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1.

Introduccién

La reciente conciencia ambiental ha motivado a los grupos de investigacidn a
desarrollar un nuevo tipo de tecnologfa que no alecte al medio ambiente. Uno de los
factores que altera de manera mds severa al equilibrio ecoldgico es 1a contaminacién
generada por la industria quimica la cual produce desechos no reciclables a corto plazo.
Muchas de las sustancias generadas artificialmente también existen en la naturaleza
como producto de algin mecanismo bioldgico. El emplear estos productos en lupar de
los sintetizados por la industria qufimica representa una alternativa viable al problema
ecolégico. Para ello hace falta emplear los mismos mecanismos gque emplea la
naturaleza para producirlos y desarrollar la tecnologfa necesaria para escélar su
produccién. El secreto de todo esto reside en las enzimas. Estos calalizadores son los
responsables de todas las conversiones bioldgicas que realizan los seres vivos. A raiz de
1o mencionado anteriormente, en la Gltima década se ha incrementado notablemente el

estudio sobre sus mecanismos, estructura, estabilidad y aplicaciones.

En la actualidad, el empleo de estos biocatalizadores en la industria es Hmitado
ya que su estudio se habfa enfocado principalmente a su empleo en medios acuosos,
entorno en el cual se encucatran naturalmente. Es por ello que hasta hace poco se
considerd y estudid 1a posibilidad de llevar a cabo reacciones enzimdticas en disolventes
no acuosos. El ampliar el campo de aplicacién de la enzimologfa constituye un gran
adelanto que podria iniciar el empleo de las enzimas en sustratos diffciles de solubilizar
en agua. Se han estudiado diversas técnicas y diversos solventes para llevar a cabo estas
reacciones. Podemos mencionar entre las técnicas mds importantes a las micelas
invertidas, y como medios de reaccién, los disolventes orgdnicos. Estos dltimos
presentan problemas de tipo funcional, ya que ademds de la posible contaminacién que

se genera al emplearlos, 1a separacién y solubilizacidn de los productos y los sustratos



de la(s) reaccion{es) resull‘;m complicados y costosos. En los iiltimos aiios se ha estado
trabajando en la biisqueda de medios que permitan Ia solubilizacién de los sustratos y la
f4cil recuperacién de los productos. Bajo este concepto, varias lfneas de investigacién a
nivel mundial se estdn enfocando actualmente hacia la posibilidad de emplear como
medio de reaccién a los fluidos supercriticos, aprovechando las ventajas operacionales

que estos ofrecen.

Los flufdos supercriticos son empleados en la actualidad en procesos de
extraccién debido a las extraordinarias cualidades de solubilizacién que presentan. Estas
cualidades en algunos casos tlegan a hacer el proceso industrial de extraccién mds
ventajoso que el que emplea solventes orgdnicos, por lo que ademds de estar repistradas
cientos de patentes involucrando fluidos supercrfticos, ya existen procesos industriales

consolidados que emplean extraccién supercritica.

El objetivo de esta investigacidn es estudiar la factibilidad de ilevar a cabo una
reaccién enzimdtica de oxidacitn en un flufdo supercritico. En ¢l departamento de
Alimentos y Biotecnologfa de la Facultad de Qufmica se tiene experiencia en el manejo
de enzimas en disolventes orgdnicos; existen estudios realizados por el Dr Eduardo
Bérzana sobre el comportamiento de estas protefnas en medios no acuosos, por ejemplo
utilizando sustratos en forma gaseosa. Por otro lado, en el departamento de Qufmica
Analftica de dicha facultad se cuenta con el conocimiento sobre cromatograffa y
extraccién en fluidos supercriticos del M. en C. Santiago Capella y con la
infraestructura de un equipo de cromatograffa supercritica. La conjuncién de la
experiencia e infraestructura de ambos grupos de trabajo hacen posible y facilitan el

estudio aquf presentado.



2.

Generalidades

2.1 Fluidos Supercriticos

El término de Fluidos Super-Criticos (FSC) no es nuevo. De hecho fue hace
mds de 100 afios cuando Hannay y Hogarth los describieron por primera vez (Mcllugh
y Krukonis, 1986). El estudio de los FSC se ha incrementado debido a que resultan una
excelente opcidn para remplazar a los disolventes orgénicos. Dentro de algunos afios el
uso de estos disolventes serd muy limitado debido a restricciones impuestas por
consideraciones ecoldgicas y. toxicolégicas que se estan tomando. Es por esto que
resulta atractivo utilizar sustancias afines al medio ambiente. Esto es particularmente

vélido para el CQ, supercritico (CO,SC).

Un medio supercritico es aquel en el que un fluido se encuentra a temperaturas
y presiones por arriba de su punto critico en el diagrama de equilibrio liquido-vapor y

por lo tanto no se puede licuar al incrementar la presidn del sistema (Figuera 1.1).

