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Resumen

En la actualidad la industria pesquera, genera grandes cantidades de residuos organicos
(subproductos como las colas de pescado, piel, escamas, cabezas, espinas, etc.) y trata estos
subproductos como desechos, residuos de poco valor o residuos a los cuales se les
adjudican un bajo valor agregado, debido a su compleja composicion y especialmente su
alto contenido en sustancias organicas.

Una alternativa para la reutilizacion de los subproductos es hidrolizar enzimaticamente las
proteinas del pescado lo que permite generar un producto con un alto valor agregado y
propiedades funcionales que favorecen diversos procesos en la industria alimentaria.

En el procesamiento de los subproductos de la industria pesquera mediante hidrolisis
enzimatica de las proteinas del pescado, influyen varios factores y en especial las variables
operacionales (Temperatura de operacidn, concentracion inicial de sustrato, concentracion
inicial de enzima, conversion, entre otras.), pues se deben controlar de forma simultanea de
manera que se cree un producto de propiedades funcionales acorde a los requerimientos del
mercado y ademas que la produccion resulte viable econémicamente.

Es necesario un analisis en profundidad del comportamiento de las variables para la
obtencion de los parametros operacionales que permitan optimizar econémicamente el
procesamiento de los subproductos. Para esto, se requiere estudiar un modelo matematico
que determine el comportamiento de la reaccion para asi analizar las variables importantes
en la operacion como la concentracién inicial de sustrato, temperatura de reaccion,
conversion y concentracion inicial de enzima para posteriormente ver la incidencia de estas
variables en la productividad, los costos y las utilidades.

Los resultados mostraron que las condiciones de operacion que maximizan la produccion
no coinciden con los minimos de las funciones de costos, por lo cual se analiza la funcion
de utilidades que incluye a ambas y muestra de buena forma la viabilidad de la operacién
por cada lote.

Luego del andlisis de la funcion de utilidades, considerando un volumen de reactor
Vr=1m?, el producto con un grado de hidrdlisis DH=5% es el que presenta mayores
beneficios econdmicos, donde los costos totales son un 18% de los ingresos, con un total de
utilidades de $188.767 pesos por lote con So=166[mM], Top=54°C y E0=0,04[g/l]. Ademas
se determiné que el costo de agua es el més bajo de los costos y el costo mas importante es
el costo de enzima el cual puede llegar al 88% de los costos totales. En cuanto al maximo
en las utilidades por jornada estas ascienden a $966.747 pesos y las condiciones
operacionales son Top=66[°C], So=166[mM] y E0=0,77[g/l].



Contenidos

RESUIMEN ...t b e e e b e e s re e e e n e e nn e e nneeenns 3
(070] 01 (=] 01 [0 [0 LSRR ORI 4
I 111 (oo [3 ool o] o HU USSR 9

ODJEUIVO GENETAL ... 11

ODjJEtiVOS ESPECITICOS .....cuviviieieeiieie ettt 11
A N 1 C=ToT=T 0 [T (=TRSO RPRP 13

2.1. Laindustria pesquera en Chile...........ccocoiiiiiiiiiiiee e 13

2.2.  Importancia del Salmon en la industria pesquera en Chile..............cc.ccoeee. 16

2.3.  Aspectos ambientales de la industria del Salmon ..o, 19

2.4.  Aprovechamiento de los subproductos de la industria del salmoén.................. 20

2.5.  Proteinas del mUsculo de PeSCadO ..........ccoviirerieiiirieiee e 20

2.6. Hidrolizados de proteinas de PeSCadO ..........cccoreirereiririeneese e 22

2.6.1.  Tip0S de NIAIOliSIS ......cceiieiiiiic e 22

HIArOHISIS QUITMICA ....c.veivieiiecie ettt s sre e e sreene s 22
HIArOHISIS ACIAA. ... ecvievieieie ettt 22
Hidrolisis basica 0 @lCalING...........couiiiiiiiie e 23
Hidrolisis enzimatica de ProteiNas ..........ccceieeiiciieieeie e 23

2.7, L ENZIMA ...ttt e ne e 23

2.8.  Grado de HidroliSIS........ccoiueieiiiiiieie e 25

2.9. Hidrolisis enzimatica de proteinas de pescado. ...........ccceeveeievreieiieieese s 25

2.10.  Propiedades funcionales, tecnoldgicas y nutricionales..............c.ccccevevernnnne. 27

2.11.  El proceso de hidrolisis enzimatica de proteinas de pescado...................... 28

2.12.  Factores que afectan la hidrolisis enzimatica de proteinas de pescado....... 29

2.12.1. Temperatura de FEACCION: ..........ccviiieieeie et 29
2.12.2. Concentracion inicial de SUSLratO: ........cccccvevivereiiiereee e 30
2.12.3. Concentracion inicial de ENZIMa: ........ccoooevivere e 30
2.12.4. EIpH de [a MEZCIa.......ccviiiieee e 31
2.13.  Modelo de Cinética ENZIMALICA ..........cceviverieriieriee e 31
2.13.1. INNIDICION ENZIMALICA........eeveiieeee e 32
2.13.2. INACTIVACION TEIMICA. ... .eivieieiiiecie et 34



2.14.  Balances de materia y energia en el reactor por lotes...........c.ccocvovrinninnenns 35

Dimensionamiento del reactor POF I0tES...........coiiiiiiieiee e 36
BalanCe de MALBrIa ......ccveieeiiiie et 36
Balance A ENEIGIA .....coiuiiiiiiie e s 37
2.14.1. Régimen isotérmico en el reactor por 10tes ..........cccoeieiiencinineiencns 40
2.15.  Modelo de evaluacion de desempefio de la hidrolisis enzimética.................. 41
Modelo del comportamiento del FEACTON ..........ccviiiieieieie e 42

K T |V 1=1 (oo o] oo | - LSOO U TOOPR PPN 44
3.1.  Uso del modelo de evaluacién de desempefio de la hidrdlisis enzimética....... 44
3.2. Las variables operacionales para el modelo de desempefio del reactor
BNZIMALICO ...ttt ettt et e re e s e et e s eesaesteebeeseeseesee s enteneesrenranrens 45
3.3.  Operacion del reactor de hidrdlisis enzimatica de proteinas de pescados...... 48
3.4. Variables de optimizacion de la operacion del reactor enzimético. ................ 49
3.5. Analisis de las utilidades en funcion de las variables operacionales............... 54
3.6. Rangos de operacion de las variables operacionales. ...........c.ccccoevvivieiieieennenn, 56
O (L U] - To [0 LSS 60
4.1. Andlisis de las variables operacionales. ...........ccccoevviieiieiiiic s 60
4.1.1  Comportamiento de la conversion de sustrato en el reactor por lotes............ 60
4.1.2  Inactivacion de la enzima en funcién de las variables operacionales............. 61
4.1.3  Productividad en funcion de la temperatura de operacion y Eo..................... 63

4.2.  Andlisis de Costos en funcion de las variables operacionales........................... 67
4.3. Costos totales en funcion de las variables operacionales..............ccccccevevveenen. 73
4.4. Comportamiento general de 10S COStOS........cceiveiierieiieiieie e 82
4.5. Ingresos en funcion de las variables operacionales..............ccccovveveiieiiciecnnenn, 83
4.6.  Analisis de 1as Utilidades...........ccceveiiiiiiiicieccse e 84
4.7. Maximizacion de [as Utilidades............ccooviviiiicieie e 87
4.8. Caso particular Caleta POrtales............cocoiiiiiiiiieiesseee e 92
TR O] o 1] oo OSSR SR 95
T S (=1 €7 o] - USRS 98



Indice de Figuras

Figura 2.1.: Desembarque total de peces por subsector (2013)..........civiiiiiiiniininn... 15
Figura 2.2: Participacion en el desembarque total de peces por subsector..................... 16
Figura 2.3: Desembarque total por region 2013 [Ton]...........cooovviiiiiiiiiiiniiiiiine e 16
Figura 2.4: Chile, Desembarque total por dia, 2013............ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieeas 17
Figura 2.5: Chile: Exportaciones pesqueras y acuicolas..........ooevviviiiiinnienieninnnnn. 18
Figura 2.6: Clasificacion de 1as proteasas.............o.oueuiiiriniiiriniiiiiiiieieieeeeanss 25
Figura 2.7: Mecanismo Catalitico de la Proteasa................ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiinn. 27
Figura 2.8: Efecto de la temperatura en enzima Alcalasa.................ccovviiiiiiiinian, 31
Figura 2.9: Efecto del pH en enzima Alcalasa................cooiiiiiiiiiiiiiii e, 32
Figura 2.10: Mecanismo de reaccion de hidrolisis enzimatica de proteinas................... 33
Figura 2.11: Esquema para el modelo de comportamiento del reactor enzimatico............43
Figura 4.1: Conversion versus tiempo de reaccion Eo=3 [g/L], So=40mM................... 55
Figura 4.2: Conversion versus tiempo de operacion Eo=3 [g/L], So=166mM................ 56
Figura 4.3: Conversion versus tiempo de operacion Eo=1,5 [g/L], So=40mM............... 56
Figura 4.4: Tiempo de operacion versus temperatura de operacion DH=5%,
SO=LOOMM . ... 57

Figura 4.5: Tiempo de operacidn versus temperatura operacion DH=15%, So=166mM...58
Figura 4.6: Tiempo de operacion versus temperatura de operacion DH=15%,

SO BTMIM . . 59
Figura 4.7: Concentracion So versus tiempo de operacion Eo=1 [g/L], So=166mM........ 59
Figura 4.8: Concentracién So versus tiempo de operacion Eo=2 [g/L], So=166mM........ 60
Figura 4.9: Concentracion de enzima versus tiempo de operacion Eo=1 [g/L],

SO ABBMM ... 61
Figura 4.10: Actividad Enzimatica versus tiempo de operacion So=1 [g/L],

SO BMI . L s 62
Figura 4.11: Productividad versus Temperatura, DH=5%, a) So=83mM, b)

SOTLBBMM . . 63
Figura 4.12: Productividad versus Temperatura DH=15%, a) So=83mM, b)

SO ABMM .. 64
Figura 4.13: Productividad versus Temperatura DH=25%, a) So=83mM, b)

SO ABBMM .. e 65
Figura 4.14: Costo Calentamiento previo versus Temperatura S0=88mM................... 66
Figura 4.15: Costo de enzima versus Concentracion inicial de Enzima....................... 68
Figura 4.16: Costo de agua versus %S, Segun volumen del reactor........................... 68

Figura 4.17: Costo tratamiento térmico versus temperatura de operacion So=88mM........ 70
Figura 4.18: Costos totales versus temperatura de operacion DH=5%, So=88mM,

D 1R 1 1 71
Figura 4.18: Costos totales versus temperatura de operacion DH=5%, So=88mM,
R 01 1 1 72



Figura 4.19: Costos totales versus temperatura de operacion DH=5%, So=88mM,

Figura 4.21: Costos totales versus temperatura DH=15%, S0o=88mM, Vr=1,5m3..........
Figura 4.22: Costos totales versus temperatura DH=25%, S0=88mM, Vr=0,5m3.........
Figura 4.23: Costos totales versus temperatura DH=25%, S0=88mM, Vr=1,5m3..........
Figura 4.24: Costos totales versus temperatura DH=5%, So=166mM, Vr=0,5m3..........

Figura 4.25: Costos totales versus temperatura DH=5%, So=166mM, Vr=1,5m3...

Figura 4.26: Costos totales versus temperatura DH=15%, So=166mM, Vr=0,5m3........
Figura 4.27: Grafico Costos totales versus temperatura DH=15%, So=166mM,

Figura 4.28: Grafico Costos totales versus temperatura DH=25%, So=166mM,

Vr=0,5m3

Figura 4.29: Costos totales versus temperatura DH=25%, So=166mM, Vr=1,5m3........ 80
Figura 4.30: Gréfico ingresos versus Grado de hidrolisis.................coooiiiiiii...
Figura 4.31: Ingresos, costos y utilidades segun grado de hidrolisis...........................
Figura 4.32: Distribucion porcentual de los costos para cada producto....................... 85
Figura 4.33: Dimensiones del reactor con volumen Vr=6,7m3..............cccoceviiiininnnn



CAPITULO

INTRODUCCION Y OBJETIVOS




1. Introduccién

La industria pesquera en chile es una actividad econdémica en desarrollo que permite la
extraccion y cultivo de varias especies de la fauna marina. Los principales organismos
pertenecen a la familia de moluscos, crustaceos, peces y otros organismos, los mayores
volimenes de extraccion y cultivo corresponden a peces y primordialmente especies de
salmoén, merluzas, sardinas, anchovetas, entre otras. En Chile la industria pesquera se
distribuye a lo largo de todo el pais y su produccion dependera de la zona geogréfica, la
estacion del afo, las vedas correspondientes, entre otros factores.

En esta industria, para dar valor agregado a la materia prima pesquera, existen plantas
faenadoras que procesan el pescado generando una gran gama de productos congelados,
conservas, aceites, harina de pescado, entre otros. Los cuales son destinados tanto al
mercado interno como al mercado internacional.

A medida que se procesa la materia prima se generan una gran cantidad de residuos
comunmente llamados descartes o subproductos (tales como espinas, piel, viseras, escamas,
aletas y cabezas del pescado) que deben ser tratados de forma eficiente para no provocar
contaminacion o perjudicar al medio circundante. Los subproductos generados en esta
industria poseen alto contenido organico, lo cual dificulta su tratamiento y los lugares
posibles de disponer, siendo un alto costo a considerar, lo que repercute directamente en los
beneficios alcanzados en cada ciclo productivo.

Una forma de revalorizar estos subproductos, es utilizarlos como materia prima para ser
procesados mediante hidrdlisis enzimatica para producir hidrolizado enzimatico de proteina
de subproductos de pescados. Este hidrolizado tiene propiedades funcionales que los
productos similares en el mercado como la harina de pescado y otros no poseen, lo que le
confiere valor agregado y ventajas considerables pues permite modificar propiedades tales
como la solubilidad, emulsién, formacidn de espuma y mejoras en el sabor.

La operacion de la hidrélisis enzimatica de subproductos de pescado se puede realizar en
reactores por lotes donde se debe controlar varias variables de operacion de forma
simultanea de manera que se produzca el hidrolizado enzimético y resulte viable
econdmicamente. Entre las variables mas importantes del proceso se encuentran: La
concentracion de sustrato, la concentracion de enzima, la temperatura de proceso, la
conversion de sustrato, el pH, entre otras.

Para comprender el efecto de cada variable de operacion en el proceso, se analiza cada una
de las variables por separado.

Temperatura de reaccion: En la reaccion de hidrdlisis enzimatica, a medida que aumenta la
temperatura se eleva también la velocidad de reaccion, pero esto va en desmedro de la
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enzima, pues sufre inactivacion térmica y esta inactivacion es mayor al aumentar la
temperatura. Por otro lado, a mayores temperaturas en el sistema, aumentan también los
costos por calentamiento previo a la reaccion.

Concentracion inicial de sustrato: En la industria pesquera el consumo de agua afecta
fuertemente los costos de produccion, por lo cual, se desea que el consumo de agua para
este proceso sea el minimo posible, para esto el sustrato (proteinas de subproductos de
pescado) debe tener la mayor concentracion posible, pero debe permitir que el contenido
dentro del reactor por lotes se comporte como un fluido tal que se logre una adecuada
homogenizacion.

Cantidad de Enzima: La cantidad de enzima puede ser uno de los factores mas influyentes
en los costos de operacion, pues mientras mayor es la concentracion inicial de enzima en el
sistema, mayor es la velocidad de reaccion y la productividad, pero también mayores son
los costos por lote.

Para esto, el presente estudio plantea la determinacion tedrica de las condiciones de
operacion oOptimas, con esto se optimiza el proceso de produccion de hidrolizado
enzimatico de proteinas de pescado de forma econdmica, minimizando los costos y
aumentando la productividad, en condiciones que permitan la reaccion de hidrdlisis
enzimatica de proteinas de forma eficiente y econdmicamente favorable.
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Objetivo General

Evaluar econdmicamente la operacion de un reactor enzimatico por lotes para la hidrolisis
de proteinas de subproductos de pescados

Objetivos Especificos

1. Determinar el comportamiento de la reaccion de hidrdlisis enzimatica de proteinas
de pescado mediante simulacion matematica

2. Calcular la productividad, costos, ingresos y utilidades en funcién de las variables
operacionales: concentracion de sustrato, temperatura de reaccion, conversion y

concentracion de enzima.

3. Determinar las condiciones teoricas de operacion del reactor que maximicen
utilidades.
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CAPITULO

ANTECEDENTES GENERALES
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2. Antecedentes

2.1. La industria pesquera en Chile

El ecosistema del mar chileno permite el desarrollo de una variada fauna marina. La
explotacion de estos recursos ha favorecido el desarrollo de una creciente industria
pesquera que se distribuye a lo largo de todo el litoral.

El desembarque pesquero es una medida de la cantidad de pescado extraido por el sector
industrial, artesanal y cultivador, se expresa regularmente en toneladas extraidas en el
periodo estimado y es indicativo de la cantidad de recurso pesquero en el mercado nacional
e internacional.

En el gréfico de la Figura 2.1, se aprecia la participacion de cada subsector en el
desembarque total de peces, como también la creciente importancia de la pesca artesanal y
de la acuicultura. Este altimo subsector se contempla como la actividad que permitiria
incrementar mayormente la produccion acuética en un futuro préximo.

8.000.000
7.000.000
6.000.000
5.000.000

4.000.000

Toneladas

3.000.000
2.000.000

1.000.000

—fresanal  ==o==Indusirial - Cultivos

Figura 2.1.: Desembarque total de peces por subsector (2013)

Fuente: (Odepa, 2013)
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La pesca industrial se ve disminuida por la escasez de peces en el territorio nacional. La
pesca artesanal es la actividad que ha sufrido las mayores variaciones, donde los volimenes
no son homogéneos a los largo del pais.

En el caso de las cosechas provenientes de la acuicultura éstas muestran que luego de una
estabilizacion debido a problemas sanitarios por el llamado virus ISA, un aumento
significativo al afio 2013 para alcanzar volumenes en torno al millon de toneladas.

Artesanal
Centros de 1.076.540
cultivo
827.203 ton

Figura 2.2: Participacion en el desembarque total de peces por subsector
Fuente: (Odepa, 2013)
La utilizacion del desembarque total ha variado a través de los afios. El cuadro mostrado
méas adelante, muestra la evolucion del uso del desembarque. Los peces van

mayoritariamente a la produccién de harina, y en menor cantidad a congelados, conservas o
fresco.

