémetro lector de microplacas “SPECTROstar Nano”, BMG LABTECH del
Centro de Investigaciones en Nutricion Humana (CenINH, Escuela de Nutricién, Universidad
Nacional de Coérdoba). Estas mediciones fueron realizadas en colaboracién con tesinistas de
la Licenciatura en Nutricion.

Luego de analizar los resultados de cada experimento, se seleccionaron aquellos cuya
tendencia se correspondié mejor con lo esperado, partiendo de la base fundamental tedrica,
el modelo utilizado y la bibliografia consultada. Elegidas estas series de datos obtenidos a
partir de la actividad experimental, se las proces6 con el fin de identificar su comportamiento
cinético y su ajuste bajo los supuestos establecidos recopilados de distintos autores. Para
esto se construyeron curvas utilizando la ecuacion namero 19 y se verificO su ajuste a la

regresion lineal mediante el andlisis de R2.
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4.2. Hidrdlisis en Medio Subcritico

4.2.1 Armado del equipo experimental

Para llevar a cabo la experimentacion en condiciones subcriticas se procedié al montaje

del siguiente sistema:

Hasrneo Erinadar _-
II' Balanza III

La alimentacién fue contenida en un erlenmeyer de 500 mL que se condujo a la bomba

Figura 9. Sistema experimental en condiciones subcriticas

a través de una manguera de 4 mm de diametro. Para el transporte del fluido se utiliz6 una
bomba de pistdn proveniente de un HPLC, modelo Waters 501, con presiones operativas de
hasta 20 MPa, y capaz de generar flujos dentro de un rango de 0,1 a 9,9 mL/min.

Las altas temperaturas se lograron gracias a la utilizacién de un horno eléctrico que
contenia dentro un pre calentador y al reactor. El mismo fue fabricado por OLR S.A., cuenta
con display digital para controlar la temperatura y alcanza un maximo de 1200 °C.
El fluido ingresa en primer lugar a un pre calentador para asegurar la temperatura deseada y
luego al reactor. A la salida, y por fuera del horno se dispuso otro intercambiador de calor
sumergido en agua helada para producir el enfriamiento del fluido para detener la reaccion y
no afectar la operacion de la valvula de presion. Para la construccion de estos equipos se
utilizaron tubos de acero inoxidable bajo la norma AISI 316. El alto contenido de cromo y
niguel le otorga una excelente resistencia a la corrosion, y la estructura cristalina, sumado al
hecho de que las piezas no tienen costuras, hacen que este material sea capaz de soportar
muy altas presiones. Se utilizé diametro de 1/8 plg para los intercambiadores, y de 1/4 para
el reactor. El volumen del reactor fue de 52,2 mL. El largo del pre calentador de 2,7 m vy el

del enfriador de 1,6 m.

La presion del sistema se logré gracias a la utilizacion de una valvula de presion en el
extremo posterior del mismo. La valvula de marca Conflow es capaz de soportar hasta 60

MPa y presenta una gran sensibilidad en el ajuste de la misma. Para conocer la presion el
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sistema fue acoplado a un sensor Dynisco TPT463E-10M-6/18 y se proceso la sefial con un
indicador Dynisco UPR800-1-0-3.

Luego de enfriado el producto de reaccion se recolectd en un receptaculo y se midio el
caudal mésico con la ayuda de una balanza Bumer de Systel SRL. La misma tiene una

precision de £ 0,1 g.

4.2.2. Medio de reacciéon experimental

Para los ensayos con hidrélisis en medio subcritico se simulé una solucion de permeado
de lactosuero al 13 % (concentraciébn minima reportada). No se pudo utilizar en su forma
original debido al gran contenido de cristales de lactosa, que podian entorpecer y obturar el
funcionamiento de la bomba disponible.

La solucién se prepard con lactosa monohidratada grado alimenticio, 99 % de pureza,
producida por Milkaut. La cual presenta los siguientes valores en su ficha técnica de andlisis

fisico-quimicos:

Tabla 5. Ficha técnica de lactosa monohidratada Milkaut

Pardmetro determinado Valor
Humedad 0,06 %
Proteinas 0,52 %
Cenizas 0,17 %
Acidez 0,29 mL

El disacéarido fue solubilizado en un buffer ajustado en pH 6,80 preparado con agua

obtenida por destilacion simple en la planta piloto y conformado de la siguiente manera:

Tabla 6. Buffer recreador

Sal Concentracion
K:HPO. 0,01 M
KCI 0,015 M

MgCl..6H.0 | 0,012 M
Acido Citrico | 0,001 M

Para preparar la solucion se utilizé un agitador magnético calefaccionado DLab MS-
H280-PRO, para producir la solubilidad completa de la lactosa se realiz6 agitacion con buzo
magnético a 40 °C.
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4.2.3. Operacién del equipo

Para poner en marcha el equipo se utilizé agua destilada hasta llegar a las condiciones
de operacién del ensayo en cuestion. Se colocé la alimentacién en el erlenmeyer de 500 mL,
en el cual fue introducida la manguera ya cebada para el correcto funcionamiento de la
bomba. Luego se encendi6 la bomba permitiendo que entre la alimentacién al sistema y se
aument6 gradualmente el caudal hasta llegar al objetivo. Posteriormente se encendi6 el
horno configurandolo a una temperatura por debajo de los 100 °C para comenzar a calentar
el sistema. Paralelamente se ajusté la valvula y la temperatura progresivamente, llegando a
una presion de 70 bar aproximadamente y a la temperatura correspondiente, asegurando de

esta manera que el fluido siempre se encuentre en condicion de liquido.

Para comenzar el ensayo se cambié la alimentacion por la solucion de lactosa
correspondiente. Luego de tres tiempos de residencia, de forma que el reactor se encuentre
operando en estado estacionario, se tomaron muestras por duplicado a la salida del

enfriador. Estas muestras luego fueron congeladas para su posterior analisis.

De esa manera se daba por concluida la corrida y se procedia a la limpieza del equipo.
Para esto se volvié a cambiar la alimentacion por agua destilada ingresando la misma con
un caudal medio y a la temperatura de trabajo, durante una hora. Concluida esta etapa de
limpieza se procedié a descender la temperatura del horno mientras se hizo circular agua
para evitar que el equipo quede presurizado y sin circulacién. Una vez estabilizado por

debajo de los 100 °C el sistema se apaga.

4.2.4. Influencia de los diferentes parametros en la hidrélisis en medio
subcritico

Los ensayos se llevaron a cabo a presiones de 70 bar. Se evaluaron 4 temperaturas
diferentes: 150, 170, 180 y 190 °C. En cada una de estas temperaturas se ensayaron
diversos tiempos de residencia para evaluar la conversion y cinética de reaccién. Los
tiempos de residencia fluctuaron entre 2 g/min y 9 g/min. En todos los casos se utilizé6 una

solucién con concentracion inicial de 0,38 M (13 %) de lactosa.