PRESION
§
P \ Liquido f}\\
Punto crltica
Sélido ‘Punto tnple
Gas
TEMPERATURA Te
Figura 1.1

Diagrama de fases para una sustancia pura.



El hecho de encontrarse en la regién supercritica le confiere al fluldo ciertas

caracterfsticas muy peculiares como densidad, viscosidad y coeficiente de difusién

intermedias entre las de un Ifquido y un gas Tabla 1.}

I Propiednd | Gas FSC T Liquido ]
Densidad (0.6-2.0)x10> 0.2-0.9 0.6-1.6
{p/cm’)
Coeficiente de 0.1-0.4 (0.2-0.7)x10? (0.2-2.0)x10+
difusién {cm?*/s)
Viscosidad (1-3)x10+ (1-9)x10+4 (0.2-3.0)x102
(g/cm s)
Tensién superficial 0 0 finito
(dinas)
Tabla 1.1

Propledades ifpicas de gas, lfquido y flutdo supereritico,

(Temado de Ponce y TreviAio 1989),

En la tabla anterior vemos como Ia densidad de los FSC es cercana a la de los

liquidos, lo que les permite tener un poder disolvente relativamente alto similar al de

los l{quidos. Por otro lado la alta difusividad (en comparacién con la de los lfquidos)

les proporciona una gran capacidad de penetracién dentro del soluto. Su baja tensién

superficial permite un buen "mojado” similar al de los gases. Ademds de lo anterior,

quiz4 la caracter{stica mds importante es la capacidad de modificar su densidad con

pequeiios cambios en la presidn y/o en la temperatura segiin se observa en las Figuras

1.2 y Figuras 1.3 (NBS 1987)(McHugh y Krukonis , 1986).
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Figura 1.2
Variacién isobdrica de la densidad del CO,
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Figura 1.3
Variacidn isoténnica de la densidad del CO,,

Las consideraciones anteriores son vdlidas para casi cualquier flufdo en

condiciones supercriticas. En la Tabla 1.2 se pr 1 los val de alg

propiedades importantes para los flufdos mas cmpleados como disolventes en

condiciones supercriticas:



Sustancia w Te Pc P n
(g/imoh) °C) (atm) (g/cm?) | (debeye)

Metano 16 -83 45.4 0.16 0
Etileno 28 9 497 | 022 0
Digxido de Carbono 44 31 72.8 0.47 0
Etano 30 32 48.2 0.20 0
|__Hexafluoruro de Azufre 146 45 37.1 0.74 0

Ainoniaco 17 132 111.3 0.24 1.5
n-Hexano 86.2 234 29.3 0.23 0

Etanol 46 243 63.0 0.28 1.7

Agua 18 374 217.7 0.32 1.8

Tabla 1.2

Propiedacdes de los principales FSC.

(Tomada de Ponce y Treviflo 1989).

El FSC mds empleado actualmente es el CO,. Este poseé la ventaja de que tiene
puntos criticos relativamente bajos (Tc=32°C/Pc=73atm), no contamina, es

econdémico y no es téxico, lo cual permite su uso en productos alimentarios y de la
salud.

Es de gran utilidad e importancia conocer el comportamicnto de fases cuando se
trabaja con FSC. En la Figura 1.4 se muestra una gréfica para el CO,.en funcién de la
Presién Reducida Pr = P/Pc y la Densidad Reducida pr=p/pc para varias isotermas de

Temperatura Reducida Tr= T/Tc.



Figura 1.4

Isotennas presidn densidad para CG2
De esta grédfica, cuando T < Tc (Tr<1), si se comprime isotérmicamente el
vapor {curva A-B) aparece un liquido de densidad C en equilibrio con el vapor. Al
continuar con la condensacidn, el vapor desaparece y la curva C-D corresponde

entonces a 1a compresién del CO, liquido.

Para T's un poco mayores a Tc, se pueden alcanzar densidades cercanas a las
del Ifquido en la regi6n cercana a 1a Pc. Pequefios cambios en la presin significan

grandes cambios de densidad.

Para T> >Tc, son necesarias presiones muy altas para obtener densidades

similares a las del CO,.Iiquido.

Como se mencioné anteriormente, a mayores densidades, mejor poder
disolvente, por lo que los procesos que involucran el uso de CO,SC se llevan a cabo en

Ia region sombreada de la Figura 1.4. Se puede inferir entonces que, bajo condiciones



isobdricas, la capacidad disolvente es mayor para T cercanas a Tc. Por otra parte, si el
proceso es isotérinico, el poder disolvente es mayor para presiones mucho mayores a la

Pc.

Este poder disolvente ajustable por variaciones en presién y temperatura
representa el gran atractivo de los FSC como allernativa de interés a los disolventes
orgénicos. Sin embargo, la polaridad de los sustratos debe ser tomada en cuenta. Para

esto se emplean los cosolventes.