Tabla 2.1: Utilizacion del desembarque total

(% de participacion en cada grupo)

Producto 1970 1990 2000 2011 2012
Peces
Eresco y 6% 3% 1% 11% 16%
enfriado
Congelado,
conservay 3% 9% 19% 15% 19%
otros
Harina 91% 88% 80% 74% 65%

Durante el 2013, la pesca y acuicultura nacional suministraron productos a consumidores
de mas de 110 paises, dentro de los cuales los més relevantes son Estados Unidos (25,5%),
Japén (19,2%), Brasil (9,7%) y China (7,6%).
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Los principales recursos hidrobiologicos durante el 2013, en términos de volumenes y al
igual que en los ultimos afios son:

En la pesca: Anchoveta (Engraulis ringens), Sardina comdn (Strangomera bentincki), Huiro
negro (Lessonia nigrescens), Jurel (Trachurus murphyi) y Jibia (Dosidicus gigas)

En la acuicultura: Salmon del atlantico (Salmo salar), Trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) y Salmon plateado (Oncorhynchus Kisutch)

A nivel regional destacan, en términos globales (pesca y acuicultura) las regiones de Los
Lagos, del Biobio, de Tarapaca y de Ayseén, las cuales explican el afio 2013 el 75% del total
de recursos hidrobiologicos provenientes de la pesca y la acuicultura a nivel nacional.

0 200.000 400.000 600.000 £00.000 1.000.0001.200.000

Los Lagos I
Biobio I
Tarapacs
B ]
Aricay Parinacota N
Antofagasta
Coquimbo N
Magallanes TR
LosRios 1T
Valparaiso 1R
Atacama I8
Maule |
O'Higgins
Araucania

Metropolitana

Figura 2.3: Desembarque total por region 2013 [Ton]

Fuente: (www.sernapesca.cl)

Durante el afio 2013 la pesca estuvo fuertemente marcada por la disminucion de captura de
peces pelagicos, particularmente de la especie sardina comun. Esta reduccién fue mas
marcada en la flota artesanal, afectando de mayor manera a las embarcaciones de una eslora
mayor a 15 m cuyo principal recurso objetivo lo constituyen los peces pelagicos. El patron
de desembarque diario efectuado a través de naves pesqueras, que incluye la suma de la
pesca artesanal e industrial, presenta el afio 2013 un comportamiento similar al afio
anterior, aungue los niveles fueron menores, lo que se hizo mas marcado entre los meses de
marzo a junio.

En general, durante casi todo el afio 2013 los desembarques por dia fueron inferiores a los
logrados el 2012.Durante los meses de agosto y septiembre se aprecia una disminucion
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importante en los niveles de desembarque lo que esté asociado a las restricciones existentes
en ese periodo debido a las medidas de proteccion del proceso reproductivo que ocurre en
una gran cantidad de peces que son explotados comercialmente.

ol “ C
= Bl UU\ ”kﬂ‘ 'l"u /UM‘ M"%“M —n
#,&,\‘\ SEICIr P &«?é’##x’»_&g&e‘&f@b‘

Figura 2.4: Chile, Desembarque total por dia, 2013

Fuente: (www.sernapesca.cl)

2.2. Importancia del Salmon en la industria pesquera en Chile

La industria del salmén en Chile ha sido sin duda una de las promesas mas relevantes a la
hora de hablar de crecimiento en el pais. A partir de los afios noventa el cultivo del salmoén
se masifico y fue transforméndose en una industria competitiva que podia participar del
comercio mundial. Se crearon miles de empleos y se descubridé un concepto que parecia
hacer que el crecimiento basado en recursos naturales fuera una alternativa real para
alcanzar el desarrollo.

El afio 2004 se decia que Chile estaba pisando los talones al mayor productor mundial de
salmén, Noruega, pais que tenia cerca del 38% de la produccién mundial, seguida de Chile
que tenia un 36% aproximadamente y ya habia dejado a atras al Reino Unido, quienes
serian los terceros con un 7,8%. Esto representa para Chile ventas por sobre los $2.500
millones de dolares anuales para ese afio. Para el afio 2012 Chile exporta sobre 1.500.000
Toneladas lo que significa una cifra cercana a los $4.600 millones de ddlares. Esto se
aprecia en la figura 2.5.
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Figura 2.5: Chile: Exportaciones pesqueras y acuicolas

Fuente: (Odepa, 2013)

La Industria nacional del Salmén ha desarrollado su actividad exportadora creando
productos de alta calidad, cumpliendo con las certificaciones que requiere el mercado
mundial para abastecer exitosamente con tres especies a mas de 70 paises, liderando
mercados como Japdn, Estados Unidos y Brasil.

Con exportaciones que bordean los USM$3.000, el salmon es el segundo producto mas
exportado del pais, después del cobre. ElI 40% de los retornos provienen del mercados
japonés, principal destino del Salmon del Pacifico o Coho y Salmoén del Atlantico, al que se
le envia principalmente HG (entero sin cabeza) congelado. Estados Unidos representa el
30% del total de las exportaciones, al constituir el principal destino del Salmén Atlantico o
Salar, recibido como filetes frescos via aérea y Brasil, finalmente, es el tercer principal pais
de destino con el 11% del total nacional exportado, prioritariamente salmon entero fresco,
por via terrestre.

A continuacion en la tabla 2.3 se desglosa cada tipo de salmén y las recaudaciones hasta el
afio 2012.
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Tabla 2.3: Principales Exportaciones pesqueras y acuicolas

Volumen
(Millones USD)

Producto 2008 2009 2010 2011 2012

Salmon del 1497 1085 725 1215 1449
Atlantico

Trucha 594 594 902 1066 893
arcoliris

Salmon el 299 422 437 645 554
Pacifico

Peces 492 513 392 354 317
pelagicos

Jurel 152 185 100 111 135

Salmoén s/e 99 638 64 96 133

Fuente: Informe Subsecretaria de Pesca (2012)

Aun cuando el sector ha enfrentado diversas situaciones de crisis, mantiene una tendencia
creciente en el valor de las exportaciones alcanzando el 2013 un total de 5.241 millones de
ddlares, un 16% mas que en el afio 2012 explicado por los resultados de la salmonicultura
que representa el 70,3% del valor total de estas exportaciones.

Los volumenes de exportaciones del Salmon se han visto afectados de tal manera que
comienzan a ser similares al afio 2009 recién en 2012, como se aprecia en la tabla 2.4,
debido a la serie de politicas implementadas para combatir la problematica del virus ISA 'y
sus repercusiones.

Tabla 2.4: Exportaciones de la acuicultura

Volumen
(Miles de toneladas)

Producto 2008 2009 2010 2011 2012

Salmon del 232 182 183 184 233
Atlantico

Trucha 125 99 126 130 141
arcoiris

Salmon el 89 90 84 112 118
Pacifico

Fuente: Odepa (2013)
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2.3. Aspectos ambientales de la industria del Salmoén

Los impactos ambientales de la salmonicultura se han intensificado con el desarrollo de la
industria, lo cual ha sido objeto de debates muy amplios. Se ha identificado una gran
variedad de impactos posibles, relacionados principalmente con la alimentacion de los
peces, con los sedimentos organicos en el fondo marino, con el proceso de transformacion,
con el control de enfermedades y con la generacion del producto final, sin considerar los
impactos derivados de las actividades proveedoras de insumos 0 equipos.

Para producir el alimento de los salmones se genera una importante presion sobre los
bancos de peces. Ademas, las aguas reciben cantidades considerables de desechos, como el
alimento no consumido por los peces, que sedimenta en el fondo marino. También se
introducen antibidticos y sustancias quimicas al ecosistema con el objeto de combatir
enfermedades. Las ovas foraneas, por su parte, aumentan la probabilidad de expansion de
enfermedades en el medio.

En el proceso de faena del producto se generan desechos que muchas veces terminan en los
cursos de agua, con escaso tratamiento e incluso nulo. Afectando la diversificacion de las
especies, la eutrofizacion de las aguas y la problematica que conlleva este tipo de
situaciones.
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2.4. Aprovechamiento de los subproductos de la industria del salmon

Cada afio méas de 400.000 de toneladas de salmon son cosechadas. Cerca de 25% en masa
del pescado, constituido principalmente por subproductos, se considera no apto para
procesar y se pierde sin siquiera ser usado como alimento, en muchas de las plantas
procesadoras.

Se define subproductos como aquellos productos constituidos por materias primas que por
razon de especie, tamafio, calidad 6 disponibilidad de procesos de elaboracion, no resultan
adecuados para el consumo directo por el hombre (Windsor, 1984). En la industria
salmonera chilena luego que el filete de salmoén es producido en las plantas procesadoras se
genera un gran porcentaje de material que constituye desecho o residuo solido organico,
son subproductos factibles de aprovechar para la obtencion de productos con valor
comercial ya sea para consumo humano, animal e incluso enriquecimiento de suelos en la
agricultura. Un porcentaje entre 15% Yy el 25% del pescado que ingresa a planta de proceso
se transforma en residuo sélido organico, el cual se destinan mayoritariamente a la
elaboracion de harina y aceite de salmén. Estos subproductos estan compuestos por recortes
de pescado, visceras, agallas, cabezas, colas, esquelones, espinas, escamas Y piel.

A los procesadores ya no se les permite descartar sus despojos directamente en el océano,
resultando en un costo muy alto de refinar el material antes de ser descartado o dispuesto
adecuadamente.

Para satisfacer las necesidades de la industria de procesamiento de pescados, una
alternativa a descartar estos subproductos debe ser desarrollada.

Las especies marinas, asi como los subproductos generados a partir de su industrializacion,
representan una valiosa fuente de proteinas (Guerra, 2013).

2.5. Proteinas del musculo de pescado

Las proteinas forman parte del masculo de pescado y a su vez del tejido conjuntivo.
Constituyen aproximadamente el 16% dela masa muscular y proporcionan una cantidad de
energia considerable (aproximadamente 4 Kcal/g). Las diferencias de una proteina a otra se
dan principalmente por la composicién y proporciones de aminoacidos que las constituyen
(Bertullo, 1975).

La cantidad de proteina en el pescado varia de especie a especie e incluso, dentro de ellas
mismas. Esta diferencia es causada por la variabilidad de sus habitos alimenticios, también
por el contenido de grasa y agua, entre otros. El contenido proteico en el pescado es alto,
teniendo las proteinas un excelente balance de aminoacidos esenciales, por lo cual estan
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clasificadas como de alta calidad, siendo ademas, altamente digeribles debido a fibras
cortas del musculo.

La recuperacion y modificacion de las proteinas del musculo de pescado presentes en los
subproductos y el uso de estos ingredientes funcionales en los sistemas alimentarios es una
muy emocionante y prometedora alternativa. Sin embargo, la industria requiere de
desarrollar procesos que permitan la recuperacion de subproducto y su utilizacion tiene que
ser econdmicamente mas viable que el tratamiento de estos subproductos.

Con un dramético aumento de la poblacion mundial y una captura mundial de peces
actualmente a punto de exceder la estimacion de limites sostenibles del sugerido 100
millones de toneladas por afio, es evidente que existe una preocupacion por utilizar nuestros
recursos marinos con mas inteligencia y prevision.

Mediante la produccién de hidrolizados proteinicos, es posible la recuperacion de proteinas
utilizando los subproductos del procesamiento de pescado, lo que hace posible
posteriormente crear un amplio espectro de productos con distintas funcionalidades, este
producto es llamado, hidrolizado de proteinas de pescado.
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2.6. Hidrolizados de proteinas de pescado

El término hidrolisis se atribuye al desdoblamiento de alguna molécula por accién del agua,
en este caso, la hidrdlisis de proteinas es la ruptura de los enlaces peptidicos que unen a los
aminoacidos de una proteina. Con esta ruptura se descompone la estructura primaria de
esta, resultando en péptidos de diferentes tamafios y aminoacidos libres, dependiendo del
grado de avance de la reaccion. Cuando el avance es completo hasta la obtencion de solo
aminocidos libres se denomina hidrolisis total de la proteina.

La hidrolisis proteolitica no se desarrolla en una sola reaccion. Se trata de un conjunto de
reacciones simultaneas de ruptura de enlaces, con distintas especies cargadas en equilibrio,
lo que da una gran complejidad a este proceso.

Kristinsson & Rasco, (2000) definen a los hidrolizados como proteinas que son quimica o
enzimaticamente rotas en péptidos de diferentes tamafios. Los hidrolizados enzimaticos de
proteinas han sido empleados como una alternativa aprovechable para convertir
subproductos de la pesca en productos proteinicos comestibles con mayor funcionalidad
denominados hidrolizados proteinicos de pescado (HPP).

2.6.1. Tipos de hidrolisis

Hidrolisis quimica

La hidrdlisis quimica se refiere a la ruptura del enlace peptidico por la accion de un agente
quimico, ya sea un acido o una base. Este método posee la ventaja de que es relativamente
econdmico y facil de realizar. Sin embargo, es un proceso dificil de controlar, el cual arroja
un producto con composicién y funcionalidades variables. Ademas posee la desventaja de
que los hidrolizados obtenidos no son muy funcionales y sufren pérdida del valor
nutricional, ya que se lleva a cabo en condiciones de temperatura y pH que desnaturan
algunos aminoacidos (Kristinsson & Rasco, 2000)

Hidrolisis acida

Esta hidrolisis &cida es la mas comUnmente usada, el &cido clorhidrico corresponde al
acido fuerte utilizado, este tipo de hidrolisis es aplicada principalmente en vegetales
utilizados como agente saborizante. Es un proceso de bajo costo en donde se obtiene un
producto de poco valor nutritivo, pero se llegan a altos grados de hidrdlisis. Consecuente a
esto, al aplicarlo en la proteina de pescado, se logran productos de alta solubilidad y se
puede llegar a una hidrolisis total en condiciones definidas. No obstante, tras el proceso de
neutralizacion el producto queda con grandes cantidades de sal, siendo muy desagradable y
perdiendo funcionalidad. La hidrdlisis acida también se destruye el triptofano, un
aminoacido esencial.
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Hidrolisis bésica o alcalina

Es utilizada en una amplia gama de proteinas, sin embargo se obtienen productos con una
pobre funcionalidad y bajo valor nutricional. Cominmente es realizada con Hidroxido de
Sodio.

Respecto a la aplicacion con residuos de pescados como sustrato, se obtienen péptidos muy
grandes y, por ende, de baja solubilidad. Ademéas se ha observado la formacion de D-
aminoacidos, que no son absorbidos por los seres humanos, la formacién de sustancias
toxicas y la eliminacion de algunas favorables para el organismo tales como la cisteina,
serina y treonina (Kristinsson & Rasco, 2000)

Hidrolisis enzimética de proteinas

La hidrolisis enzimatica o bioquimica se utiliza para producir alimento de proteina
hidrolizada y se lleva a cabo mediante la utilizacion de enzimas para hidrolizar enlaces
peptidicos.

Esto se puede hacer a través de las enzimas proteoliticas que ya estan presentes en las
visceras de pescado y el masculo (proteasas enddgenas), 0 mediante la adicion de enzimas
de otras fuentes (proteasas exdgenas). Para comprender el proceso de hidrdlisis enzimatica,
es muy importante entender la naturaleza y la actividad de enzimas proteoliticas
(Kristinsson & Rasco, 2000)

2.7.Laenzima

Las enzimas son catalizadores bioquimicos vitales para los seres vivientes pues aceleran las
reacciones quimicas entre los constituyentes organicos dentro de la célula que de otra forma
tomarian un tiempo extremadamente largo en ocurrir. Esto es posible debido al sitio activo
que poseen las enzimas y su alta especificidad con ciertos sustratos, que les permite
catalizar un tipo de reaccién especifica mediante la formacion de un complejo enzima-
sustrato. La actividad de una enzima dependerd de la integridad de su conformacién
proteica nativa, pues su sitio activo se encuentra conformado por residuos de aminoacidos
que se agrupan de manera tridimensional para formar un nicho donde el sustrato es ligado y
quimicamente transformado. Asi la estabilidad de la configuracion tridimensional de la
estructura proteica de la enzima resulta fundamental para su funcionalidad.

Dentro de las clasificaciones de enzimas existen las hidrolasas, estas se encargan de
catalizar hidrolisis de un enlace quimico y son las enzimas maés utilizadas en la industria de
alimentos. Un tipo de hidrolasa son las enzimas proteoliticas o proteasas, las cuales son
enzimas que hidrolizan los enlaces peptidicos de proteinas. Se catalogan las enzimas
proteoliticas como las mas importantes econdmicamente y mas ampliamente usadas. Estas
enzimas se pueden clasificar segin su origen (animal, vegetal, bacteriano o fangico), por su
modo de accion catalitica (endo- o exo-actividad) o en base a la naturaleza quimica de su
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sitio catalitico. Las endoproteasas hidrolizan enlaces amidicos internos de la cadena de la
proteina. Las exoproteasas, por el contrario, hidrolizan enlaces peptidicos de los extremos
de la cadena peptidica (Benitez, ibarz, & Pagan, 2008). De acuerdo a la naturaleza quimica
del grupo o elemento catalitico del sitio activo, se clasifican en serin-, cistein-, carboxi- y
metaloproteasas.

En la figura 2.8, se muestra un esquema de clasificacion de las diversas proteasas

Animal

Vegetal

Bacteriano

Fungico

Proteasas Segun grupo
funcional
principal del

sitio activo

Carboxilo

Metalo

Endoproteinas
as

Segln
Mecanismo

Aminopeptidasa
s

Exopeptidasas

Carboxipeptidas
as

Figura2.8: Clasificacion de las proteasas

La subtilisina es una endoproteasa de preparacion enzimatica industrial y grado alimentario,
se utiliza frecuentemente a nivel industrial y experimental. Es una preparacion enzimatica
de origen microbiano que se ha aplicado, entre otras, en la produccién de hidrolizados
solubles de proteina de pescado (Kristinsson & Rasco, 2000) (Shahidi, Han, & Synowiecki,
1995). Esta constituida principalmente por subtilisina, proteasa alcalina serinica producida
por una especie bacteriana seleccionada de B. licheniformis.
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La subtilisina Carlsberg, también llamada subtilisina, subtilisina-A, subtilopeptidasa-A y
Alcalasa (Novozymes), fue preparada y cristalizada por primera vez por Guntelberg y
Ottesen en el afi01952.

La subtilisina Carlsberg esta formada por un péptido de 274 residuos de aminoacido sin
enlaces disulfuro, y tiene una masa molecular de 27.3 kDa con un punto isoeléctrico de 9.4.
La enzima se caracteriza por tener una especificidad de amplio espectro, hidrolizando la
mayoria de los enlaces peptidicos, preferentemente aquellos con residuos de aminoécidos
aromaticos. La enzima tiene un pH optimo de actividad entre pH 8-9, asi como una alta
estabilidad dentro de una amplia escala de pH, siendo inactivada rapidamente en valores de
pH por debajo de 5.0 y superiores a 11 (Novozymes, 2007).