4.2.5. Construccion de curvas de resultados

La reaccion de hidrélisis de la lactosa se midi6 a través de la determinacion de la
concentracion de glucosa en el efluente del reactor. Para lo cual se utilizé el mismo método

antes descripto. De esta forma se construyeron curvas de concentracion de glucosa en
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funcién del tiempo de residencia y curvas de conversion de lactosa por hidrolisis en funcion

del tiempo, al tomar valores equivalentes a partir de los datos de glucosa.

Por otro lado, teniendo en cuenta que la glucosa puede sufrir descomposicion y la
lactosa isomerizacion, se midié indirectamente la descomposicion total del disacérido en el
reactor. Para esto se tomo6 una alicuota de cada muestra a la salida del equipo y se las
sometié a hidrélisis completa de la lactosa remanente utilizando enzima Maxilact®. Para
lograr una hidrdlisis del 100 % se debid ajustar el pH de las muestras, con el fin de que la
enzima no se desnaturalice y trabaje en condiciones Optimas. Para ello se utilizd una
solucion de KOH 0,01 N en cantidad suficiente para llegar a un pH de entre 6 y 6,5. Luego
se colocd enzima en una concentracion de 0,5 % y se llevo a temperatura de heladera
durante 24 horas. Estas muestras hidrolizadas fueron sometidas a medicién de glucosa y
por diferencia de este valor con las muestras sin hidrélisis enzimatica, se calculé el
equivalente de lactosa que contiene cada corriente efluente medida. Este procedimiento se
explica a través del diagrama de la (figura 10) y su correspondiente balance de masa. Los
datos obtenidos de esta forma se utilizaron para realizar las curvas de fraccién remanente
de lactosa en funcién del tiempo de residencia. A partir de este procedimiento se obtuvo
ademas, el valor de la concentracion final de la lactosa en el efluente del reactor para

realizar los calculos de las constantes cinéticas y valores termodinamicos.

L2

LL feact G2 Hidrolisis L3
S— eactor
61 Enzimatica G3
Medicion de G2 Medicion de G3

Figura 10. Diagrama del sistema utilizado para la medicién de la lactosa en el efluente del reactor

Donde:

Li: Lactosa (g/L)

Gi: Glucosa (g/L)

PM_: peso molecular lactosa
PMg: peso molecular glucosa

Suposiciones:
Gl=0
L3= 0 (se logran condiciones de 100 % de hidrdlisis)

Balance de masa aplicado:

PM, (35)

L2 = (G3 - G2
( )PMG
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Por otro lado, con el fin de hacer un seguimiento de la formacion de productos de
descomposicién de los azucares se construyeron graficas de cambio de pH con la
temperatura y tiempo de residencia. El pH fue medido con el phmetro PASCO anteriormente
descripto. También, se realizaron mediciones de sdélidos totales en funcion de la temperatura
para un tiempo de residencia dado. Para esto se tomaron 5 mL de cada muestra y se

llevaron a 105 °C en horno de secado durante 24 horas.

4.3. Diseino del Reactor Isotérmico a Escala Piloto

El disefio del reactor a escala piloto consistié en determinar el volumen, dimensiones,
disposicién y material del mismo. El céalculo del volumen se realiz6 a través de la
manipulacion de la ecuacion 23, para la reaccién de descomposicion de lactosa, sin tener en
cuenta intermediarios. Por lo cual se trabajé como si fuera una Unica reaccion, ya que el

objetivo en cuestion es deslactosar el producto.

Llevar a cabo esta metodologia conlleva conocer previamente parametros de la cinética
de reaccion a la temperatura de operacion (el orden de reaccidn y sus constantes) y
determinar la cantidad de produccion para esta escala. Con respecto a esto ultimo, el caudal
de alimentacion tiene importancia en las condiciones que aseguran un correcto
funcionamiento del reactor flujo en pistén, ya que el régimen turbulento del fluido depende
del area transversal y de esta variable a través de la velocidad del fluido. Como se mencioné
en la seccion 2.7 del marco tedrico este régimen es una condicidn necesaria para el RFP,
por lo que el procedimiento se basé en fijar como condicién un Reynolds de 3000. De esta
forma, conociendo la densidad y viscosidad para la temperatura de operacién se puede
obtener la velocidad minima que el fluido debe tener. Luego, estableciendo un diametro se
puede conocer el caudal, y con el caudal y el tiempo de residencia el volumen final del
reactor que permite conocer su largo. Por dltimo, también se debe calcular un espesor
necesario para que el material con el que se decide construir el reactor soporte la presion
del sistema sin colapsar. Para esto se procedié probando diferentes didmetros de reactor

hasta llegar a largos, flujo de alimentacién y espesores coherentes con una escala piloto.

Por otro lado, para conocer el orden de reaccién y su constante de velocidad, se trabajé
con los datos experimentales del reactor a escala laboratorio. Conociendo los datos de
concentracion de lactosa en el efluente del reactor (cuya obtencion es explicada en el
apartado 4.2.5) y la concentracion inicial, los parametros cinéticos se estimaron usando la
herramienta Solver implementada en Microsoft® Excel 2016. Esta herramienta emplea una
técnica de regresion no lineal para ajustar los pardmetros de las ecuaciones cinéticas

minimizando la suma de los residuos al cuadrado, es decir, la diferencia entre los datos de
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concentracion-tiempo experimentales y teéricos. Se llevé a cabo el ajuste para reacciones

de primer orden y orden n, con el fin de comparar qué modelo ajusta mejor.

Otra forma de comprobar el ajuste del modelo es verificar la variacién de las constantes

cinéticas con la temperatura como plantea la ecuacion de Arrhenius, donde:
k(T): constante de velocidad a la temperatura absoluta T
A: factor pre exponencial
Ea: energia de activacién de la reaccion
R: constante universal de los gases
T: temperatura absoluta
—Ea 36
k(T) = AeRT ( )
Al realizar la linealizacion de dicha ecuacion se obtiene:

Ln (k) = Ln (4) + ;_—E; (37)

De esta forma se graficaron las constantes cinéticas en funciéon de la inversa de la
temperatura para comprobar su adecuacion con el ajuste lineal. Esto a su vez también

permiti6é calcular la energia de activacion de la reaccién y el factor pre exponencial.

4.4. Diseno de Intercambiadores de Calor

Una vez obtenida la temperatura que arroj6 mejores conversiones y dimensionado el
reactor, se planteé el disefio de los intercambiadores que se utilizarian para esta nueva
escala. De esta forma, se decidié que tipo de intercambiadores serian necesarios para que
la alimentacion ingrese a la temperatura necesaria al reactor, y para que una vez que salga
de este, se enfrie rApidamente para detener la reaccion y asegurar un buen funcionamiento

de la valvula de presion. El primer paso fue plantear el sistema tedrico para la escala piloto:
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Aire caliente

Figura 11. Sistema planteado para la escala piloto

Se decidié mantener la utilizacion de un horno que albergue al reactor a la temperatura
de reaccién, mientras que el pre calentador que asegura el ingreso de la solucion a dicha
temperatura se separ6 de esta unidad para que el fluido sea calentado mediante el ingreso
de aire caliente proveniente de la combustién de gas natural. Que el fluido calefactor sea el
aire caliente, permite facilmente trabajar a temperaturas superiores a los 100 °C y evita el
manejo de otros fluidos de alto coste y peligrosidad. Para enfriar el producto se opté por
utilizar un intercambiador de tubos y coraza con flujo a contracorriente que permite
aprovechar el calor transferido para un primer precalentamiento de la alimentacion,
agregando una bomba que asegure el caudal necesario para su ingreso al sistema. De esta
forma se procedi6 a calcular en primera instancia el intercambiador de tubos y coraza para
determinar a qué temperatura entra la solucién al pre calentador en el horno. En todos los
casos se utilizaron datos extraidos de NIST para el agua pura en las diferentes condiciones
definidas. En este sistema, tanto los tubos del intercambiador como el tubo del pre
calentador estan sometidos a presion de 70 bar, por lo que es importante tener en cuenta

este dato a la hora de determinar un espesor para los mismos.

