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FRUCTOOLIGOSACARIDOS, A PARTIR DE SACAROSA, EN
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En este trabajo se estudié el escalado de la reaccion de sintesis de fructooligosacaridos a partir de la
sacarosa, catalizada por un biocatalizador conformado por células recombinantes vivas de Pichia
pastoris inmovilizadas en alginato de calcio, en un biorreactor tipo tanque agitado de 5 L de capacidad
y dotado de un impelente con aspas en forma de hélices. Se analizaron las consecuencias del escalado
de 5a50 L de lareaccion de biocatélisis aplicando el método del Principio de similitud e identificando
los criterios de igual velocidad en la punta del impulsor (ND) e igual potencia volumétrica (P/V)
como los mas adecuando. También se corroboré practicamente la validez de la aplicacion del
criterio de escalado igual ND al alcanzar rendimientos de 1-kestosa de 322 g/L en el modelo 5 L
y 320 g/L en el prototipo de 50 L.
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In this paper we studied the scale-up of the synthesis of fructooligosaccharides from sucrose,
catalyzed by a biocatalyst consisting of living cells of Pichia pastoris recombinant immobilized in
calcium alginate, in a stirred tank bioreactor type 5-L capacity and equipped with an impeller of
blades on a propeller. We analyzed the impact of scale-up from 5 to 50 L of bio-catalysis reaction using
the method of the principle of similarity and identifying the criteria of equal tip speed of impeller (ND)
and the same volumetric power (P/V) as the most suitable. Also confirmed the validity of practically
applying the criterion of scale-up as ND to achieve yields of 1-kestose from 322 g/L in model 5-L,
320 g/L in the prototype of 50 L.
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Introduccidén

Losfructooligosacaridos (FOS), son carbohidratos
naturales formados por 1 a 9 residuos de fructosa
enlazados a una molécula de sacarosa por enlaces
R2—1.Suconsumo harecibido un particular interés
debido a sus excelentes propiedades bioldgicas y
funcionales como prebiético. Los FOS son
hipocal6ricos, edulcorantes no criogénicos, estimu-
lan de forma selectiva el crecimiento de
Bifidobacterios y Lactobacilus lo que contribuye
alaprevenciondel cancerde colony lareduccion de
los niveles de colesterol, fosfolipidos y triglicéridos
en suero /14,18/.

Los FOS que se comercializan son obtenidos por
dos vias: hidrdlisis de lainulina vegetal /6,18/y por
sintesis enzimatica a partir de la sacarosa emplean-
do como biocatalizadores micelios del los hongo
Asperigillus niger o Aereobasidium popullans

inmovilizadosenalginatode calcio /3,10,18/. Duran-
te la sintesis de FOS mediada por biocatalizadores
de origen fungoso se produce una mezcla de
carbohidratos donde los fructooligosacaridos cons-
tituyen mas de 55 % de total compuestos por un
25 % 1-kestosa (GF3), 25 % de nistosa (GF4) y
5 % de fructosilnistosa (GF5) /17,18/, siendo la
1-kestosa el de mayor valor comercial /15/.

La obtencion de fructooligosacéridos con una
composiciéon de 1-kestosa de mas de 50 % se
logré al utilizar un biocatalizador de células
recombinantes de Pichia pastoris, que expresan
unafructosiltransferasa vegetal, inmovilizadasen
alginato calcio /12/. La reaccion de sintesis se
realizé a una concentracién de 600 g/L de saca-
rosa en tampén acetato de sodio 0,1M pH 5,5,
temperatura de 30 °C. La representacion esquema-
tica de dicha reaccion se muestra en la figura 1.
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Fig. 1 Representacion esquematicade lareaccion de sintesis FOS, catalizada por células de
Pichiapastoris recombinante inmovilizadasalginato de calcio.

Laproduccionde FOSaescalapiloto o industrial
siguiendo lareacciondescritaen lafigura 1 requiere
adicionalmente la consideracion de parametros
operacionalesendependenciadel tipo de biorreactor
autilizar. De ahi que este trabajo tuvo como objetivo
realizar el escalado de lareaccion de biocatalisisaun
biorreactor tipo tanque agitado, yaexistente, de 50 L
de volumen efectivo de trabajo a partir de determi-
nar las condiciones operacionales en un biorreactor
modelo con similares caracteristicas geométricas y
5 L de capacidad.