2.8. Grado de Hidrolisis

El grado de hidrolisis (DH) es el parametro clave para el seguimiento y control de las
reacciones de hidrdlisis de proteinas. Representa la proporcion de enlaces peptidicos
hidrolizados sobre el nimero total de enlaces. Se calcula de acuerdo con la ecuacion 2.1
mostrada méas adelante, donde h es el nimero de enlaces peptidicos hidrolizados y hiot €l
namero total de enlaces peptidicos presentes en la proteina nativa. Ambos h y hit son
expresados en meq/g

h

DH = — % 100 (2.1)

tot
Los métodos para determinar el DH se basan en: la cuantificacion de los grupos a-amino
libres, la determinacion de nitrégeno soluble tras precipitar la proteina con acido
tricloroacético y la valoracién del proton liberado tras la ruptura de un enlace peptidico a
determinados valores de pH.

2.9. Hidrdlisis enzimatica de proteinas de pescado.

El mecanismo de reaccion de la protedlisis enzimatica esta constituido por tres reacciones
consecutivas. Primero, la formacion de un complejo enzima-sustrato (proteina), y después
la rotura del enlace amidico dando como resultado la liberacion de un péptido. Finalmente,
el péptido restante se separa de la enzima después de un ataque nucleofilico de una
molécula de agua. El proceso puede reiniciarse sobre los dos nuevos péptidos o sobre uno
solo de ellos. Estos tres pasos se representan esquematicamente en la figura mostrada a
continuacion en la figura 2.7:
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Figura 2.7: Mecanismo Catalitico de la Proteasa. E: enzima, S: sustrato, P,P": péptidos resultantes, kx: constante
de velocidad de reaccién.

Este método posee diversas ventajas, entre las mas importantes es que las condiciones de
proceso son moderadas, puede ser llevado a cabo a temperaturas entre 40 y 60 °C y pH
entre 4 y 10, lo que hace que los costos de operacidn industrial no sean tan elevados y no se
sacrifique el valor nutritivo del producto debido a condiciones extremas. Ademas, si bien se
deben inactivar las enzimas para detener la reaccion, no es necesario afadir otras sustancias
para neutralizar los hidrolizados obtenidos, como es el caso de los métodos quimicos.

Finalmente otro beneficio del uso de enzimas es su alta selectividad para ciertos sustratos,
lo que permite que reaccione, en este caso, especificamente con el tipo de aminoacidos que
forman el enlace susceptible de hidrolizar por la enzima.

Desde el punto de vista termodindmico las enzimas actian rebajando la barrera energética
que representa la energia requerida para lograr un complejo de transicion activado que dara
origen al producto. Desde un punto de vista cinético, la capacidad catalitica de la enzima, se
traduce en un incremento en la velocidad de reaccion en la hidroélisis proteica. En ausencia
de la enzima, la velocidad es generalmente despreciable.

Para preparar hidrolizados de proteina de pescado las enzimas proteoliticas de las plantas y
microorganismos son las mas adecuadas (Kristinsson & Rasco, 2000). Las enzimas
utilizadas para dicho fin deben tener las siguientes caracteristicas: ser de calidad alimentaria
y, si son de origen microbiano, éstos no deben ser patdgenos. Finalmente la eleccion de una
enzima en especifico debe ser seglin un criterio de eficacia y costo (Kristinsson & Rasco,
2000)

Existen varias proteasas comerciales que han sido utilizadas en la hidrdlisis de proteinas
tales como la Alcalasa, Flavourzima y Corolasa.

Kristinsson & Rasco (2000) Estudiaron los efectos de diversas enzimas comerciales sobre
la hidrolisis de proteina de musculo de salmon atlantico, obteniendo como resultado que la
Alcalasa 2.4L presentaba mejores resultados en cuanto a rendimientos, eficiencia,
propiedades de hidrolizado y relacién costo-eficiencia.
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2.10. Propiedades funcionales, tecnoldgicas y nutricionales

La hidrolisis enziméatica puede cambiar las propiedades de proteinas en tres formas:
Disminuyendo el peso molecular, aumentando el nimero de grupos ionizables y causando
exposicion de grupos hidrofobos. Estas interacciones controlan las propiedades
fisicoquimicas de los hidrolizados enzimaticos y por ende de las formulaciones alimenticias
a las que son adicionadas, también son responsables directos de la funcidén vy
comportamiento de sistemas alimenticios. Las propiedades fisicogquimicas en combinacion
son importantes cuando los hidrolizados enziméticos de proteina interactian con otros
componentes de comidas tales como grasas, aceites y agua (Shan H, et al 2012).

Las propiedades funcionales de hidrolizados de proteina del pescado son importantes, en
particular si son utilizadas como ingredientes en articulos alimenticios. La hidrolisis
enzimatica de proteinas del pescado puede generar una mezcla de aminoacidos libres, di,
tri, y oligopeptidos, ademas incrementa el nimero de grupos polares y la solubilidad del
hidrolizado, y por eso modifica caracteristicas funcionales de las proteinas, mejorando su
biodisponibilidad y calidad funcional.

Kristinsson & Rasco (2000) Definen las propiedades funcionales de las proteinas en
alimentos como: "las propiedades funcionales y quimicas que afectan el comportamiento de
las proteinas en los sistemas de alimentarios durante el proceso de preparacion,
almacenamiento y consumo".

La eleccion de sustrato y la o las enzimas que hidrolizara la proteina, como también el
grado de hidrdlisis, afectan directamente las propiedades fisicoquimicas de los hidrolizados
resultantes. La especificidad de la enzima es importante para la funcionabilidad de la
mezcla de péptidos resultante ya que determina la hidrofobicidad y tamafio molecular
medio. Estas variaciones tienen relacion directa con la funcionabilidad y posibles usos de la
mezcla (Kristinsson & Rasco, 2000).

El tamafio y las propiedades quimicas de las proteinas hidrolizadas tienen un impacto en su
funcionalidad, por lo tanto si se quiere producir un hidrolizado con propiedades mejoradas
es necesario controlar la especificidad de la enzima y el grado de hidrolisis de la reaccion.

Las propiedades nutricionales de la hidrdlisis enzimatica reflejan por ejemplo su
digestibilidad aumentada y alergenicidad disminuida cuando se las compara con las
proteinas parentales. Las propiedades fisioldgicas abarcan bio-actividades potenciales del
hidrolizado, las cuales se originan de la liberacion de péptidos bioactivos. Finalmente, las
propiedades que representan funcionalidad tecnoldgica, son la solubilidad, propiedades
emulsificantes y espumantes (Benitez Ricardo, 2008).
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2.11. El proceso de hidrolisis enzimatica de proteinas de pescado

La tecnologia para elaborar hidrolizados enzimaticos proteicos ha sido desarrollada, existe
en el mercado y dispone de una amplia gama de preparados de proteasas comerciales, como
por ejemplo: Alcalasa 2.4, Flavourzime, Protamex, Neutrase de Novozymes y Protex 6L de
Genencor International. Otras empresas fabricantes de enzimas son Gist Brocades y Merck
(Atalah & Araya, 2007).

Las opciones actuales de procesamiento de los subproductos son: produccion de harina de
pescado, produccién de aceite de pescado, concentrados proteicos, hidrolizados proteicos
de diversos subproductos animales y vegetales, fertilizantes, compost y ensilaje.

En Chile, la produccién de hidrolizados enziméaticos de proteinas de pescado esta en
estudio, y las empresas que manejan subproductos de pescado estdn enfocadas
mayoritariamente a la produccion de harina y aceite, los que son destinados al consumo
animal. La materia prima se compone de especies marinas de costo variable, de residuos
generados por industrias pesqueras y de la mortalidad producida en los centros cultivo y de
engorda. Debido a que el destino de estos productos es basicamente la alimentacion animal,
no existe mayor interés de las empresas en separar los distintos subproductos, los cuales en
el caso de plantas acuicolas corresponden a cabezas, visceras, espinas y piel. La sangre y
otros fluidos es un residuo que no se recupera y es descargada en forma de RIL.

El proceso de hidrolisis enziméatica de proteinas de pescado puede llevarse a cabo en
diversos reactores. En caso de realizarse en un reactor por lotes, o también denominado
reactor Batch, la mezcla de subproductos de pescado se adiciona agua y se homogeniza
mediante por agitacion mecanica (Para esto el reactor correspondiente debe ser disefiado,
de forma que lo posea). La mezcla de subproductos antes de comenzar la hidrdlisis debe ser
calentada a la temperatura de operacion establecida y la energia necesaria para alcanzar la
temperatura de operacion es suministrada mediante vapor por medio de un enchaquetado o
camisa calefactora o resistencias eléctricas.

La hidrolisis enziméatica se da a lugar una vez la mezcla homogenizada alcanza la
temperatura de operacidn entonces en ese momento se adiciona la enzima subtilisina en la
cantidad necesaria o requerida para lograr el grado de hidrolisis correspondiente

La actividad proteolitica debe controlarse eficazmente y en funcion de las propias
caracteristicas de especificidad de sustrato, de la enzima utilizada y del modo de accion
particular. Es posible limitar la proteolisis hasta un nivel adecuado que permita inducir
cambios que se deseen en la funcionalidad de las proteinas.

Se ha demostrado que la hidrolisis enzimatica limitada, se puede controlar operativamente
por el tiempo de reaccion o grado de la hidrdlisis, ofreciendo condiciones de temperatura,
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concentracion inicial de sustrato, concentracion inicial de enzima, pH del medio, entre
otras, para obtener mejoras especificas y reproducibles en las propiedades funcionales de
las proteinas (Adler y Nissen, et al 1976).

2.12. Factores que afectan la hidrdlisis enziméatica de proteinas de
pescado

En la protedlisis enzimatica de subproductos de pescado se debe controlar varias variables
de operacion de forma simultanea para producir el hidrolizado.

Las condiciones de operacidn se pueden dividir en dos grupos:

Variables controlables: Dentro de este grupo se encuentra la temperatura de reaccion u
operacion, el tiempo de reaccion y el pH

Los parametros de proceso, entre los cuales se encuentra el volumen de reactor y el grado
de hidrdlisis, la concentracion inicial de sustrato y la concentracion inicial de enzima.

Para comprender la complejidad y el efecto de cada variable de operacién, se analiza cada
una por separado.

2.12.1. Temperatura de reaccion:

En la reaccion de hidrdlisis enzimética, a medida que aumenta la temperatura se eleva
también la velocidad de reaccion, pues se incrementa la velocidad de desplazamiento tanto
de las macromoléculas de sustrato como las de enzima, lo cual conduce a un mayor nimero
de choques entre ellas; es decir, aumenta la energia cinética. Pero este aumento en la
temperatura afecta directamente la inactivacion de la enzima, pues sufre inactivacion
térmica y esta inactivacion es mayor al aumentar la temperatura. Esto se aprecia en el
grafico 2.8 donde la enzima Alcalase a la temperatura de 60°C se alcanza un maximo en la
funciéon de rompimiento enlaces a-aminos o enlaces peptidicos, y para cualquier otra
temperatura la actividad enzimatica es menor especialmente para temperaturas superiores a
los 70°C. Por otro lado, a mayores temperaturas en el sistema, aumentan también los costos
por calefaccion.

La inactivacion térmica de la enzima esta presente en un amplio rango de temperatura, pero
a temperaturas superiores a la temperatura 0ptima correspondiente, la enzima es afectada
por la inactivacion térmica en tal grado que su velocidad de inactivacion es superior a la de
reaccion.
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Figura 2.8: Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de Alcalase

2.12.2. Concentracion inicial de sustrato:
En la industria pesquera el consumo de agua afecta los costos de produccion, por lo cual, se
desea que el consumo de agua para este proceso sea el minimo posible.

El sustrato debe tener una concentracion tal que el contenido dentro del reactor por lotes se
comporte de forma que se logre una adecuada homogenizacion.

A bajas concentraciones de sustrato, la velocidad es proporcional a la concentracion de
sustrato, de tal manera que si se duplica la concentracion de sustrato, se duplica la
velocidad (reaccion de primer orden). A concentraciones intermedias de sustrato, la
velocidad se incrementa menos que en la primera parte con el incremento de la
concentracion, iniciando alrededor de la %2 de la Vmax y a altas concentraciones de
sustrato, la velocidad es independiente de la concentracion de sustrato (reaccion de orden
cero), asi la velocidad alcanzada es cercana a la méxima. También a mayores
concentraciones iniciales de sustrato aumenta la cantidad de producto para un mismo
tiempo reaccién, aumentando asi la productividad el proceso.

La concentracion inicial de sustrato puede ser controlada afiadiendo agua hasta alcanzar la
concentracion deseada. Ademas es importante destacar que el agua es un componente
esencial pues actlia como reactante en la reaccion de hidrolisis enzimatica

2.12.3. Concentracion inicial de Enzima:
Al ser una reaccion enzimatica, se debe invertir en enzima. Donde esta cantidad a agregar
es Illamada Concentracion inicial de enzima (Eo) y es un factor influyente en los costos de
operacion, pues mientras mayor es la concentracion inicial de enzima en la reaccion, mayor
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es la velocidad de reaccion, y menores los tiempos de reaccion, pero también mayores son
los costos por lote por concepto de consumo de enzima.

2.12.4.El pH de la mezcla

Valores extremos de pH comunmente inactivan y/o afectan la actividad de la enzima de
manera considerable. En el intervalo de pH en el que la inactivacion es reversible el
proceso involucra una ionizacion reversible de grupos funcionales en el sitio o &reas activas
de la molécula (Richardson & Hislop, 1985). Esto afecta la reaccion enzimatica pues al
interactuar el sustrato con la enzima a valores extremos de pH, la enzima cambia su
conformacién al estar protonados (valores bajos de pH) o desprotonados (valores altos de
pH) ciertos aminoacidos.

La figura 2.9 muestra el efecto del pH sobre la concentracion de enlaces peptidicos rotos,
donde el pH o6ptimo se encuentra entre pH =9 y pH=10, para valores sobre o bajo este
rango la actividad catalitica disminuye y por sobre pH= 10,5 la enzima pierde gran parte de
la capacidad catalitica.

100

Alcalase

Figura 2.9: Efecto del pH en el rompimiento de enlaces peptidicos con enzima Alcalase

2.13. Modelo de cinética enzimatica

La velocidad con que ocurre esta reaccion dependera como se ha mencionado antes, de
factores como temperatura, pH, concentracion inicial de sustrato y concentracion de
enzima, entre otros.

La velocidad de reaccion puede ser explicada mediante un modelo propuesto por
Michaelis-Menten el que cuenta con las siguientes hipétesis: La enzima E y el sustrato S
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forman un compuesto intermedio ES; La concentracion inicial de enzima se mantiene
constante [Eo] = [E] + [ES] + [EP]; el proceso ES - EP + H-P’, es irreversible, suponiendo
una concentracion de sustrato baja; y la hipotesis cuasi-estacionaria que se refiere a que
después de una fase inicial transitoria, la concentracion de las distintas formas enzimaticas
(E, ES, EP) no varia.

El modelo matemético de Michaelis-Menten se define como:

p = maxtd (2.2)

Km+S
Donde:

v: velocidad de reaccién

Vmax: Velocidad maxima de reaccion
S: Concentracion de sustrato

Km: Constante de Michaelis-Menten o constante de disociacion del complejo ES.

2.13.1. Inhibicion enzimatica

La inhibicién es la disminucion de la actividad enzimatica por algin agente quimico o un
ligando.

La inhibicidn reversible esta caracterizada por un equilibrio entre la enzima y el inhibidor,
definido éste por una constante de equilibrio que mide la afinidad de la enzima (E) por el
inhibidor (I). La inhibicién reversible implica que desaparece el efecto inhibitorio si se
remueve el inhibidor, y que al existir inhibicion esta depende de la concentracion del
inhibidor [I].

La inhibicion puede apreciarse como una disminucion de Vmax o aumento de Km
solamente, o por una combinacién de efectos sobre ambos.

En el caso de la hidrdlisis enzimatica de proteinas de pescado existe la inhibicion
enzimatica de tipo mixta, en la que el inhibidor puede unirse a la enzima ya sea o no que la
enzima ya se haya enlazado el sustrato, pero tiene una mayor afinidad por un estado o la
otra. Se llama "mixto", ya que es una "mezcla" conceptual de inhibicién competitiva, en la
que el inhibidor s6lo se une a la enzima libre, y la inhibicién acompetitiva, en la que el
inhibidor sélo se puede ligar a la enzima si el sustrato ya se ha unido. La inhibicion
acompetitiva es un caso especial de inhibicion mixta. Las constantes de inhibicion, son
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constantes de velocidad para la reaccion o disociacion entre complejos enzima-
enzima/inhibidor y enzima/sustrato-enzima/sustrato/inhibidor.

Inhibicién mixta puede resultar en una disminucion en la afinidad aparente de la enzima
para el sustrato en los casos en que el inhibidor favorece la unién de la enzima libre, o en
un aumento en la afinidad aparente cuando el inhibidor se une favorablemente al complejo
enzima-sustrato. En cualquiera de los casos la inhibicion disminuye la velocidad méxima
aparente de reaccién enzimatica.

El modelo de reaccion enzimatica con inhibicion por producto de tipo mixta es:

p = —Ymax?> (2.3)

in(1+12)25(1+12)

14

Valencia et al (2014), en su trabajo de identificacion de los mecanismos claves que
envuelven la hidrdlisis de proteinas de pescado con enzima alcalase, expone el tipo de
cinética de inhibicion especifica que experimenta la proteasa, como se muestra a
continuacion:

_ Vmax*So (2 4)

Considerando la cinética enzimética con inhibicion de tipo mixta, modulacion positiva
tanto como para producto como para sustrato e inactivacion térmica de primer orden se
muestra el modelo matematico de la reaccion de hidrélisis enzimatica de proteinas de
pescado con enzima subtilisina

kcat*EO*e_kdt*S

v= P P, S (2.5)
Km<1+a)+5<1+K—%)+K—S)
Con
. _39746 _
kg = (1 - gzii;‘:) . 6(115 ) [1/min] (2.6)

Tanto kg, Kp como Kp’ son obtenidos de estudios previos de Valencia, et al (2014)
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Constantes cinéticas y termodindamicas
Las constantes cinéticas son Kcat y Ka.