4.4.1. Diseio de Intercambiador de tubos y coraza

El disefio de este tipo de intercambiadores consiste en varios pasos. En primera
instancia se procedi6 a establecer las condiciones iniciales del sistema, considerando el flujo

y temperatura del reactor para el fluido caliente, mientras que para el fluido frio se establecio
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el mismo flujo y temperatura ambiente. Partiendo de estos datos se procedid a calcular las
temperaturas finales de ambas corrientes mediante calculos de iteracion utilizando la
siguiente ecuacion, que relaciona la variacion de temperatura a través de la igualacion del
calor cedido y recibido, donde el subindice c y f, corresponden al fluido caliente y al frio

respectivamente.

Q = m.Cp AT, = meCp;ATy (38)
De esta forma se calcula el calor mediante el producto del flujo masico, la capacidad
calorifica de la sustancia a la temperatura mas caliente o mas fria segun corresponda y la

diferencia de temperatura a la cual se somete.

Conocer el calor que se debe transferir es el primer paso necesario para el célculo del
coeficiente de transferencia, que como se mencion6 en el marco teorico, se lleva a cabo
mediante iteraciones, debido a que el mismo depende de dimensiones del equipo y a la vez,
las dimensiones del equipo dependen de este valor. De esta forma, para calcular una
primera area de transferencia fue necesario partir de un valor de U, para lo cual se utiliz6 la
tabulacion compilada por Kern, donde el coeficiente es selecto segun el tipo de

intercambiador y la sustancia utilizada.

Con la primera area calculada y la eleccion de un didmetro de tubo se determiné el
largo del &rea de transferencia. Luego se definid el arreglo, nimero de pasos de tubo por
coraza y el didmetro de coraza quedando de esta manera determinado el nimero de tubos
necesarios, en una primera aproximacion. Por otro lado, se seleccion6 un estandar BWG
para tubos que caracteriza a los mismos en espesor, propiedades de flujo a través de
seccioén y peso por longitud, entre otros. Con estos datos y en funcion del valor de Reynolds
para los dos sistemas (coraza y tubos) se obtuvo el valor de ju (ecuacion 34) a partir de
graficas normalizadas, para luego conocer los coeficientes h que permitieron obtener Uc
(ecuacion 33). Este coeficiente se comparé entonces con el valor de Up, el cual representa el
coeficiente de transferencia de calor para el area de disefio que tendra el equipo y que se

calcula de la siguiente manera:

Q (39)

Up=———
D A ATy pr

donde A, es el area de transferencia disefiada que se calcula a partir del producto de la
superficie por pie lineal de tubo (coeficiente que se obtiene de la estandarizacion BWG), el
largo y niumero de tubos elegido. Q es el calor maximo que se debe transferir y ATy, pr delta
de temperaturas media logaritmica que relaciona temperaturas iniciales y finales de ambas

corrientes.
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Por dltimo, se iteré6 modificando el valor de algunas de las dimensiones criticas del
equipo hasta que el valor de Uc resultdé mayor que el obtenido para Up. Cuando esto sucede
se tiene la certeza de que el area calculada para el intercambiador disefiado asegura la

transferencia de calor, minimizando el coeficiente de transferencia necesario.

4.4 .2. Disefno de Pre calentador

El pre calentador se disefi6 teniendo en cuenta el caudal de ingreso al reactor, una
temperatura inicial igual a la de salida de la corriente caliente en el intercambiador tubos-
coraza y una temperatura final igual a la de reaccién. Ademas, se establecié para la
corriente calefactora el ingreso de aire caliente a 250 °C. Se definié un didmetro de tubo de
0,635 cm y para calcular el coeficiente de conveccién interno se utilizd la siguiente
correlacion para el niumero de Nusselt extraida de compendio de Mills, que se aplica en
flujos turbulentos en conductos suaves con hidrodinamica y transferencia de calor,

totalmente desarrollados.

(f/8)(Repy — 1000)Pr (40)
Nupp, = 0,5 <P
Yor = T 12,7(F /8) 2 (PrefE — 1) r
donde f=(079InRep, — 1,64)2 3000 < Repy, < 10° (41)

Para el coeficiente de conveccion externo, si bien el tubo del pre calentador se
dispondria en forma de espiral, se utilizd la correlacion para conveccion natural sobre un
cilindro horizontal por ser la correlacién disponible mas cercana a dicha configuracion. La
misma se expresa de la siguiente manera:

0,518Ral/* (42)

— -4 9
Nup —0,36+[1_|_(0’559/197”)9/16]4/9 107* < Ra <10

Que las expresiones para el nimero de Nusselt no dependan del largo del sistema,
hace que no sean necesarias iteraciones. Sélo la ecuacion nimero 40 depende de un
parametro dimensional que es el diametro a través del Reynolds, pero se decidié que este

fuera un parametro fijado, por lo que el calculo resulta simple.
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5. Discusion y Resultados

5.1. Hidrdlisis Enzimatica

5.1.1. Influencia de la temperatura

Influencia de la temperatura
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Figura 12. Concentracion de glucosa durante el transcurso de la reaccion. El pH del medio fue el del propio
lactosuero, concentracion inicial de enzima de 0,625 mL/L, s6lo se vio variada la temperatura del medio de
ensayo.

De la Figura 12 se puede observar que la temperatura de 30 °C es aquella que da
mejores porcentajes de hidrdlisis, coincidiendo con estudios anteriores para la enzima
(Mammarella, 2001). A 40 °C no se aprovecha la totalidad de la capacidad de la enzima,
mientras que a 50 °C la enzima tiene muy poca actividad. Si tomamos los puntos maximos
de las curvas y aplicamos la conversién a lactosa equivalente para conocer el porcentaje de
hidrélisis alcanzado (teniendo en cuenta la concentracion inicial de lactosa de 130 g/L)
tendremos que: con 30 °C se alcanza 60,6 % de hidrdlisis, con 40 °C 27,37 % y con 50 °C
apenas 3,87 %.
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5.1.2. Influencia del pH

Influencia del pH

60,000

50,000

Pl

40,000

30,000

[Glucosa] (g/L)

—+—pH5,8

—0—pH 6,7

20,000

pH 7,15

10,000

0,000

80 100 120 140 160

Tiempo (min)

Figura 13. Concentracion de glucosa medida en el tiempo de reaccién. Se fij6 la concentracion inicial de
enzima en 1,25 mL/L y la temperatura del medio en 30 °C para los tres ensayos, se trabajo modificando el
pH del medio de reaccion para cada corrida.