Fundamentacién tedrica

La reaccion de biocatalisis basada en células
inmovilizadas es un proceso de cinéticaenzimatica
en fase heterogénea, pues con este tipo de
biocatalizador se introduce una fase solida en el
biorreactor. Lainmovilizacion de las células pro-
voca que lavelocidad de reaccion global dependa
de las resistencias a la transferencia de masa del
sustrato desde el medio liquido al sitio activoen el
interior de la particula de biocatalizador. Estas
resistencias generan gradientes de concentracion
de sustrato de cuya intensidad depende el meca-
nismo de transferencia de masa /1,5/.

Hipotéticamente las etapas de resistenciaala
transferencia de masa que ha de vencer el sustrato
hasta llegar al sitio activo son:

1) del seno de liquido hasta la pelicula de liquido,
2) atravésde lapeliculade liquido, difusion externa,
3) desde la superficie de la particula hasta el
interior del sitio activo. Lareduccion del tiempo
de trénsito del sustrato por las etapas antes
mencionadas depende del soporte, del medioy
de los parametros operacionales /5/. Por lo
general, los valores 6ptimos de soporte, medio,
pH, temperatura y la carga de biocatalizador

por cantidad de sustrato son pardmetros que se
determinan en estudios a nivel de frascos y que
no varian por cambio de equipamiento o de la
escala /7/. Los parametros operacionales que
inciden en latransferencia de masatales como:
velocidad de agitacion, velocidad espacial, flu-
jo, caida de presion, etcétera estan asociados
con el tipo de biorreactory escala, por lo que su
optimizacion depende del sistema a utilizar.

Los biorreactores recomendados en reaccio-
nes de biocatélisis mediadas por células vivas
inmovilizadas en alginato de calcio, son tanque
agitadodiscontinuo o continuoy lecho fijo o fludizado
/9/. En las reacciones que se requiere control de pH
se utilizan biorreactores tipo tanque agitado.

Laseleccion de un reactor tipo tanque agitado es
una de las soluciones a tener en cuenta en la
reaccion de biocatélisis para la obtencion de FOS
mediada por células recombinantes vivas de Pichia
pastoris, pues posibilita el control de pH y no se
afecta la eficiencia catalitica por la produccion de
gases como sucede en los reactores de lecho fijo
/9/. Ademaés es posible aumentar la transferencia de
masa aumentando la agitacion, al reducir el grosor
de lacapa limite debido a la renovacion continua de
lasuperficie en las fases de interaccion. Un régimen
de agitacion eficiente es aquel que mantenga las
perlas de biocatalizador en suspensiény homogenice
la mezcla de sustratos y productos /2,16/.

El régimen de agitacién esta determinado por
la geometria del reactor, el tipo de impelente, las
caracteristicas reolégicas de lasolucidny lavelo-
cidad de agitacion, esta ultima es la variable a
optimizar. La velocidad de agitacion Optima sera
aquella en la que se logre alcanzar la maxima
actividad del biocatalizador en suspensién con el
sustrato y que se reduzca al minimo la fragmen-
tacion por cizallamiento. Adicionalmente la frag-

20 TECNOLOGIA QUIMICA Vol. XXXI, No. 2, mayo-agosto del 2011



mentacion por cizallamiento de perlas de alginato
puede ser mitigada en mayor grado cuando se usa
un impelente de hélice /8/.

Materiales y métodos

Biocatalizador

Células de Pichia pastoris recombinante que
expresa 1- sacarosa:sacarosa fructosiltransferasa
inmovilizadas en alginato de calcio 2 % (p/v) con
una actividad de 10 U/g. Una unidad de enzima
(V) representa la cantidad de biocatalizador que
liberal mmol de glucosa por minuto a velocidades
iniciales de la reaccion en una solucion de saca-
rosaa 1,75 M en tampon acetato de sodio 0,1 M,
pH 5,5, a 30 °C.