Mientras que las constantes termodinamicas son Km, Kiy Ks:
Eq
k = kyerr 2.7)

Se determinan estas utilizando datos de Valencia et al (2014),

Tabla 2.2: Constantes cinéticas para la hidrdlisis de musculo de salmoén por Alcalasa a diferentes temperaturas

Constantes cinéticas  Temperatura

40° 50°C 60°C
Vmax (mM/min) 0,581+0,028 1,070,018 2,14+0,18
Ken (MmM) 4,3910,60 6,54+0,26 9,54+1,59
Ks (mM) 8261396 575+89,3 233+82,7
Vmax/Km 0,0348 0,0430 0,0588

Fuente: Valencia et al (2014)

Recurriendo a estudios previos de Valencia et al (2014), las constantes cinéticas y
termodinamicas son:

keae (™) = eZ5F) M - 1/g - min] (2.8)
K(T) = o(144-55) [mM] (2.9)
Ks(T) = (T 1446) [ag) ] (2.10)

2.13.2. Inactivacion térmica
Ademas Valencia et al (2014) considera la inactivacién térmica de la enzima de primer
orden, para calcular las constantes de inactivacion propone la ecuacion de actividad
relativa.

E_ —kg4t
= 2.11)
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2.14. Balances de materia y energia en el reactor por lotes
Este tipo de reactor admite tanto los reactivos como catalizadores al principio y los procesa
con un curso predeterminado de reaccion durante el cual no se alimenta ni se extrae algun
material. Por lo comun tiene la forma de tanque con o sin agitacion y se utiliza
primordialmente en la produccion a pequefia escala y mediana escala. La mayor parte de
los datos cinéticos basicos para el disefio de reactores se obtienen en esta clase de equipos
(Perry, 1992)

Durante su manejo generalmente en este tipo de reactor se realizan las siguientes
operaciones:

1. Se agrega una carga de reactivos.

2. La mezcla al interior del reactor debe alcanzar la temperatura de reaccion y se agrega los
catalizadores.

3. Se mantiene la temperatura por el tiempo determinado, durante los cuales se realiza la
reaccion.

4. Se lleva al reactor a la temperatura necesaria para descargar el producto.
5. Se lava el reactor.

Con los cinco pasos anteriores se conforma el llamado ciclo de operacién La caracteristica
principal en los reactores de este tipo es la variacion de las concentraciones en funcion del
tiempo.

Un esquema general de este tipo de reactores se aprecia en la figura 2.10.

.~ Motor

-—Reductor de velocidad

—

e y }Super!icie del liquido
|
“H- Vaina termométrica

Encamisado ~ 5 Eje

Rama sumergida—"

Placa deflectora—

- Z
S—— s ———
v
Valvula de vaciado g

NS

Figura 2.10: Esquema general reactor por lotes
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Las Partes principales de un reactor por lotes son: Motor del agitador, Agitador, mecanismo
reductor, valvula de muestreo, eje del agitador, entrada y salida de fluido calefactor, placas
de desviamiento o deflectores, camisa calefactora, valvula de vaciado.

Dimensionamiento del reactor por lotes

Existen diversos metodos para dimensionar el reactor por lotes para el caso de este estudio
se utilizan criterios de disefio bibliograficos, los cuales corresponden a formulas simples
para determinar las diversas dimensiones del reactor por lotes a partir del volumen del
reactor o el diametro del reactor.

Dr _ 4 Dr_ 4 Ag _ o by _ 4 D _ 40 Dy

Ly Ad Egq Fr Ach Hy

=1

Dr = Diametro del reactor; Ly = Largo de las paletas; A¢= Ancho deflector; Eq= Espacio
deflector; Fr= Fondo del Reactor; Ach= Ancho Chaqueta; H,= Altura del reactor.

Balance de materia

El balance de materia para un reactor por lotes con una reaccion de hidrolisis enzimatica de
proteina de pescado es de la forma:

Flujo de moles que entra — Flujo de moles que sale — Flujo de moles que reacciona = Flujo
de moles acumulados

Como en un reactor por lotes no entra ni sale materia, si se considera un balance de materia
para el sustrato, queda de la forma:

— Flujo de moles de sustrato que reacciona = Flujo de moles de sustrato acumulados

vy, = - (2.12)
Ng, — N,
X = So S
Ngo
Ng = Ngo(1 — X)
vx*l, :w (2.13)

Considerando volumen constante en el interior del reactor y homogeneidad en la mezcla.
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Donde:

Ng = Moles de sustrato

X = Conversion de sustrato

v = Velocidad de reaccién

So = Concentracioén inicial de sustrato
V. = Volumen del reactor

Balance de energia

El balance de energia establece ecuaciones para determinar el calor asociado a la
mantencion del régimen isotérmico en el interior de reactor, determinacion del area de
transferencia, entre otros. Para un reactor por lotes es de la forma:

Flujo de energia de reaccion — Flujo de energia transferido = flujo de energia acumulado

—AHV, * v — UA7(T; = T,) = MCp = (2.20)
Como no hay acumulacion de energia
—AHV, xv = UA;(T; — T,) (2.21)

Considerando volumen constante en el interior del reactor, y homogeneidad térmica en
cada punto de la mezcla.

Donde:

M = Masa de mezcla

AH = Entalpia de reaccion

Ar = Area de transferencia
T, = Temperatura del reactor
C, = Capacidad calorifica de la mezcla
V. = Volumen del reactor

Tr = Temperatura del fluido calefactor
U = Coeficiente global de transferencia de calor
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La entalpia de reaccion AH

La entalpia de reaccion de la hidrolisis enzimatica se considera la ruptura del enlace
peptidico, para esto se toma un estudio realizado por Dobry & Sturtevant (1952) para
calores de hidrolisis en amidas y péptidos.

El AH de reaccion es:

AH = —107 L:f,z] - [mr{wl]

Si se considera la velocidad de reaccién v

ax
V= "Sog

Entonces el flujo de energia de reaccion queda:

SedX ]

AHVv = —10,7 —
v 0,7 %V x dt ‘min

Coeficiente de transferencia de calor U
Para el célculo del coeficiente de transferencia de calor U, se utiliza la ecuacion:
1 1 e
0o n Tk
Para determinar h coeficiente de pelicula de pared interior, se utiliza la correlacion
obtenida de Perry (1992) para reactores con enchaquetado y agitadores de 4 paletas.

Toa(B) G0 e

Donde:
Dj= Diametro del reactor [m].

El diametro del reactor estd asociado al volumen del reactor por lo cual, este valor es un
parametro operacional y dependera directamente del volumen de reactor definido en
calculos posteriores

K= Conductividad Termica de la mezcla en el reactor [J/s m K].
k= Conductividad Térmica del acero inoxidable 316 [J/s m K].
Lp = Longitud del agitador [m].
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Nr = Velocidad del eje del agitador [Rev /s].

P = Densidad.

M = Viscosidad de la mezcla [Pa s].

Hw = Viscosidad de la mezcla a la temperatura de la pared [Pa s].

Cp = Calor especifico de la mezcla [J / kg K].

Con a=0,36 ; b=2/3 ; m=0,21 para nimeros de Reynolds [300,300000].

Calor especifico de la mezcla de sustrato Cp
El calor especifico puede ser obtenido por la formula:

Cp = Xiz1 X; x Cp; 2.7)

Donde Xi corresponde a la fraccion de cada componente en la mezcla y Cpi corresponde al
calor especifico de cada componente.

El Salmdn Fresco posee aproximadamente un 66% de agua, 21% de proteinas y un 12% de
grasa, entre otros componentes como el colesterol, calcio, lodo, fosforo, Niacina, y
vitaminas que estan en menores proporciones y juntas corresponden al 1% restante Rivero
(2006).

Los calores especificos son tomados de Hallstrom y Col (1988) donde reporta los calores
especificos de los constituyentes de los alimentos, para el agua Cp= 4.182 [kJ/kg°C]; para
las proteinas Cp= 1.550 [kJ/kg°C]; para la grasa Cp= 1.670 [kJ/kg°C].

Tabla 2.1: Calores especificos por constituyente

Constituyente Fraccion Cp Producto

Masica J/Kg°C (FM*Cp)

Agua 0,67 4184 2803,28
Proteina 0,21 1550 325,5
Grasa 0,12 1670 200,4

Sumatoria 3329

El Calor especifico del pescado Salmoén es 3329 [J/kg°C].
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El Calor especifico de la mezcla de reaccion es:

_ Masa agua en elreactor Masa sustrato en el reactor

Cpm - * Cpagua +

Masa reactor

* C
Masa reactor Psustrato

Densidad de la mezcla de sustrato
La densidad de la mezcla se obtiene por un modelo propuesto en trabajos anteriores a
Valencia et al (2014), donde esta presenta una forma polinémica del tipo:

Densidad = —0,0000853 * %S,> + 0,00056 * %S,* + 0,0063 * %S, + 1  (2.8)

Con lo cual, la densidad puede ser expresada en funcion del porcentaje sustrato inicial en
la mezcla.

2.14.1. Régimen isotérmico en el reactor por lotes

Para efectos de este estudio se mantiene el reactor en condiciones isotérmicas lo que se
logra con el sistema de camisa de intercambio de calor, si el sistema se considera cerrado,
presion constante, isotérmico y sin cambios de fase, el flujo de energia a retirar es el
generado por la reaccion.

Q =-AHV,. xv (2.21)
Reemplazando en la ecuacién 2.5

Q = —10700 = Vr kcat*Eo*e_kdt*S

[J/min] (2.22)
Km(1+Ki)+S<1+i,+Ki>
p Kp "

Una vez que se alcanza la temperatura de reaccién, la temperatura se conserva debido a la
energia proporcionada por la reaccion que es de caracter exotérmica. Al realizar un balance
de energia, energia de reaccion igual a energia absorbida por la mezcla, es posible
determinar la temperatura una vez concluida la hidrdlisis proteica, la cual se expone a
continuacion.

T°final = Top — V‘j—cp (2.23)

La temperatura de final del reactor para cualquiera sea los parametros de operacion es a lo
maés 0,52[°C] superior a la temperatura de operacion.
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2.15. Modelo de evaluacion de desempefio de la hidrdlisis enzimatica

El estudio de la cinética enzimética es importante desde una perspectiva cientifica
fundamental, ya que permite la formulacién de modelos moleculares para la accion de la
enzima, y también por razones tecnoldgicas, ya que permite la formulacion de modelos
cinéticos para el disefio y evaluacion de desempefio del reactor enzimatico. El segundo
aspecto que se destaca es que un modelo para el disefio de reactores enzimético o para la
evaluacion del desempefio requiere: 1) una expresion cinética de la reaccion catalizada; 2)
un balance de materiales sobre el proceso; 3) una expresion para la inactivacion de la
enzima durante el funcionamiento del reactor; 4) una expresion que representa las
limitaciones de transferencia de masa eventuales. Con todo esto, establecer las bases para el
analisis cinético, operacion y disefio de reactores enzimaticos (Illanes et al, 2008).

El modelo de desempefio de la hidrolisis enzimatica en este estudio se recrea mediante el
uso de informacion bibliogréfica referente al disefio del reactor por lotes, los mecanismos
principales que envuelven la hidrolisis enzimatica de proteinas y estudios de Valencia et al
(2014).

Primero se reconstruye un modelo que muestra el comportamiento de la hidrdlisis proteica,
para esto se sigue el procedimiento desarrollado por Illanes et al (2008) Ilamado
“Construccion de un modelo de disefio de un reactor enzimatico y evaluacién de su
desempefio”, el cual se muestra a continuacion:

Modelo Cinético Balance de
v =f(EX) materiales

Cineética de Inactivacion Restricciones Difusionales
E=f(t,T) h=1(Sop)

Modelo Comportamiento Reactor ~

n X0 £50, )

Figura 2.11: Esquema para el modelo de comportamiento del reactor enzimético

El Modelo Cinético, donde la velocidad de reaccion enzimatica corresponde a una funcion
de la concentracion de enzima y de la conversion; luego el Balance de Materiales que este
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estudio considera reactor del tipo Batch o reactor por lotes; Posteriormente la cinética de
inactivacion, donde se debe desarrollar una ecuacion que contemple la inactivacion térmica
de la enzima, la modulacion por sustrato y por producto (en este caso son consideradas
ambas, pues la enzima interactia modulando tanto con el sustrato como con el producto);
Las Restricciones Difusionales toman importancia al momento de operar con enzima
inmovilizada, lo cual no corresponde a este estudio pues se trabaja con enzima libre en el
reactor.

Con el modelo completo es posible analizar cada una de las variables importantes de la
hidrolisis enzimatica de proteinas de pescado, esto permite ver la respuesta a los cambios
en las variables operacionales, el desarrollo de la reaccion, verificar el comportamiento y
desempefio del reactor frente a situaciones o condiciones extremas.

El analisis posterior se realiza de forma gréafica para ver el comportamiento de variables
como la concentracion inicial de enzima, la concentracion inicial de sustrato, la
temperatura, el volumen del reactor y la conversion. Posteriormente al conocer el
comportamiento de estas variables llamadas operacionales se podra determinar como afecta
a otras variables que sirvan de control u optimicen la operacién (también llamadas variables
de optimizacion), como la productividad, los costos, los ingresos y las utilidades.

Finalmente conociendo el comportamiento de todas las variables a analizar (tanto
operacionales como de optimizacion), se puede determinar la optimizacion del reactor de
forma que se minimicen los costos y se maximice la productividad y las utilidades.

Modelo del comportamiento del reactor
Siguiendo el esquema para la construccion de un modelo de disefio de un reactor
enzimatico y evaluacion de su desempefio presentado por Illanes et al, (2008), se obtiene un
modelo para la evaluacion de la hidrélisis enzimatica de proteinas de pescado en un reactor
por lotes, considerando la ecuacion 2.5y 2.14, queda como Se expone a continuacion:
39746

T Jt
ax _ (1-X)

at 4045 _
(1447 )(1+—§SO)+(1—X) 1+250, (G20
p1 sz 6(7—14.46)

0.970-S (115—
(22-56—_6801) _( 221 50)'
e T J xEg*e 21450

(2.23)

La ecuacién 2.23 corresponde a una ecuacion diferencial la cual consta de parametros
operacionales como la concentracion inicial de enzima Eo como la concentracion inicial de
sustrato So, ademas variables operacionales tales como la temperatura de operacion y la
conversion de sustrato.
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3. Metodologia

3.1. Uso del modelo de evaluacion de desempefio de la hidrélisis enzimatica

Se utilizé la ecuacion 2.23 correspondiente al modelo de disefio de un reactor enzimatico y
evaluacion de su desempefio, ya antes mostrado en la seccion de antecedentes, para
determinar la variacion del sustrato en funcion del tiempo, o bien, la rapidez de cambio de
la conversion. Para resolver numéricamente esta ecuacion se usé el método de Runge Kutta
de orden 4, el cual es utilizado para encontrar aproximaciones de las soluciones de
ecuaciones diferenciales y sistemas de ecuaciones diferenciales, lineales y no lineales. .

Una vez resuelta la ecuacion e incorporado las diversas constantes cinéticas y
termodinamicas, se tiene wuna herramienta matematica que permite analizar el
comportamiento simultdneo de varias variables de operacion en el tiempo. Las variables
importantes a analizar son la temperatura de reaccion, la concentracion de sustrato inicial,
la conversion de sustrato en producto, la concentracion de enzima y la concentracién de
producto y cada una de estas variables son determinadas para distintos tiempos con las
formulas expuestas mas adelante.

El modelo entonces permite determinar la variacion de la conversion en el tiempo, la
variacion del producto en el tiempo, la variacion de la enzima en el tiempo, del sustrato y el
tiempo mismo, el cual es tomado como tiempo de reaccion. Asi, las distintas variables
pueden ser analizadas gracias al modelo matematico para cualquier tiempo. Para aquellas
ecuaciones de variables como la productividad, donde el producto depende del tiempo, se
utiliza la solucién analitica, de esta forma de evita redundancia de datos y resultados
erréneos.

A continuacion se muestra un esquema de la informacion de entrada del modelo y la salida
principal que es el tiempo de operacion.
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Figura 3.1: Esquema de entradas y salidas de informacion para el modelo de hidrolisis enzimatica

Definiendo la informacion de entrada esto es los parametros de operacion como también las
variables operacionales se verifica de las diversas ecuaciones la incidencia en tanto la
velocidad de reaccion como en la potencia de agitacion. Ademas aplicado el modelo
matematico de hidrdlisis enzimatica, es posible obtener para cada tiempo de operacion, la
cantidad de producto, el grado de hidrolisis y cantidad de enzima residual.

Entonces se cuenta con la informacion para realizar un anélisis del comportamiento del
reactor, se examinan las variables de operacion y su comportamiento general.

Posteriormente de forma similar se realiza un segundo analisis, esta vez de las variables con
influencia econémica en la operacion de la prote6lisis enzimatica, para determinar cémo
afectan en las variables de optimizacién correspondiente a los distintos costos, la
productividad y los ingresos. Cada variable es analizada en el rango de operacion ya
establecido.

Finalmente se determinan las condiciones de operacion que optimizan econémicamente el
proceso de hidrdlisis enziméatica mediante la busqueda de maximos de productividad,
ingresos y utilidades, como también minimos en las funciones de costos.

3.2. Las variables operacionales para el modelo de desempefio del reactor
enzimatico

La ecuacién diferencial que modela el desempefio del reactor enzimatico es resuelta
numéricamente por el método de Runge-Kutta de cuarto orden. Pues sirve para obtener
soluciones aproximadas a problemas de valor inicial
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Una ventaja de este método es que permite experimentar con una ecuacion diferencial
modificando valores y coeficientes, con el fin de obtener informacion mas compleja sobre
el proceso de hidrolisis enziméatica. Ademas que el utilizar la solucion analitica puede
resultar engorroso el analisis simultaneo de datos.

Las funciones utilizadas en el método numérico son:

kear(T) - Eo - e kaMt. 5,(1 - X)

my =y(x,t) =

SoX)] [ So X 50(1—X)]
K(T) [1+ 50 A=X) |1+ R+~
kear(T) - Eq - e~ ka(T)(t+05k1h) . ¢ o(1 = X + 0,5h)
my, = —
K(T) [1 + &’(XK;MOSM] +So (1= X +0,5h) [1 4o :20 Sh) | S KSX< ;) 0, 5h)]
Ma = kCat(T) - EO . e—kd(T)'(t+0,5k2h) . S (1 —X + 0 Sh)
g =—

K(T) [1 +50(X +0,5h) XK;O'%)]

+ Sy (1—X +0,5h) [1 450X +05h) | So(1— X+05h)]

K2 Ks(T)

ket (T) - Bo - e - 50(1 - X + 1)

SO(X+h)] L So AR 50(1—X+h)]
Kp1 Ky Ks(T)

my = —

+S(1-X+h)|1

K(T) [1 +

1
P =yxt),, = yxt),+ g(ml + 2my + 2mgz + my)

El método numérico permite determinar la conversion y la temperatura de operacion en el
tiempo considerado tiempo de reaccion.