Los resultados muestran que el pH 6ptimo de la enzima para estas condiciones es de

6,7, siendo el grado de hidrélisis alcanzado 72,36 %. Mientras que con un pH de 5,8 (pH

natural del permeado) se alcanza 68,83 % y con pH 7,15; 67,44 %.

De esta forma se

determina que es necesario corregir el pH del permeado para que la actividad enzimatica

sea mayor. Sin embargo, en caso de no modificarlo y manteniéndolo en 5,8, se pierde un

porcentaje de 3,53 % de hidrolisis. Esta pequefia diferencia lleva a considerar si es

realmente conveniente modificar el pH, introduciendo un paso mas en el proceso y elevando

el costo.
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5.1.3. Influencia de la concentracion inicial de enzima

Influencia de la concentracion inicial de enzima
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Figura 14. Concentracion de glucosa libre en el tiempo. Contraste de datos de ensayos donde se trabajo a
30 °C con variante en la cantidad de enzima inicial utilizada para la hidrélisis de lactosa en permeado.

De la Figura 14 se puede observar que utilizando una concentracion de enzima de
0,625 mL/L se obtiene 60,60 % de hidrdlisis de lactosa. Duplicando la cantidad de enzima a
1,25 mL/L se obtiene el mayor porcentaje de hidrdlisis, siendo esta del 72,36 %. Si se
duplica la concentracion de enzima a 2,5 mL/L los resultados son similares al valor anterior
siendo del 70,54 %. En consecuencia, con una concentracion de 1,25 mL/L se consigue la
méaxima actividad de la enzima para esa cantidad de sustrato, por lo que duplicar su

concentracion no resulta recomendable.

5.1.4. Evaluacién del modelo cinético

Debido a que las pruebas donde se vari6 el pH y se mantuvieron la temperatura 30 °C y
concentracion inicial de la enzima en 1,25 mL/L fueron aquellas donde las tres curvas dieron
conversiones similares y altas, se utilizaron para someterlas al ajuste del modelo cinético.
Se manipularon los datos obtenidos de estas experiencias para graficar la ecuacion 19, de la

siguiente manera:
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Figura 15. Ajuste del modelo cinético sobre las corridas seleccionadas. En este modelo se asume la
relacion KM = KI, la ecuacion cinética se muestra en la parte superior del gréafico.

Se observa que los datos se comportan como predijo la teoria consultada, ya que los R?
son muy cercanos a 1. Se comprueba la presuncién de que las constantes cinéticas Ku y K|
presentan el mismo valor para el sistema analizado y que en éste, la enzima presenta
afinidad similar tanto para el sustrato como para el producto que la inhibe.
Concluyentemente, en estas condiciones la reaccién se adapta al supuesto cinético de
Michaelis-Melten, siendo importante reconocer que, dada la igualdad entre Ky y K, es
correcto aseverar que, para la reaccién estudiada en el sistema propuesto, la etapa que
limita y controla el avance de reaccion junto con la velocidad de la misma es el rompimiento

del enlace glucosidico dado por la ruptura del complejo enzima-sustrato.

Dadas las condiciones en las que fueron planteados los experimentos y la conduccién
posterior de su desarrollo, no fue posible determinar los valores de los parametros cinéticos
de la reaccion enzimatica de hidrdlisis. Calcularlos hubiera requerido variar la concentraciéon
inicial del sustrato para a través de regresiones poder obtener valores experimentales de los
mismos. Sin embargo, el propdésito de analizar el comportamiento cinético de las series de
datos obtenidos en los ensayos tuvo como unico fin, el de corroborar que estas se
comporten de acuerdo a la teoria consultada y a las condiciones del postulado cinético de
Michaelis-Melten para poder asegurar que los resultados obtenidos fueran fidedignos al
momento de compararlos y contrastar los rendimientos de conversion de lactosa con los

resultados concluyentes del desempefio del reactor subcritico.
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5.2. Hidrdlisis en medio subcritico

5.2.1 Andlisis de hidrdlisis a través del seguimiento de glucosa

Las mediciones de la concentracién de glucosa en funcion del tiempo de
residencia se agruparon en diferentes curvas segun la temperatura de reaccion.

Arrojando el siguiente gréfico:

Glucosa en funcion del tiempo

ry

T
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Tiempo de residencia (s)

Figura 16. Medicion de glucosa en funcion del tiempo de residencia para diferentes temperaturas en
condiciones subcriticas.

Como se puede observar, a mayor temperatura y mayor tiempo de residencia se
produce mayor cantidad de glucosa, es decir que se alcanza un mayor grado de hidrdlisis, lo
gue es coincidente con la teoria al tratarse de una reaccion endotérmica. Sin embargo, a
temperaturas de 180 y 190 °C para un tiempo de residencia de 447,43 segundos, no hay
una diferencia notable, esto se puede deber, entre otras cosas, a un error de medicion o al
hecho de que mientras mayor es la temperatura, mayor es la degradacion de la glucosa.
También se observa que a 150 °C sélo se logra conversion a tiempos de residencia mayores
gue 626,4 segundos. Por lo que se concluye que a menores temperaturas no se produciria

hidrdlisis en estas condiciones y tiempos de residencia.

Con estos datos de concentracion de glucosa en el efluente del reactor se construyeron
curvas que muestra la fraccion de lactosa que logroé consumirse a través de la hidrélisis. Las

mismas se muestran a continuacion:
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Conversion de Lactosa por Hidrolisis
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Figura 17. Conversion de lactosa calculada a través del equivalente de glucosa medido

Como se puede ver el mayor porcentaje de conversion alcanzado es del 25 % para 190
°C con un tiempo de residencia de 1044 segundos. Se debe tener en cuenta que este
porcentaje podria ser mayor debido a que existen reacciones de descomposicion de
glucosa. Dado que no se cont6 con otros métodos para seguir los productos de estas
reacciones en serie, no se estaria midiendo realmente cuanta lactosa se descompone por la
formacion de sus mondmeros. Por esta razén es importante analizar la descomposicion de
lactosa en su totalidad, teniendo en cuenta que el objetivo final es deslactosar el producto y

no Unicamente lograr la hidrdlisis.

5.2.2. Descomposicién de Lactosa

Aplicando el balance de masa descrito en la Figura 9 y ecuacién 35, se realizaron
curvas para cada temperatura donde se muestra la fracciéon remanente de lactosa, es decir
el cociente entre la concentracion final en el efluente y la concentracion inicial en la

alimentacién, en funcion del tiempo.
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Figura 18. Fraccion remanente de lactosa en funcion del tiempo de residencia.