Determinacion de glucosa liberada

A 400 pL de las muestras tomadas de la reaccion
de biocatélisis o su dilucién se les adicioné igual
volumenécidodinitrosalicilico (DNSA). Lamezcla
se incubd por 10 min a 100°C, posteriormente se
enfrié en hielo por 5 min. Se tomaron 100 pL y se
colocaron en una placa Costar de 96 pozosy se leyd
la absorbancia a 550 nm en un lector de placas
Fotémetro-Fluorimetro PR-521. Se utiliz6 como
patron una curva de glucosa (Sigma).

Separacion de productos de la biocatalisis
encromatografiaen capafina

Las cromatografias en capa fina se realizaron
en placas de silica-gel 60 (Merck, Alemania). Las
muestras se diluyeron hasta5°Bx.y seaplicé 1 pL
a la placa, como solvente de corrida se utilizé
acetona 95 % (v/v). Se realizaron 5 corridas y los
compuestos fructosados se observaron después de
asperjar la placa con una solucion saturada de 1-
butanol, urea 3 % (p/v) y etanol absoluto 5 % (v/v)
e incubarla a 100 °C por 15 min.

Cuantificacién de los carbohidratos en la
reaccion de biocatalisis

Elanélisis cuantitativo de las muestras se realizo
por HPLC de un sistema isocratico combinado con
deteccion por indice de refraccion para el analisis de
carbohidratos. Seaplicaron 20 L de muestraen una
columna Aminex HPX 42-C (BioRad, Richmond),
conunflujodetrabajo de 0,6 mL/min, unapresionde
aproximadamente 52 bar y una temperatura de
trabajo de 81,7 °C. El solvente utilizado fue agua
mili-Q. Se empled un detector de indice de refrac-
cion Knauer Differential-Refractometer. Los resul-
tados se analizaron conayudadel paquete informatico
BioCrom, version 3,0, CIGB, 1996-1997.

Caracteristicas de los biorreactores

Las caracteristicas de disefio de los biorreactores
utilizados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1
Caracteristica de disefio de los birreactores
Caracteristicas Biorreactor modelo Biorreactor prototipo
Didmetro del impelente 003 m 0l
Diiametro del biorreactor 015 m 045 m
Volonen total nlL.
Volunen de trabajo 0L
Tipo de irmpelente hélices hélices

Condiciones cinematicas de la reaccién de
biocatalisis

- Temperatura: 30 °C, pH 5,5

- Concentracion de sacarosa inicial: 600 g/L

- Tiempo de reaccion: 72 h

- Relacion peso de biocatalizador/volumen de
sustrato (g/L): 1/10

- Lavelocidad de agitacion del impelente fue
lavariable a estudiar en el biorreactor mode-
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lo, modificando la misma en un rango de
0-200 rpm.

Resultados y discusion

Influencia de la velocidad de agitacion en la
velocidad de reaccion

Para estudiar el efecto de la agitacion en la
produccionde FOS, se varid lamismaen unrango
de valores de 0, 100 y 200 rpm en el biorreactor
modelo con una carga de biocatalizador en una
relacion 1:10 peso de biocatalizador/volumen de
sustrato y manteniendo constante las restantes
condiciones operacionales de concentracion ini-
cial de sacarosa 600 g/L, temperatura 30 °C y
tiempo de reaccion de 3 h. Transcurrido ese
tiempo se detuvo la reaccion, determinado la
glucosa producida durante la sintesis de FOS.

La glucosa liberada, indicativo de velocidad
global de lareaccion de biocatélisis, fue 2,6 veces
maés alta en las reacciones con agitacion que sin
ella (figura 2). Sin embargo, no existio diferencia
significativaentre laglucosa liberadaa 100y 200
rpm, por lo que una agitacién de 100 rpm es
suficiente paramantener el biocatalizador en sus-
pension y disminuir la pelicula de liquido en la
superficie de las perlas aumentando el contacto con
el sustrato y la liberacién del producto. Al no variar
la cantidad de producto con el aumento de la agita-
cion parece ser que la difusion en el interior de las
perlas contintia siendo la limitante del proceso y es
independiente de la agitacion externa.
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Fig.2 Glucosaliberadaadiferentes
velocidades de agitacion del impelente.