Se define como variables operacionales aquellas variables que resultan claves en el
desempefio del reactor enzimético y en la optimizacion de este, y por lo tanto, se requiere
conocer su influencia en la performance de la hidrdlisis enziméatica. Las variables
operacionales son:

Concentracién de sustrato (S): La concentracidn sustrato (S) disminuye a medida que
transcurre la reaccién de hidrélisis enzimatica de proteinas, donde la concentracion en
cualquier tiempo se sustrato se determina por el método numérico Runge Kutta mediante la
suma de la concentracion de sustrato anterior mas el producto del paso por iteracion (h) con
el parametro de pendientes o factor phi (®) correspondiente al intervalo anterior.

La concentracidn de sustrato entonces es una variable de operacién y la ecuacion para su
determinacion es:

Sustrato = S;; 1 = S; + ®;h (3.1)
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Concentracién de Producto (P): Donde se considera producto inicial es cero y el producto
es expresado como la concentracion de enlaces peptidicos hidrolizados enzimaticamente, se
determina la concentracion de producto por el método numérico Runge Kutta mediante la
ecuacion.3.2:

La concentracion de producto entonces es una variable de operacion.
Producto = P;,; = P, — ®h (3.2

Grado de hidrolisis (DH): El grado de hidrdlisis da cuenta de los enlaces peptidicos rotos
susceptibles de hidrolizar enziméaticamente y se calculan seglin la siguiente expresion,
donde la consecucién de cada grado de hidrdlisis corresponde cada producto, para ese
tiempo de reaccion:

El grado de hidrélisis entonces es un pardmetro de operacion.

Enlaces peptidicos hidrolizados

Grado de hidrolisis = DH = 100 (3.3)

Numero total de enlaces peptidicos

La conversion de sustrato (X): Referida a la cantidad de sustrato reaccionado respecto de
la cantidad de sustrato inicial S,.

La conversién de sustrato entonces es una variable de operacion.

So—S
So

Conversion de sustrato = X =

Concentracion de enzima (E): Es la concentracion de enzima que posee actividad
catalitica para cualquier tiempo de reaccion t. Para tiempo t=0, la concentracion de enzima
corresponde a la inicial (Eo), la concentracion de enzima en el tiempo se determina segun la
expresion.

Concentracioén de enzima en el tiempo = E = E, x e at (3.4)

La concentracion de enzima es considerada una variable de operacion y Eo un parametro
operacional.

Volumen del reactor (Vr): El volumen de reactor analizado y utilizado en las diversas
funciones corresponde al volumen efectivo, es decir, al volumen de mezcla en el reactor por
lotes.

En los diversos analisis a realizar, la magnitud del volumen de reactor corresponde a un
valor fijo dentro de rango de analisis. Por lo tanto es considerado un parametro de
operacion
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La industria pesquera a la cual se dirige este proyecto, podra contar con un reactor o podra
disefiar uno que esté acorde a su velocidad de generacion de subproductos y los tiempos de
operacion correspondientes, como también la demanda de producto y posteriormente
utilizar la informacidn que este proyecto presenta.

Temperatura de operacion (Top): la temperatura de operacion estd referida a la
temperatura a la cual comienza la reaccion de hidrolisis enzimatica. Y es considerada una
variable de operacion.

3.3. Operacion del reactor de hidrolisis enzimatica de proteinas de pescados

Ya conocidas las diferentes variables operacionales, es importante mostrar la manera de
operar o también Ilamado el ciclo de operacidn del reactor enzimatico, el cual consta para
efectos de este estudio de las siguientes etapas:

a) En el reactor por lotes se vierte la masa de subproductos y la masa de agua
necesaria.

b) Se agita la mezcla y se enciende el paso de vapor, hasta alcanzar la
temperatura reaccion.

c) Una vez alcanzada la temperatura de reaccion se adiciona la enzima y se
mantiene la agitacion por el tiempo de reaccion necesario.

d) Cumplido el tiempo de reaccion, se eleva la temperatura hasta los 85[°C] hasta
que E/E0=0,001

e) Posteriormente se apaga el sistema calefactor y se descarga el reactor.

f) Una vez descargado el reactor se inicia un nuevo ciclo.
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3.4. Variables de optimizacion de la operacidn del reactor enzimatico.

Se define como variables de optimizacion, aquellas variables que permiten obtener
maximos 0 minimos segun corresponda, de forma que se obtenga informacion pertinente a
los rangos de las variables de operacion y/o parametros que optimicen el proceso. Las
variables de optimizacion son:

Productividad (Qp): Es la relacion entre la cantidad de producto obtenido y el tiempo de
operacion asociado.
SO_X

= (3.5)

Productividad = Qp = ti -
op op

Donde el tiempo de operacion del reactor por lotes en funcion de variables operacionales es:

2.2 2 2

Kmk KmkgiS kSox k4 Sgx Sokax Sokgx
L)L (1-x) 42420 (—x— [ (1) )+ 04— 20 p——0°d 0%d* |
kcatEo KpkcatEo kcatEo 2KpkcatEo KskcatEo 2KskcatEo

top = K

} (3.6)

En esta ecuacién la temperatura de operacion es variable operacional y la concentracion
inicial de enzima se considera pardmetro operacional, los demas constituyentes de cada
término son parametros de operacion, constantes cinéticas y termodinamicas.

La funcion de productividad es evaluada con diversos valores de conversion, concentracion
inicial de sustrato, determinado el tiempo de reaccion necesario para el grado de hidrdlisis a
analizar, se obtiene un punto de productividad, luego de creada una matriz se genera un
gréfico de productividad para el grado de hidrolisis respectivo.

Tanto la concentracion inicial de sustrato como la conversidn son parametros operacionales

Costo de la enzima: Es el costo monetario por concepto de uso de enzima en cada lote, se
determina con la siguiente expresion:

Costo de enzima = Cp = Ey * Py * Ve 3.7)
En esta ecuacion todos los constituyentes son parametros operacionales

Donde Pen; : Precio de la enzima es 39.550 [$/kg] (Blumnos, comunicacidn personal)
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Costo calentamiento previo a la reaccion: Es el costo asociado a la energia que se
requiere para elevar la mezcla de temperatura ambiente a la temperatura de operacion

pmVTCpm(Top_Tamb)Pv
Ay

Costo calentamiento previo a la reaccion = (3.8)

En esta ecuacidn todos los constituyentes son parametros operacionales

Donde Tamp: Temperatura ambiental; Py: Precio del vapor; Av: Calor latente de vaporizacion
del agua;

El tiempo asociado al calentamiento previo puede ser calculado por:

V,eC _T,
tep = pimx In (721 39)

Tv_Top

Para determinar los costos por calefaccion es necesario conocer el cambio en la temperatura
debido a la reaccion exotérmica, para esto se utiliza la siguiente ecuacion

- _ 7 AH * v
final — ‘op pCpm

Y realizando los célculos respectivos se obtiene que en todas las pruebas dentro de los
rangos preestablecidos para las variables no supera la T°final a la T°op en maés de 0,52[°C]

Costos por tratamiento térmico: Una vez que el producto alcanza el grado de hidrdlisis
deseado la mezcla debe pasar por un proceso en el que se inactive la enzima de manera que
se detenga la hidrolisis enzimatica, se considera inactivada la enzima cuando alcanza un
porcentaje del 0,1% de enzima residual, esto es E = 0,001*Eo, y se logra en todos los casos
estudiados cuando se eleva la temperatura a 85[°C] y se mantiene por un minuto. Los
costos asociados se calculan mediante las siguientes ecuaciones.

q*P
Ay

Costos por tratamiento termico = C; =

PmVrCp._ (85~Top)*Py
Ay

Costos por tratamiento termico = (3.10)

En esta ecuacidn todos los constituyentes son parametros operacionales

Costos por consumo de agua: En la reaccion de hidrolisis es necesario que exista una
adecuada densidad de la mezcla y una cantidad de agua en el sistema determinada por la
concentracion de sustrato (La maxima So=7,5% p/p).
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Si se considera densidad del agua Dagua=1[kg/m?], el volumen de agua necesario en cada
lote (Mw) se puede determinar mediante las ecuaciones usadas por Kristinsson & Rasco
(2000) y Valencia et al (2014), como sigue a continuacion:

Densidad = di = —0,0000853 * (%S,)3 + 0,00056 * (%S,)? + 0,0063 * (%S,) + 1

%S = == % 100 (3.11)
Mr
MT = dR * VR (312)
__ Mpg*Pg
Mp = ZE2E (3.13)
My = My — My (3.14)

Mp
MW=dR*VR_P_* 100

R
%S * My
MW=dR*VR_119—O*1OO
R
%S * dg * 1
MW:dR*VR_¥
R
%S

Donde

Mw: Masa de agua en [kg]

Mr: Masa de solidos

Mp: Masa de sustrato o masa de proteina

%S: Es el porcentaje de proteina en la mezcla

Pr: Contenido de proteina en el pescado Salmon (21,1%)
MT: Masa total en el reactor

VRr: Volumen de reactor

Entonces los costos de agua por cada lote se pueden determinar con la siguiente ecuacion:

dp*Vg|1-25|«p,

G b

Costos por consumo de agua = C,, = — Y (3.16)
w
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Donde Pw: Corresponde al precio del [m®] de agua
En esta ecuacion todos los constituyentes son parametros operacionales

Costos por agitacion: Corresponde a los costos debido a la energia requerida para agitar el
reactor

Costos por agitacion = Cq = P, * toy * Py /60000 (3.17)

5
Donde P,es la potencia de agitacion, P, = Ny, * p * (RPS)? * (%) (3.18)

Np corresponde al nimero de potencia para el agitador de paletas y enchaquetado para un
Reynolds cercano a los Re=250.000. Np=5

RPS: Son las revoluciones por segundo del agitador
p: Es la densidad de la mezcla
V:: Es el volumen del reactor.

En esta ecuacidn todos los constituyentes son parametros operacionales

Ingresos (I): Como una forma de valorizar el producto del proceso de hidrdlisis enzimatica
se crea la funcidn de ingresos. Los ingresos dan cuenta del recurso monetario por concepto
de valorizacion del producto, esto considerando que el producto es el contenido del reactor
posterior a la prote6lisis con grado de hidrolisis entre DH=5% y DH=25%. (Se entiende
que el producto del proceso operativo no ha sido filtrado, secado y envasado, donde se
asume que es vendido en su totalidad). Los ingresos entonces dependen principalmente del
grado de hidrolisis, del volumen de reactor y de la concentracion inicial de sustrato.

Ademas se considera un precio de producto Pp=$2500[pesos/kg], el cual corresponde a un
cuarto del precio para un producto de similares caracteristicas. Se decide un cuarto del
producto pues el hidrolizado no es un producto final y requiere de procesamientos
posteriores, como el filtrado, secado y envasado.

Un producto final de similares caracteristicas se encuentra publicado en la siguiente
direccién web. (http://spanish.alibaba.com/product-tp/fish-protein-hydrolysate-75-powder-
50012695543.html) donde el precio es de $16 [USD/kg]

El precio del producto se utiliza para el analisis economico, si bien al aumentar el grado de
hidrolisis en la proteolisis pueden aumentar los costos del proceso y por ende el precio de
venta del producto, para efecto de facilitacion de calculos se usa un precio promedio de
producto Pp=$2500[pesos/kg]. También considerar que un mayor precio de producto
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afectara las utilidades pero no las condiciones de operacion que maximizan las utilidades
pues dependen solo de los costos totales.

En analisis posteriores se determina el precio de producto que equilibra los costos y los
ingresos, Yy asi consecuentemente se podra inferir acerca de los ingresos del proceso.

La funcion de ingresos se muestra a continuacion.

0,

%
er pr i By (3.19)

Ingresos =

En esta ecuacion todos los constituyentes son parametros operacionales

Costos totales (CT): Los costos totales corresponden a la suma de todos los costos esto es,
costos de enzima, costos por calentamiento previo, costos de tratamiento térmico, costos de
agua y costos por agitacion.

PoVCo(Top = Tamp)Ps  PmViCp(85 — Top) = P, dR*VR[l—D%S * By VS
4 b7l o};{a amb v Pmirtp - op LA P R + N, * p*(RPS)3*(§T) *top*Pkwh/GOOOO
4 w

CT = Ep * Ponz * Vs

En esta ecuacion todos los constituyentes son parametros operacionales a excepcion del
tiempo de operacion el cual depende de variables como la temperatura operacion y la
conversion.

Utilidades: La utilidades es una medida del grado de beneficio que trae el proyecto y se
determina calculando la diferencia entre los ingresos y los costos, la funcion objetivo a
maximizar es la siguiente:

Utilidad = Ingresos — costos

%S
N %5, dR*VR[l_ﬁ *Py,
Utilidades = === * p* Vo x By = (Eq * Py, + V, +

(3.20)

pmV7CP(T‘7P7T”~"lb)PV pmVTCF (857T0D)*PV P/rw)x
+ + P, * top * )
Ay 2 P, 60000

Donde el tiempo de operacion ha sido expuesto anteriormente en la ecuacién 3.5
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3.5. Andlisis de las utilidades en funcidén de las variables operacionales

Se observa el comportamiento de las utilidades tomando como funcion objetivo la ecuacion
3.20 que presenta las variables operacionales temperatura de operacién y concentracion
inicial de enzima, los deméas componentes de esta ecuacion corresponden a pardmetros de
operacion y constantes tanto cinéticas como termodinamicas. Asi realizar un analisis de
sensibilidad de las utilidades respecto de las variables operacionales dentro del rango de
observacion.

Posteriormente se analizan las utilidades diarias pues es importante tomar en cuenta que las
utilidades por lote, tienen asociado un tiempo operacion, donde este puede influir en la
cantidad de lotes posibles de procesar en una jornada diaria. Por lo tanto, puede ocurrir la
situacion en la que un producto tenga altas utilidades por lote pero también un alto tiempo
de operacion lo que significara en un nimero reducido de lotes por jornada y por ende
utilidades por jornada menores que las recabadas por un producto con utilidades por lotes
similares pero bajos tiempos de operacion.

Para buscar méaximos en la funcién de utilidades, se fijan parametros como el grado de
hidrdlisis (DH=5%, DH=10%, DH=15% y DH=20%) y la concentracidn inicial de sustrato
So=166[mM]. Las variables cambiantes o de decisiébn para la optimizacion son la
temperatura de operacion y la concentracion inicial de enzima. La funcion objetivo de
utilidades a maximizar es la siguiente:

%

S VirCp(Top—T P,
10(())*X*,D* Vr*Pp_Pmrp(op amb)v_

Ay

Utilidades Diarias =

PmVrCp(85—Top)*Py
A

2 2 2 2
KmK KmKq4Si K4Sox KgSpx Sokax SoKgx
Lny =% dLn(l—x)+—m 420 (—x—Ln(l—x))+ d-0% ,d 00 £___0d +
KcatEo KpKcatEo KeatEo 2KpKcatEo KsKcatEo 2KsKcatEo " Pkwh MW*FW

_EO*Penz*Vr_Pa*

Kq 60000 Py

8x60 [min]
(tiempo total de operacién)[min]

truncamiento| Ecuacion (3.21)

En esta ecuacion todos los constituyentes son parametros operacionales a excepcion del
tiempo de operacion, donde este depende de las variables operacionales: concentracion
inicial de enzima y temperatura de operacion.

Y las restricciones se indican a continuacion:
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E, >01

30[°C] <T,, <85[°C]
>0

Lotes diarios = 1

La ecuacion 3.21 puede ser resuelta mediante métodos matematicos del tipo numérico, al
analizar varias variables se requiere ademas la determinacion de méximos en las funciones
respectivas, para determinar los maximos globales se utiliza el método de resolucion GRG
Nonlinear de la herramienta Solver de Microsoft Excel 2010.
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3.6. Rangos de operacion de las variables operacionales.

Resulta indispensable el determinar rangos de operacion de cada una de las variables, pues
de lo contrario se estudiaria rangos en los cuales la enzima pueda resultar insuficiente o
excesiva; la temperatura de operacion fuese tan baja como para extender la hidrolisis por
periodos demasiado prolongados o temperaturas tan altas que inactiven la enzima
completamente en tiempos muy cortos; la concentracion de sustrato sea tan baja que la
cantidad de producto también lo sea, o tan alta que la mezcla a hidrolizar resulte un fluido
demasiado viscoso y dificulte la operacién, entre otros.

En diversos estudios se han utilizado variados rangos en las investigaciones, pero se usaran
principalmente los recomendados por estudios como Valencia et al, (2014), o aquellos afin
en FONDECYT N°11110249.

A continuacion se nombra las variables operacionales en el proceso de hidrolisis enzimatica
y el rango de operacion utilizado en los célculos posteriores.

Temperatura de operacion: La temperatura de operacion se analiza desde una
temperatura de 40[°C] que es una temperatura a la cual se evidencia actividad enzimatica,
hasta una temperatura de 80[°C], aumentando de diez en diez grados.

Concentracion inicial de enzima: La concentracion inicial de enzima se analiza desde 0,1
[o/L] a 3,0 [g/L], se utiliza este rango debido a que concentraciones inferiores los tiempos
de reaccion pueden resultar demasiado prolongados y a concentraciones superiores resulta
ser excesiva. Las concentraciones iniciales de enzima mas utilizadas son 0,1 [g/L]; 0,2
[9/L]; 0,5 [9/L]; 1 [g/L]; 2 [g/L]y 3 [g/L].

Concentracidon de sustrato inicial: La concentracion de sustrato inicial es analizada en el
rango de 20-166[mM] y en dos puntos principalmente una concentracion media
correspondiente a 83[mM] y una concentracion alta de 166 [mM]. Concentraciones muy
bajas resulta una mezcla muy diluida y a concentraciones superiores la mezcla es muy
densa y dificulta su procesamiento.

Conversién: La conversion es analizada principalmente desde 0 a 0,7576, no se utiliza
conversiones mayores debido a que se requieren tiempos de operacién demasiado altos para
alcanzar la conversion respectiva.

Grado de Hidrolisis: Investigadores como Gbogouri et al, (2004) han demostrado que para
grados de hidrolisis por sobre DH=17%, la proteina se encuentra cercana al 100% soluble
por lo cual grados de hidrolisis superiores no presentan cambios significativos en las
propiedades funcionales y los tiempos de reaccién son elevados.
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Aun asi, este estudio utiliza valores superiores de forma de mostrar la magnitud de los
tiempos de reaccion tedricos necesarios para los casos estudiados.

El grado de hidrolisis es tomado de forma discreta con 5% correspondiente una conversion
de 0,1894; 10% para una conversion de 0,3788; 15% para una conversion de 0,5682 y 20%
para una conversion de 0,7576.