En la Figura 18, se presenta el porcentaje de lactosa que no pudo ser descompuesta
después de su paso por el reactor. EI mejor valor alcanzado es de 0,27 con un tiempo de
residencia de 1491,43 segundos a 180 °C. Es decir que en esas condiciones se alcanza una
conversion del 73 % de la lactosa inicial. Debido a la tendencia de las curvas, si se hubiera
ensayado este tiempo de residencia para una temperatura de 190 °C se hubieran logrado
conversiones mayores. Sin embargo, empiricamente se observdé que a mayor temperatura
se producia mayor formacion de compuestos soélidos y coloreados debido a reacciones de
caramelizacion, por lo cual existe un limite practico debido a que esos sélidos producen
taponamiento del reactor. Esto se puede apreciar en la Figura 19, la cual muestra el efluente

del reactor a 190 °C aumentando de derecha a izquierda el tiempo de residencia.

Figura 19. Muestras extraidas a 190 °C a tiempo de 3,5y 7 mL/min
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5.2.3. Evolucion del pH

Uno de los pardmetros facilmente medibles que dio indicio de las reacciones de
descomposiciéon fue la evolucion del pH. La misma fue determinada en las muestras a la
salida del reactor. Dichas variaciones se graficaron en funcion del tiempo de residencia para
cada temperatura en el siguiente grafico.

Evolucion de pH

pH

n AN cOn 00 1000.00 1500 00 e e aats
v, uv LUV, UV vUuv, vy LSVV, UV LUV, UV

Tiempo de Residencia(s)

Figura 20. Evolucion del pH con el tiempo de residencia para las diferentes temperaturas ensayadas

En concordancia con lo esperado, a mayor tiempo de residencia y mayor temperatura,
el pH tiene mayor caida, debido a que se forman compuestos de descomposicién acidos en
mayor concentracion. El valor mas bajo es de 2,5 y se registra a 1044 segundos con 190 °C.
Este dato fue muy importante a la hora de hacer la medicion indirecta de la lactosa
remanente, ya que para lograr las hidrélisis al 100 %, el pH debe ser modificado para una

actuacion 6ptima de la enzima.

5.2.4. Solidos Totales

Otro parametro facilmente medible que marca la formacién de compuestos de
descomposicion de los mondémeros, son los sélidos totales recuperables. En este caso no se
analizan aquellos productos que acidifican el medio, sino aquellos que son volatiles

producidos por la caramelizacién y que se pierden a las temperaturas de reaccion.
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Figura 21. Porcentaje de recuperacion de sélidos con respecto a la temperatura

Estos resultados se muestran a un unico tiempo de residencia que fue el valor
intermedio de los ensayados, es decir 626,4 segundos, ya que no varia el resultado
significativamente con el tiempo de residencia, pero si con la temperatura. Como era de
esperarse se pierde mayor cantidad de sdlidos al aumentar la temperatura. A 190 °C se
recupera 76 % de los solidos totales, lo que indica que se forma 24 % de compuestos

volatiles que no son recuperables.

5.3. Comparacion del deslactosado por método enzimatico y
metodo subcritico

Con los resultados anteriormente reportados se puede realizar la comparacion de los
dos métodos aplicados al medio de estudio, el permeado de lactosuero. Ambas logran
similares conversiones de lactosa siendo la mayor conversion alcanzada de 73 % para la
descomposicién en medio subcritico y 72,36 % para la hidrélisis enzimatica. Sin embargo,

se debe tener en cuenta dos puntos claves, el tiempo y los productos secundarios.

Desde el punto de vista del tiempo, el mejor método es el subcritico ya que estas
conversiones se logran en 24,86 minutos (siempre y cuando el reactor esta funcionando en
régimen estacionario) mientras que la hidrdélisis enzimatica lo logra en 135 minutos. Ademas,
al tratarse de un proceso continuo, éste se encuentra exento de los tiempos muertos que
existen en un sistema en batch. Por otro lado, si se tiene en cuenta la formacion de
productos de descomposiciéon, como bien se sabe, el método enzimatico es muy especifico
y produce principalmente la disociacién en los mondmeros constituyentes y posiblemente
productos secundarios en muy baja proporcién que no se han logrado medir. Sin embargo,
el método en condiciones subcriticas genera muchos compuestos secundarios como quedo

demostrado a través de la medicion indirecta de lactosa remanente, del pH y sdlidos totales.
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En cuanto a los costos de ambos procesos, se necesita de un estudio mas exhaustivo
para compararlos con exactitud, pero lo que se puede inferir es que el método enzimatico
requiere de una constante incorporacion de enzima, la cual es muy costosa, y la correcciéon
de pH del permeado a 6,7; mientras que el método subcritico solo requeriria de una
inversion inicial en el equipo. Sin embargo, esta inversidén es elevada ya que se trata de un
equipo que trabaja a altas temperaturas y presiones, ademas con agua que tiene
propiedades corrosivas, lo que genera la utilizacibn de materiales mas costosos. Ambos
tienen consumo energético para lograr las temperaturas de reaccion, pero, aunque el
método subcritico necesite una temperatura 6 veces mayor (180 °C contra 30 °C), logra el

mismo resultado en un tiempo 5,43 veces menor.

5.4. Diseno del Reactor Isotérmico a Escala Piloto

5.4.1. Célculo de pardmetros cinéticos y termodinamicos.

A continuacion, se muestra el resultado obtenido mediante la herramienta Solver:

Tabla 7. Resultados de la regresion no lineal mediante el uso de Solver.

Ordenn | Orden 1
n 0,93 1
Kisoec 4,25.10%| 4,64.10%
Ki7oec 6,29.10_4 6,86.10_4
Kisoec 7,84.10% | 8,68.10*
Kisoec 9,49.10%4 | 1,05.1073
Suma de
cuadrados 0,068 0,069
de los
residuos

Como se puede ver los modelos ajustan de manera muy similar, ya que la suma difiere
apenas por una unidad en la milésima. Calculando el n para el orden diferente de uno, da un
valor de 0,93 por lo que es cercano a una reaccion de primer orden. Por otro lado, los
valores obtenidos para las diferentes kg calculado como orden 1, son similares a los
mostrados en la bibliografia consultada, siendo 8,29.10 para 190 °C segln Yukitaka et

al.
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No obstante, el modelo de orden n ajusta mejor la linealizacién de la ecuacion de

Arrhenius, al obtener un valor de R? mayor.

Linealizacion de Arrhenius

-6,8
0,0021 0,007%5 0,0022 0,00225 0,0023 0,00235 0,0024
- L
y=-4000,1x +1,7711
7,2 .. R={,9974
@ Ordenn
= -7.4 . Orden 1
c .
Lineal (Crden n)
7.6 y=-3943, 7 +1,5506
' B2 = [ DOES Lineal (Crden 1)
+a L)

[=]

Figura 22. Linealizacion de la ecuacion de Arrhenius para los modelos probados (primer orden y orden n)

De esta regresion se obtienen los siguientes valores para la energia de activacion y

factor pre exponencial.

Tabla 8. Parametros de la ecuacion de Arrhenius para los modelos probados (primer orden y orden n)

A (s Ea (J/mol)
Ordenn 4,71 3,28.10%
Orden 1 5,88 3,33.10*

Dada la situacién de no contar con bibliografia que permita contrastar los resultados

obtenidos, no se profundizé en detalles de discusion acerca de los valores obtenidos.