Las perlas se incubaron en sacarosa 1,75 M en
una relacion 0,16 g de biocatalizador/gramo de
sustrato a 30 °C por 3 h'y la agitacion se vario a
0, 100y 200 rpm.

Los valores representan la media + el error
estandar de tres réplicas. Letras diferentes denotan
diferenciassignificativas entre los valores de gluco-
sa liberada a las diferentes agitaciones ensayadas
(prueba de Student-Newman-Keuls, p=0,05).

Estudio de la reaccién de biocatalisis en
biorreactor modelo(5L)

Después de determinar que a la velocidad de
agitacionde 100 rpm se alcanza laméximavelocidad
de reaccion en el biorreactor modelo con un impe-
lente de hélices, se procedid a desarrollar la reac-
cionde biocatélisis bajo este régimen de agitacion
por 72 h. Se observd que a medida que transcurre
el tiempo de reaccion hay un aumento progresivo
de laconcentracion del trisacérido (1-kestosa) y una
disminucion de la sacarosa como se muestra en la
separacion por cromatografia de placa delgada de la
figura 3. Cuando disminuy6 la concentracion de
sacarosa solo se apreci6é una débil tendencia a
la polimerizacion a partir de 1-kestosay a la
actividad de hidrolisis. En condiciones simila-
res otros biocatalizadores conformados por
fructosiltransferasas de origen fungoso o
bacteriano muestran sintesis de 1-nistosa a
partir de la 1-kestosa. /11,18/. Transcurrido el
tiempo total de reaccion la concentracion de
1-kestosa es de 322 + 7 g/L, representando el
53,6 % de los carbohidratos totales presentes
en la mezcla, lo que significa que se ha alcan-
zado un rendimiento cuyos valores oscilan en-
tre los maximos obtenidos en estudios a escala
de laboratorio /12/.

Andlisis de las consecuencias de la aplicacion
de los diferentes criterios de escalado para operar
el biorreactor prototipo (50 L).

En el escalado de la reaccion de biocatélisis a
50 L se empled el método basado en el “Principio de
Similitud” a partir de lainformacion obtenidaen los
ensayos realizados en el biorreactor modelo. La
aplicacion de este método se basa en garantizar
similitud mecénica que implica lageométrica, cine-
maticay dinamica, asi como laquimicay térmicalas
que son posibles de lograr al mantener:

- lgual relacién didmetro de impelente/didmetro
del tanque

- lgual temperatura, pH y tiempo de reaccion

- lgualrelacion biocatalizador/sustrato
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Ademas se complementa si el escalado se realiza teniendo en cuenta al menos uno de los siguientes

criterios de escalado:

- Igual velocidad en la punta del impulsor (ND), = (ND),, (1)
- Igual potencia volumeétrica (P/V), = (P/V),, = N® D? (2)
- Igual velocidad del impulsor (N,) = (N,,) (3)
- Igual potencia (P,) = (P,,) = N* D° 4)

donde: Sustituyendo y despejando Ns, en (1) queda:

N = velocidad de agitacion, Nso = (1,6 s 0,05 m)/0,15 m.

P = potencia,

D = didmetro del impelente.

La seleccion de uno u otro criterio de escalado
estd sujeto al analisis de las consecuencias de
adoptar cada uno de ellos en nuestro sistema de
reaccion. La determinacion de las consecuencias se
realizaatravésdel calculotedrico de cadaunode los
parametros que caracteriza el sistema, por ejemplo:

Igual velocidad en la punta del impulsor o
impelente

donde:

(ND)s = (ND)so (1)

De donde conocemos que el prototipo tiene que:
N.=100rpm=1,6s'yD,=0,05myel D,,=0,15m.

Resultando que:
Nso = 0,53 s =32 rpm
Aplicando criterio Igual potencia volumétrica

(N*D?)* = (N*D?) 50 ()
Sustituyendo y despejando Nso en (2) obtenemos

Nso = V (1,6 $%)3x (0,05 m)?)/(0,15 m)?
Nso = 0,769 s= 46 rpm

De forma similar a los dos ejemplos antes
ilustrados se realiza el célculo de la velocidad de
agitacion (Nso) para los restantes criterios de
escalado aplicando la ecuacion correspondiente.
En la tabla 2 se muestra el resumen del compor-
tamiento de los diferentes pardmetros segun el
criterio de escalado seleccionado.