Volumen de reactor: Este estudio considera diversos volumenes de reactor de forma de
determinar la sensibilidad de las variables que permiten la optimizacion a distintas variables
operacionales, si bien el volumen de reactor es proporcional a las utilidades, si afecta por
separado cada uno de los costos asociados a la operacion. Es estudiado entre el rango de 0,2
[m®] a 10 [mq], se utiliza estos rangos debido a que son los tamafios mas usados en la
industria. Las magnitudes del volumen de reactor mas utilizadas son 0,2 [m®]; 0,45 [m?]; 1
[M%]; 2 [m®], 3 [m®] y 10 [m?].

Los rangos de operacién analizados son resumidos en la tabla 4.5

Tabla 3.1: Rangos de operacion para variables y parametros operacionales

Variable Rango Rango Unidades
Operacional minimo Maximo
Temperatura 40 80 [°C]
Conversién 0,1894 0,7576 [-/-]
Grado de 5 20 [%]
Hidrolisis
Parametro Rango Rango Unidades
Operacional minimo Maximo
Volumen 0,2 10 [m3]
Reactor
Conc. Inicial 0,1 3 [g/1]
Enzima
Conc. Inicial 20 166 [mM]
Sustrato
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Dimensionamiento del reactor por lotes

Las dimensiones del reactor segun los criterios de disefio expuestos en el apartado de
antecedentes se exponen en la Tabla 4.5, segun el volumen de reactor.

Tabla 3.2: Dimensiones de cada reactor por lotes seglin Volumen de reactor

Vr [m3] Dr [m] Lp [m] Hr [m] Fr [m] Ad[m] Ach[m] Ed[m]
0,2 0,63 0,21 0,63 0,070 0,053 0,016 0,011
0,45 0,83 0,28 0,83 0,092 0,069 0,021 0,014
1 1,084 0,361 1,084 0,120 0,090 0,027 0,018

2 1,366 0,455 1,366 0,152 0,114 0,034 0,023

3 1,563 0,521 1,563 0,174 0,130 0,039 0,026

5 1,853 0,618 1,853 0,206 0,154 0,046 0,031

10 2,335 0,778 2,335 0,259 0,195 0,058 0,039

Como ejemplo se expone las dimensiones del reactor con el volumen Vr=3,0[mq]

<

I

L‘J Vr-3l]["‘?]
t |

|

Hr=1,563 [m]

N——

Ach=0,039 [m]

Dr=1,563[m]

Ad =0,130[m]

Figura 3.2: Dimensiones del reactor con volumen Vr=3,0 m3
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4. Resultados

4.1. Analisis de las variables operacionales.

Primero se realizan diversos andlisis del comportamiento de las variables operacionales.
Posterior a esto se observa la productividad y su respuesta al cambio en las variables
operacionales. Luego de esto, el anélisis se enfoca en los costos e ingresos del proceso de
hidrolisis en funcion de los parametros operaciones y por Ultimo se realiza un analisis de
las utilidades con el fin de determinar si existen condiciones de operacion que reporten
beneficios econdmicos en el proceso de protedlisis.

4.1.1 Comportamiento de la conversion de sustrato en el reactor por lotes

A continuacion se muestra el comportamiento de la conversion de sustrato en el reactor por
lotes.

1
059
0,8
0,7 —T=40["C]
5 0,6 3
g 05 —T=50["]
04 — N
Ur3 - T-E[I[ C
0.2 —T=70['C)
01
0 —T=75['C)
0 10 20 10 a0
Tiempo de operacién [min]

Figura 4.1: Conversién versus tiempo de reaccion Eo=3 [g/L], So=40mM, para diferentes T° operacion

Como se puede apreciar en la Figura 4.1, al aumentar la temperatura es mayor la velocidad
inicial de reaccién de hidrolisis, esto también puede verificarse observando la pendiente
inicial de cada gréafica. Esta grafica muestra la influencia de la temperatura en la hidrolisis
proteica a temperaturas menores, la inactivacion térmica es menor pero la velocidad de
reaccion es baja también.

Una conversion mayor significa un hidrolizado enzimatico con mayor grado de hidrolisis,
para el cual se requiere tiempos de operacion superiores.
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Figura 4.2: Conversion versus tiempo de operacion Eo=3 [g/L], So=166mM, para diferentes T° operacion

Un aumento en la concentracion de sustrato inicial a So=166[mM] mostrado en la Figura
4.2, influye en el tiempo en que se hidrolizara ésta, de ahi que para una misma temperatura
y conversion se requiera un tiempo mayor. Se aprecia ademas que a mayor temperatura de
operacion, las distintas graficas de conversién presentan mayor velocidad inicial de
reaccion, esto se verifica por la pendiente en cada grafica en los primeros minutos. Para la
gréfica de temperatura de operacion de 75[°C] no se alcanza la conversién maxima.

4.1.2 Inactivacion de la enzima en funcion de las variables operacionales

Las distintas curvas de inactivacion se obtienen de la funcion de actividad enzimatica
relativa, esto es el cuociente entre la concentracion de enzima y la concentracion de enzima

ﬂ — e—kd*t
Eo

inicial.

La variable operacional temperatura de operacion y los parametros concentracion inicial de
enzima y concentracion inicial de sustrato, se evaltan uno a la vez y en los rangos
preestablecidos, y se registra el tiempo transcurrido en la reaccién de hidrolisis para cada
uno de los casos.

A continuacion se analiza el efecto de las variables operacionales sobre la inactivacion
térmica de la enzima.
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Figura 4.6: Cinética de inactivacion térmica de Alcalase, Eo=1 [g/L], So=166mM

La temperatura de operacion es el factor mas importante en lo que respecta a la cantidad de
enzima activa presente en el sistema. A medida que aumenta la temperatura de operacion,
el decaimiento de la cantidad de enzima activa es mayor, tanto asi, que para una
temperatura de 75[°C] luego de los 50 minutos de operacion la actividad de la enzima es
practicamente cero, bajo las condiciones mostradas en el grafico 4.6. Se puede ver también
en este grafico que la concentracion de enzima para temperaturas de operacién menores a
los 60[°C] disminuye en menos del 10% en dos horas

e T=40°C
e T=50°C
e T=60°C
—T=70°C

e T=75°C
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo [min]

Figura 4.7: Cinética de inactivacion térmica de Alcalase So=1 [g/L], So=88mM

Al analizar un caso en que la concentracion de sustrato es 88[mM] en la Figura 4.7 para una
misma temperatura y tiempo de operacion, se observa que la actividad relativa disminuye
pero esta variacion es casi imperceptible, lo que significa que para las concentraciones de
sustrato y enzima analizadas la actividad de la enzima no es afectada de una forma marcada
para una misma temperatura. Es posible que para concentraciones mas extremas existan
cambios apreciables.
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La actividad relativa permite ademas determinar cual es la fraccién de enzima respecto de
la inicial que se desea eliminar con el tratamiento térmico. Se utilizan comunmente criterios
como valores menores al 1% de actividad residual para definir que el tratamiento térmico
sea prescindible. En la Figura 4.7 valores menores al 1% de actividad residual se alcanzan
posterior a los 50 minutos de tiempo de operacion para una temperatura de 75[°C].

Para temperaturas del orden de los 40[°C] la inactivacion es tan baja que se requieren
tiempos de operacion mucho mas prolongados para alcanzar valores de actividad residual
que prescindan del tratamiento térmico.

Tabla 4.1: Tiempos de vida media [min] de la enzima para distintas temperaturas, Eo=1 [g/l], DH=15%

Tem';fcr]at“ra So=60[mM]  So=80[mM] So=120[mM] So = 160[mM]
50 31558 38897 42754 45181
60 778 971 1068 1128
70 24 30 33 35

Es posible apreciar que para una misma temperatura trabajar con una mayor concentracion
inicial de sustrato, afecta positivamente pues la actividad enzimatica disminuye en menor
grado.

4.1.3 Productividad en funcion de la temperatura de operacion y Eo

La productividad (Ecuacion 3.5) es importante pues permite determinar cuanto producto es
generado en la reaccion de hidrdlisis en un intervalo de tiempo idéntico al tiempo de
reaccion.

El producto esta considerado como la mezcla del reactor que ha alcanzado un grado de
hidrolisis DH entre 5% al 20%, sin tratamientos posteriores mas que el tratamiento térmico.

A continuacion se muestra gréaficos de la productividad en funcion de las variables
operacionales temperatura de operacién y concentracion inicial de enzima.
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Figura 4.8: Productividad versus Temperatura operaciony Eo, para un DH=5%, a) So=83mM, b) So=166mM

En el caso del gréafico 4.8a, se desprende que la productividad es mayor a menores
concentraciones iniciales de sustrato. También que para las mayores temperaturas y altas

concentraciones iniciales de enzima (ejemplo Eo=3g/l) la productividad es muy elevada
alcanzando valores cercanos a 80[mM/min] a los 82[°C].

Desde E0=0,5[g/l] hasta Eo=2[g/l] se observan méaximos de productividad, respecto de la
temperatura al observar el rango medido, por ejemplo Eo0=0,5[g/l] del grafico 4.8a

temperaturas superiores a 78°C se aprecia una fuerte disminucion de la actividad
enzimatica.

Para el caso del grafico 4.8b, al trabajar con una concentracién inicial de sustrato de
S0=166 [mM], para un grado de hidrdlisis de 5%, se observa una disminucion en la
productividad comparando temperaturas de operacion y concentraciones iniciales de

enzima similares. Ademés la productividad para cada concentracion inicial de enzima
analizada, presentan maximos en el rango de temperatura analizado.

También se puede ver que en general (Para ambas concentraciones iniciales de sustrato) los

maximos de productividad se van desplazando hacia mayores temperaturas de operacion a
medida que aumenta la concentracién de enzima.

Si bien al aumentar la concentracion de enzima aumenta también la productividad, es

importante destacar que los costos por enzima también crecen y por ende los costos totales
en la operacion también aumentan.
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Figura 4.9: Productividad versus Temperatura operacion y Eo, para un DH=15%, a) S0o=83mM, b) So=166mM

Cuando se analiza la productividad para un mayor grado de hidrélisis como en la Figura
4.9, los maximos de productividad se desplazan hacia menores temperaturas como puede
verse comparando con el grafico anterior en comparacion a grados de hidrdlisis menores.

También se aprecia que disminuye la productividad para un mayor grado de hidrdlisis y una
mayor concentracion inicial de sustrato.

Se mantiene el hecho de que a mayores concentraciones iniciales de enzima, mayor es la
productividad. Se observa también que existen maximos en las funciones de productividad,

donde estos se desplazan hacia mayores temperaturas de operacién a medida que aumenta
la concentracion inicial de enzima

De este analisis se obtiene que tanto al aumentar el grado de hidrolisis, al aumentar la
concentracion inicial de sustrato y disminuir la concentracion inicial de enzima, los
maximos en la funcién de productividad se desplazan hacia temperaturas menores.

Ademas se observa que para menores concentraciones iniciales de sustrato y menores
grados de hidrolisis se alcanza mayores productividades y es posible trabajar a mayores

temperaturas disminuyendo los tiempos de operacién, lo que trae consigo el poder realizar
un mayor numero de lotes por jornada y una productividad diaria mayor.

La productividad de un hidrolizado con un grado de hidrolisis alto es menor que aquella
para grados de hidrolisis menores, se debe considerar también los tiempos de operacion y la
cantidad de lotes posibles de realizar en una jornada, asi determinar con factores
econdmicos el grado de productividad que maximice los beneficios del proceso.
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Tabla 4.1: Productividad Maxima para diferentes valores de DH en [mM/min], para So=83[mM]

DH So DH So DH So DH So
5% 10% 15% 20%

Eo[g/l] | T[°’C] Qmax | T[°C] Qmax | T[°’C] Qmax | T[°’C] Qmax

0,5 75 8,45 71 4,67 69 2,93 67 1,89

1 77 18,59 74 10,25 71 6,45 69 4,15

1,5 79 29,88 75 16,4 72 10,22 70 6,57

2 81 42,9 76 22,77 73 14,18 71 9,11
2,5 82 57,7 77 29,62 74 18,32 72 11,72

3 83 79,68 78 36,78 75 22,61 73 14,39

Productividad Maxima para diferentes valores de DH en [mM/min], para So=166[mM]

DH So DH So DH So DH So
5% 10% 15% 20%
Eo[g/l] | T[°C] aQmax | T[°C] Qmax | T[°’C] Qmax | T[°’C] Qmax
0,5 72 5,28 70 2,79 66 1,78 64 1,18
1 74 11,63 71 6,31 68 3,96 66 2,62
1,5 76 18,47 72 10,03 70 6,32 68 4,18
2 77 25,53 73 13,96 71 8,80 69 5,82
2,5 78 33,06 74 18,05 71 11,35 70 7,49
3 79 40,78 75 22,19 72 14,02 70 9,27

La tabla 4.1 y 4.2 muestran la productividad méaxima y la temperatura de operacion
correspondiente a dicho méximo para cada concentracion inicial de enzima, estos maximos
de productividad presentan temperaturas relativamente altas, especialmente para los
menores grados de hidrdlisis y altas concentraciones de enzima inicial, esto debido a una
reaccion con una alta cinética pero también con una inactivacion muy elevada.

Se aprecia que al aumentar la concentracion inicial de enzima y disminuir la concentracién
inicial de sustrato, para un mismo grado de hidrolisis, las temperaturas Optimas de
operacion son superiores. Esto es importante pues permite operar a mayores temperaturas y
por ende disminuir los tiempos de operacion.

Al analizar la tabla de productividad en funcion de la temperatura para cada concentracion
inicial de enzima se observa que a medida que aumenta la concentracion inicial de enzima
también aumenta la productividad lo que permite operar a altas concentraciones iniciales de
enzima. Pero esto afecta directamente los costos asociados a la operacion en estas
condiciones.
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Es necesario saber el comportamiento de los diversos costos respecto de la temperatura de
operacion, asi determinar si la maxima productividad coincide con los minimos costos a
una misma temperatura.

4.2. Analisis de Costos en funcion de las variables operacionales

Los costos operativos corresponden a los costos por enzima, costos por tratamiento térmico
operativa, costos de agua, costos por agitacion y costos por calefaccion previa a la
operacion, la suma de todos estos costos determinan los costos totales operacionales el cual
es un importante indicador de rentabilidad de la operacion y resulta de gran importancia al
momento de optimizar el proceso en forma econdémica.

4.2.1 Costos por calentamiento previo en funcién de las variables operacionales
El costo por calentamiento previo es el costo por energia utilizada para llevar el reactor con
la mezcla desde la temperatura ambiente hasta la temperatura de operacion se determinan
segun la ecuacién 3.8. Este costo depende solo de la temperatura de operacion, temperatura
inicial de la mezcla y de la concentracion inicial de sustrato.
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Figura 4.11: Costo Calentamiento previo versus Temperatura So=88mM

En la Figura 4.11 se observa que los costos de calentamiento previo son directamente
proporcionales a la temperatura de operacién donde aumentan los costos al trabajar con
temperaturas de operacién mayores. Ademas como es de esperar para volimenes de reactor
mayores de reactor los costos son también superiores pues la cantidad de mezcla a calentar
es mayor.
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Al aumentar la concentracion inicial de sustrato a So=166[mM)] los costos por calefaccion
previa son levemente mayores, debido a un efecto del aumento de la densidad. Aun asi esta
diferencia es relativamente baja incluso en condiciones de operacion extremas en los rangos
de operacion observados.

4.2.2 Costos de enzima en funcion de las variables operacionales

Los costos de enzima determinado segun la ecuacion 3.7 dependen Unicamente de la
concentracion inicial de enzima, por lo cual estas serdn las variables operacionales que
permitiran analizar el comportamiento de este costo. A su vez del valor de la enzima, donde
se considera el precio del proveedor Novozymes® de $39.550 [$/Kg] (Novozymes, 2007)
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Figura 4.12: Costo de enzima versus Concentracion inicial de Enzima

Segun la Figura 4.12 a medida que aumenta la concentracion inicial de enzima los costos
aumentan debido a la mayor cantidad utilizada por lote, ocurre lo mismo al aumentar el
volumen de reactor pues al aumentar el volumen de mezcla a hidrolizar se debe aumentar la
cantidad de enzima para lograr la concentracion deseada en el proceso.

Mayores concentraciones iniciales de enzima encarecen el proceso. Ademas posterior a la
hidrolisis enzimatica existen cantidades de enzima con actividad catalitica mayores.

El costo por enzima hasta este momento de la evaluacion es el mas importante en la
hidrolisis enzimatica especialmente para altos volimenes de reactor. Lo que significa que
se debe buscar estrategias que permitan el ahorro y uso mas eficiente de la enzima.
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4.2.3 Costos de agua en funcion de las variables operacionales

El agua es un componente esencial pues es un reactante en la reaccion de hidrolisis
enzimatica y permite también obtener una concentracién en la mezcla que facilite la
agitacion y homogenizacion de la misma.

Los costos por consumo de agua son determinados con la ecuacion 3.16 y se exponen en el
grafico de la Figura 4.13, donde solo se considera el costo de agua en la mezcla de

reaccion, el agua de lavado y agua para otras operaciones de la empresa no son tomados en
cuenta.
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Figura 4.13: Costo de agua versus %S, segun volumen del reactor

Asumiendo que las cargas (lotes) de mezcla en el reactor seran completas, el consumo de
agua se ve influenciado principalmente por el volumen del reactor y por ende al aumentar
la capacidad del mismo, mayores seran los consumos de agua y los costos asociados, en
menor grado los costos se ven afectados por la concentracion de sustrato, pues disminuyen
de forma leve al aumentar el porcentaje de sustrato en la mezcla.

Es posible reducir los costos por consumo de agua al utilizar concentraciones iniciales de
sustrato mayores. Y es importante destacar que ademas en procesos posteriores con
mayores concentraciones de sustrato inicial, el agua a retirar de la mezcla de producto es
menor, lo que afecta la rentabilidad del proceso completo.

Los costos por concepto de consumo de agua hasta este punto del analisis son los mas bajos
por lote, esto no quiere decir que no tengan influencia en la rentabilidad del proceso y
produccién de hidrolizados enzimaticos, ademas al considerar la cantidad de lotes diarios o
lotes realizados al afio los costos de agua pueden llegan a ser importantes.
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4.2.4 Costos por agitacion en el reactor en funcion de las variables operacionales

Los costos por agitacion se deben principalmente al gasto energético en el motor del
agitador del reactor, donde la energia utilizada es la eléctrica y el nivel de agitacion
corresponde a un nimero de Reynolds del orden de Re = 250.000, el cual es adecuado para
este tipo de reactores que posee agitador de paletas, enchaquetado y tipo de mezcla Perry
(1992).

Los costos por agitacion se determinan segun la ecuacion 3.17 y dependen principalmente
de la potencia de agitacion la cual a su vez depende de la densidad de la mezcla y el tiempo
de agitacion el cual corresponde al tiempo que se mantenga en operacion el reactor por
lotes.