5.4.2. Calculo de volumen y dimensiones del reactor

A partir de los resultados anteriores se decidié trabajar con el mejor ajuste, es decir la
velocidad de reaccion con orden n. Para calcular el volumen y dimensiones del reactor, en
primer lugar, se obtuvo el tiempo de residencia necesario para la temperatura de 180 °C y
conversion de 0,73 que fue la maxima alcanzada experimentalmente con una concentracion
inicial de 0,38 M. Con ese fin se manipulé la ecuacién 23 de la siguiente manera, siendo:

e Fa, el flujo molar e Cp, Concentracion de Ia

e ra velocidad de reaccion lactosa
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e Cao concentracion inicial de la
lactosa
e v, caudal volumétrico

e V, volumen del reactor

dF,
=
dFA = 7. dCA
vdCy n
Qv ke
dC,
dr =
T Tkep

CA = CAO' (1 - X)

dCA = _CAOdX

dX
d

T X dX
ir= [ o
-fo o kCHA-X)"

C/gé_n) (1 _ X)l—n _ 11—n

t= k n—1

El tiempo de residencia calculado fue igual a 1491,31 s.

k, constante cinética
reaccion a 180 °C

n, el orden de reaccion

T, tiempo de residencia

X, conversioén

(45)
(46)
(47)

(48)

(49)
(50)
(51)

(52)

(53)

de

Luego teniendo en cuenta la condicion de turbulencia, se fij6 un Re = 3000 y con la

densidad y viscosidad para el agua a 180 °C se fueron probando diferentes diametros hasta

obtener una velocidad que diera flujo, volumen y largo razonables para el reactor. La

velocidad esté relacionada con el caudal, diametro, volumen y largo a través de la sucesion

de estas ecuaciones que permiten calcularlos:

DZ
U:V.T[.T
V
T=—
(%
e
"~ 1.D?2

(54)

(55)

(56)

Por otro lado, fue necesario tener en cuenta que el caudal no fuera demasiado elevado

porque esto llevaria a la necesidad de un intercambio de calor muy grande para los equipos
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destinados a este fin. De esta forma se obtuvieron los siguientes resultados, donde cada

dimensidén esta expresada en la unidad de medida mas conveniente a fines practicos:

Tabla 9. Dimensiones y caudal del reactor

T 1491,31 s

Re 3000
Velocidad (v) 1,34 cm/s
Diametro (D) 3,81 cm
Caudal (v) 55 L/h
Volumen (V) 22,78 L
Largo (L) 19,98 m

Una vez obtenido estos valores se procedié a decidir de qué material construir el reactor
y el espesor del tubo del mismo. Estas variables estan relacionadas a través de la siguiente
ecuacion que relaciona la tension admisible del material (0aam) con la presion del sistema (p),
el radio (r), espesor del tubo (e) para un cilindro y el correspondiente factor de seguridad (S).

%aam _ P-T (57)
S e

Se eligié entonces trabajar con un tubo de acero inoxidable AISI 316 sin costura al igual
que en la escala laboratorio por sus prestaciones a altas temperaturas y tolerancia a la
corrosién. El mismo presenta una tension admisible de 250 MPa a la temperatura de trabajo.
Por lo que para un radio de 1,9 cm, la presion de trabajo de 70 bar y designando un factor

de seguridad de 4, se obtiene un espesor de 2,1 mm.

Por otro lado, debido a que el largo es de 19,98 m, es necesario disefiar la disposicién
del reactor en el espacio. No se puede mantener en forma de espiral debido a que el
diametro del tubo es muy elevado como para producir espiras sin forzar demasiado el
material, perdiendo resistencia del mismo. Por esta razén se pens6 una disposicion en
forma de letra ‘ese’ con 10 tramos de 2 m conectados por codos, como se muestra en la

siguiente figura:

Figura 23. Disposicion del Reactor
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5.5. Disefno de Intercambiadores de Calor

5.5.1. Disefio de Intercambiador de Tubo y Coraza

En la Tabla 10 se muestra las temperaturas finales que alcanzara cada corriente al fijar
las condiciones iniciales respecto a sus temperaturas y caudal, siendo el subindice E las
condiciones de entrada de las corrientes y S las condiciones de salida, mientras que F se
refiere a la corriente fria o alimentacion y C al fluido calefactor o producto. Ademas, se
presenta el calor calculado que estas corrientes deben intercambiar y en la columna derecha
los parametros obtenidos a partir de relaciones entre las diferentes temperaturas y
necesarios para calculos posteriores. Tc y tc son el promedio de las temperaturas de
entrada y salida de la corriente caliente y fria respectivamente, conocidas como temperatura
caldrica, con ellas se calculan las propiedades de las corrientes como densidad, capacidad
calorifica, etc. Mientras que, R y S son parametros que determinan al factor de
transferencia, Fr, que multiplica al delta de temperaturas medio logaritmico, MLDT. Este
ultimo representa el gradiente real de temperatura y dependen de la configuracién elegida
para el intercambiador.

Tabla 10. A la izquierda: caudal, calor intercambiado y temperaturas de corriente fria y caliente. A la
derecha: parametros obtenidos a partir de las temperaturas iniciales y finales de las corrientes.

PROPIEDADES DE FLUIDOS

S 55(L/h Te 138,82|°C
1,53E-05|m’/s te 58,5(°C

Q 4990,19|W R 1,07

Tee 180(°C 0,48

Tes 97,65|°C Fr 0,8
Tee 20(°C MLDT 144,53|°F
Tes 97|°C MLDT * F; 115,62|°F

Por otro lado, se presentan las tablas que muestras las variables de disefio y dimensién

para el equipo obtenidos luego de las iteraciones que aseguran que Uc sea mayor a Up.

Para su comprension se describen parametros que no han sido mencionados con

anterioridad:

e Dery Do son el diametro externo de tubo en metros y pulgadas respectivamente
e Diy De, es el diametro de la coraza y diametro equivalente de la coraza

respectivamente

e Py longitud del paso (distancia entre tubos)
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e as, ai, a, son area de flujo en coraza, por tubo y de la totalidad de tubos

respectivamente

e C’ es un factor que depende del diametro y espesor del tubo y afecta al area del

flujo en coraza

o Gsy Gy, velocidad de masa en coraza y tubo

e a”, superficie por pie lineal de tubo

e Rp, factor de obstruccion que se dimensiona para tener en cuenta el
de

ensuciamiento

Tabla 11. Resultados de la iteracion de variables de disefio y dimension

ARREGLO TRIANGULAR
Urabia (W/m2 K) Qupay (W) Area Transferencia (mz) Der(m) Largo (m) D, (plg) Largo Tubo (ft)
1500 10369,22 0,11 0,032 1,08 12 1,8
Espaciado Deflectores B (plg) | Paso por Coraza n BWG D, (plg) P; (plg) Espesor (plg) N;
0,5 8 8 1,25 1,56 0,165 20

C'(plg)

as (ﬂz}

CORAZA
GS (Io/h ft?)