Tabla 2
Valores de los diferentes pardmetros segln el criterio de escalado aplicado
Valores (Prototipo (501ts)
B11
Criterios de Escalado
Ilodelo H B Re P
(5lts)
Izual welocidad en la pranta
i 0,08 32 3.3 x10° 234 1,1 x107
del impulsor (1IN
Izual potencia wolumétrica
001 48 0,01 385 0,5 x 103
()
Izual velocidad de
o 100 100 0,092 763 3110
agitacidn (M)
Igual potenicia (F) Olx103| 15 |33 =10 13 0,1 x 107

El mimern Reynolds (Ref)= ND¥/ 0, donde p es densidad (kgfin®) v g vizcosidad

(Fasg) de lasacarosa al 60 %% (/)
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Alanalizar los resultados mostrados en la tabla 2
se observa que si se mantiene como criterio, igual
velocidad en la punta de impulsor, el nimero de
Reynolds se incrementaen 3 veces, lapotenciatotal
enl11veces ylapotenciavolumétricaen3vecescon
respecto al biorreactor modelo. Cuando es emplea-
doel criterioigual potenciavolumétricael nimerode
Reynolds se incrementa en 4,5 veces y la potencia
total en 5 veces. A pesar de que la aplicacion de
ambos métodos resultd en un aumento del nimero
de Reynolds entre 3 y 4,5 veces, no implica un
cambio del régimen de flujo, los valores de potencia
son proporcionales al cambio de escala. De ahi que
se afirme, que en el escalado de la reaccion de
biocatalisis en unbiorreactor discontinuo es posible
aplicar loscriteriosde igual velocidadenlapuntadel
impulsor (ND) e igual potencia volumétrica (N°D?).

Laaplicacionde los otros criterios de escalado
fue descartada debido a que igual velocidad del

Modelo (5L)

agitador originaria un consumo de potencia 30
veces superior y un nimero de Reynolds 10 veces
superior, no proporcionales al cambio de escala,
que provocaria un exceso de consumo de poten-
cia y un régimen de flujo que produciria
cizallamiento en las perlas del biocatalizador. En
el caso de aplicar igual potencia no se lograria la
homogeneidad requerida en el sistema.

Operaciéndel biorreactor prototipo (50L)

Laoperaciéndel biorreactor prototipo de 50 litros
serealizd homogenizando el sistemaaunavelocidad
de agitacion de 32 rpm, que se corresponde con la
aplicacion del criterio de igual velocidad en la punta
del impelente para el escalado de la reaccion de
biocatalisis, con este criterio se garantizd que el
cizallamiento del biocatalizador fuerasimilar al pro-
ducido en el biorreactor modelo /4, 13,19/.

Prototipo (SOL)

— F
GF

Al SIS

Fig. 3 Separacion por cromatografia de capafinade los productos resultantes en las cinéticas
dereaccionen losbiorreactores modeloy prototipo. Carrilesl-11muestras del biorreactor
modelo tomadas cada 8 h desde las 0-72 h. Carril 12 Patron de peso: (F) Fructosa, (GF) sacarosa
y (GF2) 1-kestosa. Carriles 13-24 muestras del biorreactor prototipo tomadas cada 8 horas

desde las 0-72 h.

En la figura 3 se muestra la separacion por
cromatografia de placa fina de los productos de la
reaccion de sintesis de fructooligosacéaridos. Tanto
para el biorreactor modelo como el prototipo, la
reaccion transcurrid de formasimilar, lo que eviden-

cid que el escalado aplicando el criterio igual veloci-
dad en la punta de impulsor fue acertado. Ademas la
cuantificacion de laproduccion de 1-kestosaal cabo de
las 72 h arroja valores de 320 + 5 g/L en el biorreactor
prototipo, corroborando laanterior afirmacion.
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Conclusién

El escalado de la reaccion de biocatélisis para
lasintesis de fructooligosacéridos a partir de la
sacarosa aplicando el Principio de Similitud
basado en el criterio de igual velocidad en la
puntade impulsor permite alcanzar rendimien-
tos similares en ambas escalas.
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