Como se muestra en la ecuacion 3.6, el tiempo de operacion depende de la concentracion
inicial de enzima, concentracion inicial de sustrato y la temperatura de operacién. Por lo
tanto un aumento del tiempo debido a las variables operacionales, aumenta los costos por
agitacion

A continuacion se muestra el costo por agitacion influenciado por las variables
operacionales que afectan el tiempo de reaccion.
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Gréfico 4.14: Grafico Costo por agitacion versus temperatura DH=5%, S0=88mM, Vr=2,5 [m?]

Al considerar un grado de hidrolisis del orden de DH=5% y una concentracion inicial de
sustrato de So=88[mM], se observa que a medida que aumenta la temperatura de operacién
y la concentracion inicial de enzima, disminuyen los costos por agitacion.
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Grafico 4.15: Gréfico Costo por agitacion versus temperatura DH=20%, So=88mM, Vr=2,5 [m?]

Si posteriormente se analiza el grado de hidrdlisis correspondiente a DH=20%, para la
misma concentracion inicial de sustrato, los costos por agitacion suben notoriamente y el
minimo en la funcion de costos por agitacion para Eo=0,5[g/L] se ha desplazado hacia
menores temperaturas, especificamente 64[°C], para Eo=1[g/L] el minimo en la funcion de
costos por agitacion es a los 66[°C]. Esto muestra que el tiempo de operacion afectado por
la inactivacion térmica de la enzima afecta los costos por agitacion, de forma que para

admitir menores costos se requiere trabajar a menores temperaturas en caso que se aumente
el grado de hidrdlisis.
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Gréfico 4.16: Gréfico Costo por agitacion versus temperatura DH=20%, So=166mM, Vr=2,5 [m?]

Al observar los gréaficos de grado de hidrdlisis DH=20% y ambas concentraciones de
sustrato inicial, se ve que para la mayor concentracion de So, los costos por agitacion son
bastante importantes, donde para la menor concentracion inicial de enzima, sobrepasa los
$100.000 (CLP) a temperaturas muy bajas y muy altas, y se observa para esta
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concentracion de enzima un minimo en la funcién de costo por agitacion alrededor de los
60[°C].

Del grafico se desprende que sobre los 60[°C] las funciones de costos por agitacion
presentan estabilizacion o minimos para todas las concentraciones de enzima inicial.

Al aumentar la concentracion inicial de enzima el minimo de costos se desplaza hacia
temperaturas mayores, pero es posible que a temperaturas superiores a los 68[°C] no se
alcance el grado de hidrolisis DH=20% debido a la inactivacion térmica.
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Gréfico 4.17: Grafico Costo por agitacion versus temperatura DH=20%, So=166mM, Vr=1,0 [m?]

El comportamiento es bastante similar al grafico 4.16 al analizar la disminucion del
volumen de reactor si bien todas las funciones de costos de agitacion se desplazan hacia
menores costos.

4.2.5 Costos por tratamiento térmico en funcion de las variables operacionales

El costo por tratamiento térmico es el costo asociado al uso de energia utilizada para
inactivar la enzima residual que pudiese existir posterior a la reaccion de hidrolisis y se
determina segun la ecuacion 3.10. El objetivo del tratamiento térmico es detener la reaccion
cuando se ha alcanzado el grado de hidrolisis deseado

Los costos asociados a esta energia estan pensados en el vapor necesario para alcanzar una
temperatura de tratamiento de Twa=85[°C] desde la temperatura de operacion. Este costo
depende de la temperatura de operacion, la concentracion inicial de enzima, del volumen
del reactor y de la concentracion inicial de sustrato.
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Figura 4.18: Costo tratamiento térmico versus temperatura de operacion So=83mM

Como se puede ver en el grafico de la Figura 4.18 a medida que aumenta la temperatura de
operacion los costos por tratamiento térmico disminuyen, esto se debe a que la diferencia
de temperatura entre la temperatura de 85[°C] y la temperatura de operacion es cada vez
menor.

También es posible observar que para mayores volimenes de reactor también aumentan los
costos por inactivacion pues una mayor cantidad de mezcla requiere de mas energia para
alcanzar la temperatura del tratamiento térmico.

Si aumenta la concentracion inicial de sustrato no se observan diferencias en los costos por
tratamiento térmico debido a que la variacion de la densidad es baja en el rango observado.

4.3. Costos totales en funcion de las variables operacionales

Los gréficos anteriormente mostrados han permitido el andlisis de varias variables de
optimizacion, pero es importante el poder analizar los costos totales en funcion de las
variables operacionales, los costos totales permiten apreciar de mejor forma la viabilidad
del proceso en cuanto a costos de operacion, por esto es una de las variables de
optimizacion con mayor importancia pues es un indicador que refleja el comportamiento de
la suma de los costos operaciones. Los costos totales son la suma de todos los costos
mostrados anteriormente, osea, costos totales = costos por calentamiento previo + costos
por tratamiento térmico + costos de enzima + costos de agua + costos por agitacion. Todos
estos costos tienen un comportamiento distinto por separado, por lo cual, es dificil predecir
cuél es el comportamiento en conjunto, para esto se realiza un andlisis grafico de los costos
totales en funcion de las variables operacionales.
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A continuacion se realiza un anélisis grafico de los costos totales en funcion de las
variables operacionales.
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Figura 4.19: Costos totales versus temperatura de operaciéon DH=5%, So=83mM, Vr=0,5m3

Al analizar el proceso para un grado de hidrélisis bajo, correspondientes a DH=5%,
concentraciones iniciales de sustrato de 83[mM] esto es un medio de la méxima
concentracion de sustrato y volimenes de reactor bajos del orden de Vr=0,5[mq], se aprecia
que las funciones de costos totales son similares a una recta y practicamente paralelas para
cada concentracion inicial de enzima.

Las menores concentraciones iniciales de enzima presentan menores costos totales y
aumentan los costos al aumentar la concentracion inicial de enzima como también al
disminuir la temperatura de operacion. La diferencia que existe en los costos totales entre
una concentracion inicial de enzima y otra, se debe principalmente a los costos por enzima
el cual es el mas importante entre todos los costos que constituyen los costos totales.

La menor concentracion inicial de enzima presenta una leve curvatura a bajas temperaturas
esto se debe a temperaturas bajas hay también una baja cinética y por ende tiempos de
operacion mayores de ahi que sean importantes los costos por agitacion.
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Figura 4.20: Costos totales versus temperatura de operacion DH=5%, So=88mM, Vr=1,5m3

Un aumento en el volumen del reactor como el mostrado en la Figura 4.20 causa un efecto
de desplazamiento de las funciones de costos totales, este desplazamiento es de forma
practicamente paralela, hacia mayores costos (con respecto al grafico de la Figura 4.18 de
grado de hidrdlisis DH=5%, concentraciones iniciales de sustrato de 88[mM] y volumen de
reactor de Vr=0,5[m?%]). Si aumenta el volumen del reactor se mantiene la tendencia al alza
de los costos al aumentar la temperatura y la concentracién inicial de enzima.
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Figura 4.21: Costos totales versus temperatura de operaciéon DH=15%, So=83mM, Vr=0,5m3

La Figura 4.21 muestra que para producir hidrolizado con un grado de hidrolisis DH=15%
el comportamiento se mantiene bastante similar ademas de una leve curvatura para las
distintas graficas de costos totales, esto a bajas temperaturas de operacion a excepcion de la
menor concentracion inicial de enzima que presenta un comportamiento bastante distinto,
para bajas temperaturas
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Ademas se denota que al producir hidrolizado triplicando el grado de hidrolisis DH=15%
los costos no se triplican sino aumentan levemente, pero esto no sucede para la menor
concentracion inicial de enzima la cual presenta un comportamiento distinto.

La menor concentracion inicial de enzima presenta una velocidad de reaccion baja
especialmente a las menores temperaturas, el tiempo de reaccion es alto y por ende
aumentan los costos por agitacion afectando los costos totales. Luego del minimo en la
funcion de costos totales, la inactivacion térmica para temperaturas sobre los 68[°C] afecta
gran parte de la concentracion de enzima lo que afecta la disponibilidad de enzima activa
en el sistema aumentando los tiempos de reaccion y asi los costos totales.
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Figura 4.22: Costos totales versus temperatura DH=15%, S0o=83mM, Vr=1,5m3

Como es de esperar un aumento en el volumen de reactor desplaza la funcion de costos
totales de forma paralela hacia mayores costos (Se aprecia en la Figura 4.22). Este
desplazamiento se debe a que para mayores volimenes de reactor se debe contar con
mayores cantidades de enzima para contar con la misma concentracion de enzima inicial.
La curvatura en la menor concentracion de enzima se explica por el fenédmeno ya
mencionado que el tiempo de operacidn es mayor pues para bajas temperaturas el tiempo de
operacion es alto y para altas temperaturas la inactivacién térmica afecta en la funcién de
costos totales.
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Figura 4.23: Costos totales versus temperatura DH=5%, So=166mM, Vr=0,5m3

Si aumenta la concentracion inicial de sustrato al doble (Figura 4.23), los costos se elevan
alrededor de un 2% para cada concentracion inicial de enzima, lo cual permite concluir que
un aumento en el sustrato para bajos volimenes de reactor y bajos grados de hidrdlisis,
admite un pequefio aumento en los costos, lo que sustenta el hecho de utilizar altas
concentraciones iniciales de sustrato trayendo por consiguiente el beneficio de procesar
mayores masas de este subproducto.

El analisis y conclusiones emanadas de estos graficos tiene interés industrial pues se
requiere en muchos casos el disminuir sus subproductos y ser eficiente en el uso de los
espacios disponibles destinados para el almacenamiento. Al utilizar mayores
concentraciones iniciales de sustrato se contribuye al uso eficiente de subproductos en la
industria.
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Figura 4.24: Costos totales versus temperatura DH=5%, So=166mM, Vr=1,5m3
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Para el mismo grado de hidrolisis y para la misma concentracion inicial de sustrato pero
aumentando el volumen de reactor se aprecia que el comportamiento de las graficas son
similares, destacando que ocurre un desplazamiento paralelo de las respectivas funciones de
costos totales hacia mayores costos (Figura 4.23 4.22). Al comparar estos gréaficos con los
mismos para una menor concentracion inicial de sustrato (Figura 4.20 4.19), se puede
observar que permanecen practicamente invariantes, esto quiere decir que para bajos grados
de hidrolisis no tiene mucha incidencia en cuanto a costos totales la concentracion inicial de
sustrato, y esto se debe a que las variables control asociadas no varian de forma dramatica
(se debe considerar que esto ocurre solo para bajos grados de hidrdlisis, pues si aumenta el
grado de hidrdlisis resulta importante el costo asociado a la enzima y por ende afectara el
costo total como se puede ver més adelante).

A continuacidn se analiza los graficos correspondientes al grado de hidrdlisis de DH=15%,
para una concentracion de sustrato inicial So=166[mM].
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Figura 4.25: Costos totales versus temperatura DH=15%, So=166mM, Vr=0,5m3

Se ve en el grafico de la Figura 4.27 que al aumentar el grado de hidrélisis al triple han
aumentado los costos en un porcentaje menor al 20% para las tres mayores concentraciones
inicial de enzima. Ademas las funciones de costos de las menores concentraciones iniciales
de enzima presentan una curvatura lo cual no ocurre en el grado de hidrélisis DH=5%, esto
se explica pues a bajas temperaturas la velocidad de reaccién es menor, por lo cual los
tiempos de reaccion son mayores y por ende aquellos costos que dependen del tiempo de
operacion aumentan, por consiguiente los costos totales también lo hacen. Para
temperaturas altas la inactivacion térmica afecta la actividad de la enzima por lo cual
también aumentan los tiempos de operacion al existir una concentracion de enzima activa
cada vez menor. EI minimo en la concentracion inicial de enzima mas baja se encuentra en
torno a los 58[°C] y para Eo=1[g/l] a los 63[°C], se aprecia que el minimo en la funcion de
costos se desplaza hacia mayores temperaturas con el aumento de la concentracién inicial
de enzima.
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Figura 4.26: Gréfico Costos totales versus temperatura DH=15%, So=166mM, Vr=1,5m3

Al aumentar el volumen de reactor (Figura 4.26) las funciones de costos totales aumentan
de forma proporcional al volumen de reactor para las tres mayores concentraciones iniciales
de enzima, no asi para la menor concentracion inicial de enzima donde ademas el aumento
en los costos totales se debe también a un efecto de aumento del tiempo de reaccion por la
cinética de reaccion para las temperaturas de operacion anteriores al minimo en la funcién
de costos totales.

Es interesante ademas que para volimenes de reactor mayores a Vr=0,5[m3] existan
minimos en la funcién costos totales para bajas concentraciones iniciales de enzima
(E0=0,2g/L). Luego del minimo en la funcion de costos totales esto es cuando la
temperatura de operacion esta en los 59[°C], la inactivacion térmica es tan intensa que
afecta a gran parte de la enzima disponible aumentando de forma dramética el tiempo de
operacion, por ende los costos asociados Yy los costos totales.

Hay que considerar que un aumento en el volumen afecta principalmente los costos por
enzima, ademas para altos grados de hidro6lisis y grandes volimenes de reactor los costos
totales aumentan en gran medida.

Se verificado que existen casos en donde los costos son minimos a temperaturas cercanas a
las de minimos en la funcion de productividad, si bien depende de la concentracion de
enzima que se opere, por lo cual es imperante el realizar un analisis de las utilidades en
funciones de las variables operacionales.
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Figura 4.27: Distribucion de los costos [$/m3] segin T°[°C] operacion para V=0,5m?, Eo=0,75g/l, DH=15%
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Figura 4.28: Distribucion de los costos [$/m3] segiin T°[°C] operacion para V=0,5m3, Eo=0,25g/l, DH=15%
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Figura 4.29: Distribucion de los costos [$/m3] segtin T°[°C] operacion para V=2m?, E0=0,25g/l, DH=15%
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Figura 4.30: Distribucion de los costos [$/m3] seguin T° [°C] operacion para V=2m3, E0=0,25g/l, DH=5%

Los graficos en las figuras 4.27, 4.28, 4.29 y 4.30 muestran la distribucion de los costos que
conforman los costos totales. En la figura 4.27 se muestra que para las condiciones
mencionadas el costo méas influyente en los costos totales es el costo de enzima y el menos
importante es el costo de agua. Observando la figura 4.28 si en la operacion se trabaja con
un 1/3 Eo respecto de la operacién mostrada en la figura 4.27, la velocidad de reaccién se
ve afectada de forma que el costo por agitacion es el mayor, debido a los altos tiempos de
reaccion. La figura 4.28 y 4.29 muestran condiciones de operacion similares pero en esta
ultima el volumen de reactor utilizado en la operacién es cuatro veces mayor, esto aumenta
en general los costos totales para cada temperatura, siendo mas importante ain el costo por
agitacion. Si se opera para un menor DH los costos totales disminuyen practicamente a la
mitad para cada temperatura de operacion. Siempre se cumple que los menores costos
totales se obtienen a 60°C.
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4.4, Comportamiento general de los costos

En resumen el comportamiento general de los diversos costos incluidos los costos totales se
expone en la siguiente tabla.

Tabla 4.3: Comportamiento general de los costos

Tipos de costos

Variable Condicion Calef . L, Trat. Costo
Enzima Agua Agitacion

Previa Térmico Total
Sube Sube - No afecta Baja Sube Sube - Sube
S0 Baja Baja - No afecta Sube Baja Baja - Baja
Sube No afecta Sube No afecta Baja No afecta Sube
Fo Baja CONSEngNCIA No afecta Baja No afecta Sube No afecta  Baja
Sube No afecta No afecta No afecta Sube No afecta  Sube
DH Baja No afecta Noafecta No afecta Baja No afecta  Baja
o Sube Sube No afecta  No afecta Baja Baja *
Top Baja Baja No afecta  No afecta Sube Sube *
Sube Sube Sube Sube Sube Sube Sube
vr Baja Baja Baja Baja Baja Baja Baja

*Existe un minimo o maximo en la funcidn de costos respectiva
- La influencia en el costo es baja

Luego de analizar el comportamiento de los costos totales en funcion de las variables
operacionales, se puede conocer la dinamica general de los costos (Tabla 4.3) frente a
cambios en cada variable por separado. Si bien para conocer la magnitud de este cambio se
debe recurrir al modelo de reaccién enzimatica y realizar el cambio en la variable
operacional y determinar las variaciones en cada costo. La tabla antes mencionada es una
herramienta que permite el conocimiento general del costo del proceso de operacion del
reactor enzimético en forma rapida pero cualitativa.

La temperatura de operacion presenta minimos por el hecho que un aumento de la
temperatura aumenta la velocidad de reaccion pero también aumenta la inactivacion
térmica

En la tabla se muestra ademas el volumen de reactor donde se observa cierta
proporcionalidad si bien observando la ecuacion 3.20, este tipo de proporcionalidad no es
directa.
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4.5. Ingresos en funcion de las variables operacionales

Los ingresos corresponden a la valorizacion de la mezcla una vez ya terminada la reaccion
de hidrolisis enzimatica, estos dependen del grado de hidrélisis y del volumen de reactor

700000

600000 “

500000 //

400000 //
300000 //

200000 // %50 = 7
100000 /// %5 = 7,5
N sl

0,5 1 1,5 2 2,5 3

Volumen del reactor [m3]

%S0 =4

%S0 =5

Ingresos [$]

%50 =6

Figura 4.31: Grafico ingresos versus volumen de reactor (Precio prod. $2500)

El analisis de los costos muestra que es favorable el utilizar bajos volimenes de reactor y
bajos grados de hidrdlisis, por otra parte el andlisis de los ingresos muestra lo contrario,
resulta favorable el usar altos volimenes de reactor y altos grados de hidrolisis.

Debido a esto, a continuacion se realiza un analisis de las utilidades.
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4.6. Analisis de las utilidades

En este apartado se realiza un andlisis de las utilidades en funcion de las variables
operacionales, este analisis consta de la observacion de graficos de la funcién de utilidades
en respuesta a cambios en las diversas variables operacionales.
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Figura 4.32: Gréfico utilidades en funcién de variables operacionales (Precio prod. $2500, Vr=1m3, DH=5%)
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Figura 4.33: Grafico utilidades en funcién de variables operacionales (Precio prod. $2500, Vr=1m3, DH=15%)

En las figuras 4.32 y 4.33 se exhiben gréaficos de la funcién de utilidades para distintas
concentraciones de enzima, fijando el volumen de reactor y el grado de hidrolisis, se
desprende de estos graficos que al aumentar el grado de hidrolisis aumentan las utilidades
lo que permite pensar que existe un maximo en la funcién segun el grado de hidrolisis.
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Figura 4.35: Grafico utilidades en funcién de variables operacionales (Precio prod. $2500, Vr=3m3, DH=5%)

Al aumentar el volumen del reactor, las utilidades también presentan un aumento debido a
una mayor cantidad de producto a generar en cada lote.