De (plg)

Reg

ho (Btu/h ft* °F)

0,939

0,025

4506,85

0,89

317,01

81,23

a' (plg?)

3 (ﬂz)

TUBOS

G (Ib/h f£%)

Re,

L/D

h: (Btu/h ft* °F)

tubos.

h (Btu/h ft* °F)

0,665

0,012

9762,23

2108,28

17,3

15

61,38

45,17

Coeficiente Global de Transferencia de Calor

Ue (Btu/h ft* °F) a" (ft'/ft) A (ft?) Q (Btu/h) |U, (Btu/h ft °F) Rs
29,03 0,327 11,78 35381,11 25,99 4,00E-03

En resumen, el equipo constaria de 20 tubos de especificacion BWG 8, que tienen un
largo de 0,549 m, didmetro de 3,2 cm y espesor de 0,42 cm; dentro de una coraza de 30,48
cm de diametro interno. Los tubos se presentarian en un arreglo triangular con 8 pasos por
coraza y la coraza presentaria deflectores cada 1,27 cm. La cantidad de deflectores sera
elevada debido a la necesidad de establecer una turbulencia constante en el fluido frio que
favorezca lo maximo posible a la transferencia calérica. En contraste con este disefio se
podria optar por un intercambiador cuya longitud sea la mitad del equipo disefiado, con un
diametro interno de coraza de 39 cm debido a un mayor nimero de tubos necesarios para la
transferencia (90 tubos). Escoger mayor nimero de tubos implica mas elementos que deben
ser sellados aumentando la posibilidad de fugas por lo cual no resulta lo mas conveniente y

se decidio establecer mayor cantidad de deflectores.

Con respecto al espesor de tubo, se utilizé la ecuacién 57 para corroborar que el
espesor designado bajo la seleccion del estdndar BWG, para tubos de acero AISI 316,
cumple con el valor requerido para soportar la presion del sistema, presentando un valor del

factor de seguridad de 16,5 con respecto al espesor minimo calculado.
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5.5.2. Disefio de Pre Calentador

En este caso se comenz6 definiendo el diametro interno y externo del tubo a utilizar, y

con el caudal determinado por la produccion del reactor, se determiné la velocidad del fluido

a calentar.

Tabla 12. Didmetro externo, interno y espesor del pre calentador. Velocidad del fluido en su seccion.

D, 0,01448|m
i 0,0127|m
e 0,089(cm
A 1,27E-04|m?
55|L/h
Caudal
1,53E-05 m3/s
v 0,121|m/s

Esto permiti6é calcular el nUmero de Reynolds que junto con el resto de las propiedades

del fluido llevaron a determinar el nimero de Nusselt y el coeficiente de conveccion. Estos

datos se resumen a continuacién, donde los subindices i y f se refieren a las condiciones

iniciales y finales del fluido respectivamente:

Tabla 13. Propiedades de la solucion y coeficiente de conveccioén interno del tubo

Propiedades de la solucién (lactosuero)
T, 97|°C T 180|°C
Cp; | 4201,3[)/kgK | Cp; 4386,8|1/kg K
Pi 962,75|kg/m? Pt 890(kg/m?
K |2,92E-04|Pas e 1,51E-04|Pas
K; 0,68063|W/m K K¢ 0,6765|W/m K
Re, 5046,61 Re; 9012,23
Pr, 1,804 Prs 0,981
f 0,039 f; 0,032
Nu, 24,66 Nu; 32,18
hiowr | 1321,80|W/m?K |he. inr 1714,11|W/m? K

Por otro lado, se procedié de manera semejante para determinar el coeficiente de

conveccion del lado externo del tubo, para lo cual se tuvieron en cuenta las propiedades del

aire seco a 250 °C. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 14. Propiedades del fluido calefactor y coeficiente de conveccion externo del tubo

Propiedades del fluido
calefactor (aire seco)
T 250|°C
Cp 1043|J/kg K
K 0,04{W/m K
B 0,00189|1/°C
a 6E-06|m?/s
VI 2,76E-05|Pas
v |4,22E-05|m¥/s
) 0,653|kg/m’
Pr 0,71
L. 0,15/m
Ra, | 26232764,573
Nu; 28,401
hexr | 78,456{w/m? K

Entonces con los coeficientes de conveccion calculados se procedid a aplicar la
ecuaciéon 28 que permitié determinar un area de transferencia y con esta un largo para el
tubo.

Tabla 15. Célculo de U y area de disefio para pre calentador

1517,96|W/m?* K
78,456|w/m? K
16,3|W/m K
o 9454, 724|W
\"|Ea 106,146(K
VP 73,771|W/m’ K
Apisefio 1,207|m?>
el 26,542(m

En resumen, el pre calentador tendria un largo de 26,543 m. Debido a que el diametro
del mismo es de media pulgada, este se puede disponer en espiras. Si cada espira tiene un
diametro de 0,75 m, con 40 espiras la longitud se reduce a 0,885 m. Calculando el espesor
requerido para la presion de trabajo, se comprob6 que el espesor designado para el pre
calentador cumple con la especificacién necesaria, con un factor de seguridad de 5 cuando

se trabaja con acero AlSI| 316.
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6. Conclusiones

Sobre la hidrélisis enzimatica

Los ensayos experimentales con la utilizacion del permeado de lactosuero y la enzima
no presentaron mayores dificultades. La mejor conversién se obtuvo para una temperatura
de 30 °C, pH 6,7 y una concentracion inicial de 1,25 mL/L, siendo esta del 72,36 %. El no
haber llegado a una hidrdlisis del 100 % lleva a hacer algunas consideraciones. Si bien la
enzima puede hidrolizar la lactosa al 100 % en matrices lacteas que presentan hasta 5 % de
lactosa, las muestras utilizadas tenian como minimo una concentracion del 13 %. Se podria
suponer que no se llega a la totalidad de la hidrélisis debido a una saturacion de la enzima,
pero esta suposicion no resulta avalada por los datos experimentales al haber encontrado
que, con el doble de concentracion inicial de enzima, se llegd a las mismas conversiones.
Por otro lado, se pudo comprobar que los resultados de los ensayos concuerdan con los
modelos cinéticos propuestos por estudios anteriores, o que permite tener confiabilidad en

la consistencia de la serie de datos obtenidos.

Otra suposicion factible es la estructura (morfica) en la que se encuentre disponible la
lactosa en el medio. Se observd gran presencia de cristales insolubles, que con el calor de
la pasteurizacién se disolvian, pero luego, a pesar de las condiciones de agitacion y
temperatura, con el paso del tiempo de reaccion iban reapareciendo, por lo que, al no estar
solubles, no quedan disponibles para la enzima. Es decir, el sistema de reaccion presentd

interferencias tales que no permitieron mantener su homogeneidad constante.

Sobre el equipo para obtener condiciones subcriticas

Los ensayos con este equipo llevaron mas tiempo del esperado debido a diferentes
complicaciones. En primer lugar, se intentd trabajar con el permeado, intentado diferentes
métodos para solubilizar los cristales de lactosa que el mismo presentaba, y de esta forma
no afectar el funcionamiento de la bomba de alimentacioén. Calentar la solucién hasta su
dilucién no era una opcién ya que no se podia alimentar dicho equipo con un fluido a alta
temperatura. Se intenté autoclavando el mismo y si bien se logré la solubilizacion, el medio
presentd pardeamiento por lo que se desistié de utilizar este método, ya que se prefirié que
todas las reacciones de la lactosa con la temperatura sucedieran en el reactor de forma que
fueran controladas por sus condiciones. Finalmente se decidié utilizar un simulante de la
solucion de la lactosa, ya que en su forma comercial (alfa monohidratada) si presentaba una
solubilidad total al 13 % y a temperatura ambiente. Esto también permitié controlar

exactamente la concentracion inicial.
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Con esta solucion se procedid a realizar los ensayos a 3 tiempos de residencia
diferentes para cada temperatura, comenzando por la mas baja 150 °C hasta llegar a 190
°C. El problema se dio cuando a 190 °C se produjo caramelizacion y el reactor se obturd por
la formacion de solidos aglutinados en el fluido. Luego de que esto sucediera, fue casi
imposible volver a operar el reactor manteniendo dicha condicion de ensayo y es por esta
razén que no se tienen mas puntos para las curvas a cada temperatura. Sélo se pudieron
conseguir 4 puntos para las temperaturas de 150 °C y 180 °C. La mayor conversion de
lactosa lograda con estos ensayos fue del 73 % y se consiguié a 180 °C con un tiempo de

residencia de 24,86 minutos.

Sobre la medicion de resultados

Se debe tener en cuenta que la concentracion final de lactosa fue medida de forma
indirecta, con un método que implica una reaccidon enzimatica, donde se confia en la
actividad de esta enzima que es informada por su ficha técnica, pero que dista de la
confianza que un método analitico verificado y validado puede brindar. Por esto seria ideal
que en futuras investigaciones se realicen mediciones directas utilizando métodos
cromatogréficos, dénde también se incluya la medicion de los productos y subproductos de

reaccion.

Sobre el deslactosado con medio subcritico y su comparacién con la hidrélisis

enziméatica

En el permeado de lactosuero la hidrélisis enzimatica llevé a un maximo de 72,36 %,
mientras que en el medio simulado se llegé a 73 % de descomposicion de lactosa por el
sometimiento a condiciones subcriticas. Como se ha mencionado el principal objetivo fue el
deslactosado, por lo que, a pesar de no encontrar un buen porcentaje de hidrélisis en
condiciones subcriticas, el resultado global es satisfactorio. Mas aun, si se consideran los
productos reducidos en lactosa disponible en el mercado, que en su mayoria presentan un

80 % de reduccion.

Entonces, en comparacion se obtiene un porcentaje de deslactosado similar, pero
condiciones mas favorables para el equipo subcritico, al llevar menos cantidad de tiempo
para lograr el mismo objetivo. Sin embargo, el problema de esta alternativa es la generacion
de los productos de descomposicién. Estas reacciones que se agrupan bajo el concepto de
caramelizacion se utilizan usualmente en la gastronomia, pero se deberia realizar un estudio
més exhaustivo sobre cuéles y en qué cantidad se generan los subproductos para saber si

son compatibles con los limites de ingesta diaria para una persona.
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Por otro lado, se puede pensar que para lograr el 100 % del deslactosado, al igual que
para realizar las mediciones indirectas de lactosa, el sistema subcritico puede estar
acoplado a un reactor enzimatico. Este reactor requeriria de una concentracion inicial de
lactasa mucho menor que en el caso del permeado, ya que la cantidad de sustrato estaria

reducida en un 73 % y de esta manera se reducirian los costos respecto al uso de enzima.

Sobre los parametros cinéticos

Como se mencion6 anteriormente, para cada temperatura se obtuvieron entre tres y
cuatro puntos experimentales. Se sabe que con esta cantidad de puntos es poco
recomendable hacer estimaciones y buscar pardmetros que justifiquen el comportamiento
del sistema. Sin embargo, se encontraron valores semejantes a los reportados por otras
investigaciones, lo que permitié tomar la decisién de trabajar con las constantes cinéticas

propias para el disefio del reactor.

Sobre el disefio del reactor y los intercambiadores

El dimensionamiento de los equipos propuestos tuvo como desafio pensar en la
totalidad del sistema al disefiar cada uno de los equipos por separado. Se partié de la
condicién de cumplir un flujo turbulento en el reactor mas el tiempo de residencia necesario
para la conversion lograda, determinando asi la escala de produccion. Esta escala influyé en
la dimension de los intercambiadores de calor, por lo que esto significd realizar varias
iteraciones por cada parametro modificado para que todas las dimensiones fueran acordes y
realistas. De esta forma el sistema quedd escalado en 436 veces, lo cual representa un

numero elevado, pero cumple con el objetivo de mantener condiciones turbulentas.

Por otro lado, en cuanto al reactor, un disefio mas completo hubiera surgido de calcular
la transferencia de calor necesaria para mantener las condiciones isotérmicas. Sin embargo,
esto no fue posible al no poder establecer una entalpia de reaccion para el modelo
propuesto, donde la lactosa se descompone sin tener en cuenta intermediarios. La entalpia
de reaccion se podria calcular a través de las entalpias de formacion de los productos y
reactivos, pero la desventaja en este trabajo es que no se conoce con exactitud qué

productos y en qué cantidad se forman.
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Conclusiones Generales

Este trabajo consiguié obtener una respuesta favorable al objetivo planteado, ya que
con un nuevo método se alcanzaron conversiones de lactosa similares a las obtenidas con
el método enzimatico tradicional en el permeado de lactosuero. Estos resultados permitieron
el disefio de un reactor continuo isotérmico de 22,78 L, que procesa 55 L/h de permeado en
condiciones subcriticas, hasta una conversién de 73 % de lactosa, operando a 180 °C y 70
bar. A su vez, fue posible el dimensionamiento de los intercambiadores de calor necesarios
para cumplir con los objetivos, tanto del incremento de la temperatura hasta la establecida
para la reaccion, como el posterior enfriamiento necesario para detenerla. Sin embargo,
para determinar si es posible un real aprovechamiento de este subproducto de la industria
lactea, a través de su transformacion en condiciones subcriticas, es necesario profundizar
estudios del efluente del reactor. S6lo de esta forma se podria determinar si es realmente
utilizable, ya sea, como bebida en la industria alimenticia o0 como fuente de insumos
farmacéuticos como la lactulosa, siendo estos los posibles productos de mayor valor
agregado, que darian mayor rentabilidad. Esta variable econémica sélo podra ser definida
luego de realizar el analisis de costos del proceso en cuanto a las inversiones necesarias y
los costos de operacion, lo que también permitiria tener una comparaciéon mas completa

entre los métodos analizados.

Entonces podemos concluir que los resultados aqui presentados son el primer paso que
permite afirmar que se produce deslactosado en el permeado sometido a condiciones
subcriticas y que funda cimientos para subsiguientes estudios que permitan conocer con

mas detalle el producto, el proceso, la viabilidad econémica del mismo, entre otros.
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