Los graficos de utilidad muestran que la concentracion inicial de enzima de Eo=0,1 [g/l]
ostenta las mayores utilidades. También que para cada concentracién inicial enzima existe
un maximo en la funcién de utilidades donde al aumentar la concentracién inicial enzima

la temperatura correspondiente al méaximo, también es mayor dentro de los rangos
analizados.
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Figura 4.36: Grafico utilidades en funcién de variables operacionales (Precio prod. $1500, Vr=3m3, DH=5%)

Al disminuir el precio del producto naturalmente se percibe menores utilidades pero la

gréafica es bastante similar a la figura 4.35 comparables pues tienen mismo volumen de
reactor y grado de hidrolisis.
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Luego de observar las utilidades en funcion de las distintas variables operacionales queda
de manifiesto la existencia de maximos en la funcién, donde este punto operativo depende
principalmente de la temperatura de operacién y de la concentracion inicial de enzima. Al
realizar un barrido de las variables operacionales por los rangos de operacion, obteniendo
como respuesta las utilidades es posible verificar el punto méximo en la funcién de
utilidades.
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4.7. Maximizacion de las utilidades

Para maximizar las utilidades primero se realiza un barrido de la temperatura y la
concentracion de enzima de modo de obtener como respuesta las utilidades y asi evidenciar

maximos en la funcion de utilidades, para esto se crean graficos en tres dimensiones, para
los distintos grados de hidrélisis.
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Figura 4.37: Gréfico de utilidades segiin grado de hidrolisis (Precio prod. $2500)

Los graficos a), b), c) y d) corresponden a los grados de hidrolisis 5%, 10%, 15% y 20%
respectivamente, para un volumen de reactor de Vr=1[m®] y un precio de producto

Pp=$2500.
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Como es posible apreciar, cada grafico cuenta con un maximo global en la funcion de
utilidades. Para todos los grados de hidrdlisis, el maximo correspondiente a cada uno, esta
por sobre los $180.000 por lote.

Aun asi es posible visualizar que no existe gran diferencia en las maximas utilidades para
cada grado de hidrolisis, considerando que los tiempos de operacion para cada uno de los
andlisis son bastante altos, esto es por sobre las 28horas de operacion.

La tabla que se muestra a continuacion corresponde a los resultados de la maximizacion de
las utilidades para cada grado de hidrolisis en funcion de las variables operacionales.

Tabla 4.4: Resultados de la maximizacion de Utilidades segiin Grado de hidrolisis (Precio Prod. PP $2500 Vr=1m3)

DH Maximas Tiempo Temperatura Concentracion Precio Precio
Utilidades[$] operacién operacion inicial enzima  producto Enzima
[min] [°C] Eo [g/I] Utilidades  Utilidades
Cero[$/m3?] cero[$/m?3]
5% 188767 1717 54 0,04 87 4758700
10% 186341 1742 56 0,10 118 1903000
15% 185174 4720 55 0,08 133 2354000
20% 133391 6203 54 0,10 156 1873500

En la tablas 4.4, se muestra la maximizacion de las utilidades donde el méximo en la
funcion de utilidades es similar para los grados de hidrdlisis 5%, 10% y 15%, también es
similar la temperatura de operacion correspondiente al maximo en la funcion de utilidades.
Los tiempos de operacion tardar varias horas en todos los casos, lo que hace que la
operacion no sea viable para un gran nimero de industrias. Cualquier intento por
disminuirlos (variando la temperatura de operacion o la concentracién inicial de enzima)
disminuira también las utilidades.

Al aumentar el volumen de reactor aumentan las utilidades por lote y cambian los
parametros operacionales que maximizan las utilidades de forma leve y al variar el precio
de producto, cambia también las utilidades por lote.

La concentracion inicial de enzima es el costo mas importante, de ahi que para la
maximizacion de utilidades se consideren concentraciones relativamente bajas, de forma de
minimizar los costos.

Ademas se ha sensibilizado el precio de producto que bajo las condiciones descritas admite
utilidades cero, esto muestra que por sobre este valor, el proceso se hace cada vez mas
rentable, aunque deben existir analisis mas acabados a la hora de fijar el precio de producto,
refiriéndose al anélisis mercado que justifique el precio segun la estrategia comercial a
sequir.
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Se debe tomar en cuenta que estas utilidades corresponden a la operacion del reactor
enzimaético solo en el proceso de reaccidn enzimética de proteinas de musculo de pescado.

Resulta importante el realizar un analisis de las condiciones que maximizan las utilidades
tomando en cuenta la cantidad de lotes posibles de efectuar, donde se considera que una
jornada dura ocho horas, y ademas se supone que no existen limitaciones de materia prima,
esto es que existe sustrato suficiente para la jornada.

En las Tablas 4.5, 4.6, 4.7 la temperatura de operacion Top es la temperatura que maximiza
las utilidades diarias, por lo cual es considerada como temperatura éptima para el grado de
hidrdlisis DH correspondiente, lo mismo para la concentracion inicial de enzima Eo.

El tiempo total estd referido al tiempo de operacién de cada lote (El tiempo total
corresponde a la suma de los tiempos de calentamiento previo, tiempo de reaccion, tiempo
de tratamiento térmico, tiempo de carga y tiempo de descarga) para de esta forma calcular
la cantidad de lotes posibles de realizar en un dia, considerado como una jornada de 8
horas. Asi las utilidades diarias son calculadas como el producto de las utilidades por lote
por la cantidad de lotes diarios.

Como se muestra en la Tabla 4.5 para el caso de Vr=1[m?] y precio de producto $2.500, el
producto econdmicamente mas favorable es el de grado de hidrélisis DH=20%, presenta
bajos costos y altos ingresos ademas de un tiempo total de operacion de poco mas de 96
minutos, lo que permite cinco lotes diario y por lo tanto utilidades diarias de $542.076.

El producto que presenta menores utilidades es el de grado de hidrélisis DH=5% que
cuenta con una concentracion de producto baja lo que implica también ingresos bajos.

Tabla 4.5: Maximizacion de Utilidades —jornada seguin Grado de hidrdlisis (Precio Prod. $2500 Vr=1m3)

DH Top Eo top So Tt. Lotes Prod Ingresos CcT Util Util
[°C] [g/1] [min] [mM] min jornada mM/mi [$] [$] [$] jornada
n Por m3
5% 66 0,77 50 166 76 6 0,66 195560 34436 161125 966747
10% 68 1,67 67 166 93 5 0,95 195560 70032 125528 627640
15% 65 1,65 133 166 159 3 0,71 195560 69818 125742 377226
20% 61 0,92 452 166 478 1 0,28 195560 43178 152382 152382

Tabla 4.6: Maximizacion de Utilidades- jornada segiin Grado de hidrélisis (Precio Prod. $2500 Vr=3m3)

DH Top Eo top So Tt. Lotes Prod Ingresos CcT Util Util
[°C] [g/M [min] mM min jornada mM/mi [S] [S] [S] jornada
n Por m3
5% 67 1,4 25 166 53 9 1,26 586681 177280 409401 1228203
10% 65 2,5 40 166 68 7 1,57 586681 307281 279400 651933
15% 62 2,4 88 166 116 4 1,07 586681 296873 289808 386411
20% 60 1,84 211 166 239 2 0,6 586681 231246 355435 236957
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Tabla 4.7: Maximizacion de Utilidades —jornada segun Grado de hidrdlisis (Precio Prod. $1500 Vr=3m3)

DH Top Eo top So Tt. Lotes Prod Ingresos cT util util
[°C] [g/M [min] mM min jornada mM/mi [S] [S] [S] jornada
n Por m3
5% 68 1,44 24 166 52 9 1,31 352009 181574 170434 511303
10% 63 1,31 86 166 114 4 0,73 352009 167557 184451 245935
15% 63 1,25 182 166 210 2 0,52 352009 160422 191587 127724
20% 61 1,91 197 166 225 2 0,64 352009 238618 113391 75594

A continuacién se muestra graficos para la maximizacion de utilidades para los distintos
productos segun su grado de hidrélisis.

En los gréaficos de la Figura 4.38 se muestran los ingresos, costos y utilidades por lote para
cada producto segin DH, los costos operativos en todos los casos no superan los $70.000
pesos por lote, y se obtienen utilidades en todos los casos de la operacidn de reaccion de
hidrolisis enzimatica.

Graficos maximizacion utilidades

DH=5% DH=10%
200000 —
150000 T
100000 100000
50000 E. .: 50000 E.

o 0 -
&6 Ingresos ! Utilidades - Ingresos . Utilidades
+100000 -100000
“150000 -150000

DH=15% DH=20%
209000 200000
150000 150000
100000 —— 100000
== e E—
I i

0
50000 Ingresos . Utilidades e Ingresos - Utilidades
=100000 -100000
-150000 -150000

Figura 4.38: Ingresos, costos y utilidades segiin grado de hidrolisis para condiciones de la tabla 4.5
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El desglose de los distintos costos relacionados con la maximizacion de utilidades
mostrados de forma porcentual se exponen a continuacion segun grado de hidrdlisis, para el
precio prod. $2500 y Vr=1ma3.

La distribucion de los costos en la Figura 4.39 para los distintos productos muestra que el
costo mas importante es el costo de enzima donde siempre es igual o superior al 84% de los
costos totales, se cumple ademés que para la mayoria de los casos el costo de agua es el
menor

W Cagua M Cagitacion ™ CostoTterm M Ccalef previa M Cenzima

DH=5% DH=10%

4% 1942% 2%
3% 1% 4% 1%

DH=15% DH=20%

1%_2% 2%

5

4% 3%

Figura 4.39: Distribucidn porcentual de los costos para condiciones 6ptimas seguin tabla 4.5
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4.8. Caso particular Caleta Portales

Caleta Portales es una caleta situada a un lado de Playa Portales en la bahia de Valparaiso,
en el sector medio de Avenida Espafia. En esta se realizan actividades de pesca artesanal y
venta de distintas especies de pescados, moluscos y crustaceos.

Como parte de estas actividades se generan una serie de subproductos, donde los de mayor
volumen son de pescados tales como merluza y reineta, a continuacion se muestra una
tabla con las cantidades medias diarias de generacion.

Tabla 4.6: Subproductos de reineta generados en Caleta Portales

Fuente de subproducto Porcentaje Porcentaje de Masa subproducto
subproductos de subproductos (Kg/dia)
reineta (%) caracterizados (Cabeza,
Piel-cola, Espinazo) (%)
Cabeza 37,78 54,3 377,8
Piel y cola 15,19 21,8 151,9
Espinazo 16,57 23,9 165,7
Viceras 11,45 0 114,5
Despuntes aletas y bordes 19,01 0 190,1

Total considerado: 695,4 Kg

Tabla 4.7: Subproductos de merluza generados en Caleta Portales

Fuente de subproducto Porcentaje Porcentaje de Masa subproducto
subproducto de subproducto (Kg/dia)
merluza (%) caracterizados
(Cabeaza,
Espinazo) (%)
Cabeza 45,18 86,4 184,8
Espinazo 7,73 13,6 31,6
Huevas 16,42 0 67,2
Viceras en general (excepto huevas) 19,19 0 78,5
Despuntes de aletas y bordes con espinas 11,48 0 46,9

Total considerado: 216,4 Kg

Aproximadamente se generan diariamente entre merluza y reineta 912[kg] de subproducto,
los cuales son susceptibles de aprovechar en procesos de hidrélisis enzimatica. Si se
considera para efectos de estudio esta tasa de generacién, teniendo claro que no
corresponde al subproducto Salmoén, pero se utilizan estos datos a modo de ejemplo, es
posible realizar un analisis a este caso particular.

Si se considera que la densidad de estos subproductos es similar, esto es aproximadamente
p=1043 [kg/m?], con lo cual se obtiene un volumen de generacion diario de V= 0,874 [m].
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Para efectos de analisis del procesamiento mediante prote6lisis enzimatica de esta cantidad
de subproductos se considera tres volimenes de reactor efectivo, Vr=0,2[m?], Vr=0,45[m?]
y Vr=0,874[m?], con estos es posible realizar cinco lotes, dos lotes y un lote diarios
respetivamente.

Ademas se consideran parametros similares para efectos de este analisis como el porcentaje
de proteina en el musculo de merluza y reineta igual al porcentaje del salmon. También la
misma cantidad de proteina en la mezcla.

Es posible apreciar desde la tabla 4.8 que en todos los casos existen utilidades y este margen
es al menos tres veces superior a los costos, lo que da un margen de seguridad econémica al
proceso de hidrélisis enzimética.

Tabla 4.8: Resumen Utilidades en caso particular Caleta Portales

Vr DH Top Eo Tiemp C C C C agit C C tot Util

[m3] % °C g/l olote calef enzima agua % tterm Lote diarias
[min] previa % % % S S
%

5 64 0,72 80 3,7 88,0 2,7 0,4 5,2 6451 163305
0,2 10 57 2,01 95 1,2 94,9 1,0 0,2 2,7 16789 111613
15 65 1,93 134 1,5 95,1 1,1 0,3 2,0 16049 69190
5 44 0,74 182 1,9 84,4 2,5 1,7 9,5 15603 144799
0,45 10 62 0,71 199 3,5 86,2 2,7 2,0 5,6 14628 146748
15 62 1,12 233 2,3 90,5 1,8 1,6 3,8 22041 131923
5 54 0,29 254 5,3 67,2 51 7,7 14,7 14996 155924
0,874 10 52 0,59 345 2,9 79,0 2,9 6,3 8,8 25904 145016
15 59 0,68 410 3,2 81,1 2,6 6,8 6,3 28966 141954

Se debe tomar en cuenta que los subproductos y por ende la cantidad de proteina a hidrolizar,
pueden llegar a ser un limitante del proceso de prote6lisis enzimatica, pues los subproductos
son proporcionales a la pesca artesanal realizada en las jornadas de pesca anteriores a la
produccién del hidrolizado, lo cual puede ser variable especialmente en periodos de
marejadas, cierres de puerto, vedas, entre otros. Es por esto que se deben tomar las medidas y
politicas que garanticen la continuidad del proceso

En este andlisis se ha tomado en cuenta solamente tres valores de volumenes de reactor, es
importante entonces el poder determinar el volumen de reactor que permita a Caleta Portales
aprovechar los recursos existentes y evitar que existan tiempos muertos durante la jornada

Un punto importante de discutir es el costo de la materia prima, como en el caso particular
de Caleta Portales existen empresas donde el costo de los subproductos es cero, lo cual
disminuye los costos de produccién y aumenta la rentabilidad del proceso, haciendo mas
interesante econémicamente la inversion en este tipo de proyectos.

93



CAPITULO

CONCLUSIONES

V

94



5. Conclusiéon

Se han determinado las condiciones tedricas de operacion del reactor enzimatico de
proteinas de pescado que maximizan las utilidades para cada producto. EI més conveniente
economicamente es el de grado de hidrolisis DH=5% con volimenes de reactor V=3m?3,
Top de 67°C y Eo=1,4[¢/l], con utilidades por jornada/m® de $1.228.203 el cual ha
reportado mayores utilidades y bajos costos por lote ademas de un nimero considerable de
lotes por jornada de nueve. Se debe pensar que si bien este producto es el mas conveniente
econdémicamente, es posible que sus propiedades funcionales y nutricionales hagan de este
producto inadecuado para una serie de procesos productivos.

El proceso de hidrolisis enzimatica es rentable en las condiciones tedricas donde se
maximizan las utilidades si bien existen condiciones que no son viables por los altos
tiempos de reaccion. Por otra parte, las condiciones operacionales que maximizan las
utilidades por jornada son rentables e incluso se realizan varios lotes con beneficios
economicos en cada uno de ellos.

De las variables de optimizacion, el costo de la enzima es el costo mas importante del
proceso, donde en todos los casos posee el mayor porcentaje respecto de los costos totales,
por lo cual, es imperativo el tomar especial importancia al ahorro, uso eficiente y bien
ejecutado de la enzima, especialmente en lugares como el analizado en el caso particular
Caleta Portales donde se pudiera requerir de una constante capacitacion sobre el cuidado de
los recursos relativos al proceso.

De las variables operacionales, se ha determinado que la temperatura de operacién es la que
tiene mayor influencia, pues como ya se tiene conocimiento, influye en la velocidad de
reaccion y en la inactivacion térmica de la enzima donde para bajas temperaturas la
velocidad de reaccion es baja y para altas temperaturas la velocidad de reaccién es alta.

Ademas se debe considerar que en este estudio el precio del producto es tomado como un
precio promedio, pues se comprueba que no afecta las condiciones operacionales que
optimizan el sistema, aun asi debe ser analizado en estudios posteriores, debido a que cada
producto (refiriéndose a producto como el fluido obtenido posterior a la reaccion de
hidrolisis con un cierto grado de hidroélisis) requiere de distintos tiempos de operacion en
condiciones similares para distintos grados de hidrélisis, esto es a mayor grado de
hidrolisis, mayor tiempo de operacion por lo cual también mayores costos de operacion
entonces asi mayor valor agregado al producto, lo que corresponde con un precio de
producto mayor. Esto tiene directa influencia en las utilidades, y en el producto mas
atractivo economicamente de generar, donde esto afecta directamente la rentabilidad y los
beneficios del proceso, pero no las condiciones operacionales que optimizan el proceso.
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Proyecciones

Se propone para estudios posteriores realizar el estudio economico de la operacion de un
reactor enzimatico en continuo donde se posibilite la recuperacion de enzima (inmovilizada
0 no) como en el caso de los reactores de membrana (con dispositivos de ultrafiltracion).

Una proyeccion importante es aprovechar el calor del producto para calentar la mezcla del
lote siguiente asi disminuir los costos por calentamiento previo, esto hace mas eficiente el
sistema (térmicamente) y econdmicamente disminuyen los costos por calentamiento previo,
y por ende los costos totales, lo que repercute en los beneficios esperados en la operacion
del reactor enzimético

Otra proyeccion es el utilizar la informacidn recabada en este estudio para crear estrategias
de produccion eficiente, donde por ejemplo, reutilizar parte de la mezcla que al término del
proceso aun presente actividad enzimatica en lotes subsiguientes; también tener un sistema
que permita programar la hidrdlisis enzimatica de manera que se controle la temperatura y
los tiempos de reaccién, para lograr el grado de hidrolisis deseado al momento que la
concentracion de enzima residual sea lo suficientemente baja, tal que no se requiera
tratamiento térmico posterior a la protedlisis.
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