El CO; es una base de Lewis. Su dipolo inducido 4cido/base le permite solvatar
en condiciones supercriticas un gran ndmero de sustancias (Lee y Markides, 1990).
Para modificar su poder solvatante, se emplean los llamados cosolventes que son
sustancias que modifican la polaridad de la mezcla con CO,. Los cosolventes mis
empleados son metanol, etanol y acetona. El uso de cosolventes tiene sus limitaciones
pues se deben de conocer bien los puntos criticos de la mezcla, ya que estos varfan
segin la concentracidn de modificador que se le afiade (Page et al. 1992). En la Figura
1.5 podemos observar un diagrama de fases para el CO, en el que se observa como se

modifican las condiciones supercriticas al agregar un cosolvente.

. Zona
Prosita Vapor-Vapor
D
o
Zoma .
Liquido- \
bunto critico
Cosolvenie
Tewpescrurs
Figura 1.5

Comportamiento de fases del CO25C con modlficadores.



La curva A nos muestra la zona critica de equilibrio lfquido-vapor entre los
puntos criticos del modificador puro y del CO, puro. La separacién /-v ocurre por
debajo de la zona crftica, mientras que por arriba de esla se obtiene una sola fase. La
Ifnea recla que une los puntos criticos de la mezcla indica que los compuestos tienen
poca desviacién de la ley de Raoull; este es el caso en el que los componentes tienen
propiedades fisicas y puntos criticos similares. El comportamiento descrito por la curva
B es el caso mds comun. Ocurre cuando los componentes tienen presiones criticas
similares pero existen diferencias en temperaturas criticas. En el caso de que Ia
temperatura critica de la miezcla sea mayor que la de los componentes puros se obtendrd
una curva tipo C, si la temperatura critica es menor se obtendrd una curva tipo D.
Cuando Ia curva de zona critica es c¢éncava, linea E, el sistema tiene un
comportamiento muy desviado de la ley de Raoult. Este comportamiento puede ocurrir

con mezclas de compuestos polares y no polares (Page ot al. 1992).

El uso de los FSC es cada vez mayor. Su primer empleo fue como disolvente
para la extraccién selectiva en productos naturales como cafeina de café y aceite
esencial de lipulo, (McHugh y Krukonis, 1986),(Ponce 'y Trevino, [1989),
Recientemente se ha empleado como fase movil en-cromatograffa a altas presiones (Lee
y Markides, 1990). Actualmente se trabaja intensamente en proyectos de investigacién
dirigidos a evaluar a los FSC como medio de una variedad de reacciones (Johnston,
1989). Con respecto a este Gltimo punto, una de las posibilidades mds interesantes y

novedosas es la de utilizarlos como medio para llevar a cabo reacciones enzimgticas

(Nukamura, 1990).



3.

Antecedentes

3.1 Enzimas y formas de empleo

El empleo de las enzimas para fines industriales no es reciente. De hecho gran
parte de los procesos que involucran catdlisis bioldgica se conocen desde hace mds de
un siglo. En la actualidad se estdn optimizando estos procesos y a la vez utilizando el
poder catalftico de estas prolefnas para generar lecnologfa. El campo de aplicacién
industrial de las enzimas se ha diversificado grandemente. Encontramos ejemplos de su
uso en la industria medica, analitica, alimentaria, farmacéutica e inclusive en la

petroquimica (Wiseman, 1980).

La manera tradicional de poner a la enzima en contacto con el sustrato es la de
suspender a la protefa en el medio de reaccién. La protefna puede estar encapsulada
dentro de Ia célula que la generd o encontrarse pura. Este mecanismo es mnuy simple
pero implica la pérdida de la enzima al querer recuperar cl producto de Ja reaccidn.
Una alternativa es la de inmovilizar a 1a enzima sobre un sustrato. Esto Gltimo permite
el diseiio de sistemas continuos ademds de la posible recuperacién del catalizador. La
inmovilizacién puede aplicarse sobre la enzima libre o sobre el microorganismo
productor de esta. Al inmovilizar un biocatalizador se reduce la pérdida de éste durante

el proceso, lo que significati su concentracién y genera un mejor

contacto con el sustrato (Wiseman, 1980). La enzima inmovilizada puede permanccer
en el medio de reaccidn tanto como su estabilidad lo permita.

Por otro lado, las reacciones enzimélicas siempre se han Hevado a cabo en
medios acuosos. Esto tal vez por ser este el medio en el que la naturaleza nos las

presentS. No existe en realidad una razén comprobada por 1a que deban de actuar bajo



estas condiciones. En los dltimos afios se han estudiado otro tipo de medios de reaccién
como son reacciones en fase gascosa (Bdrzana er al, 1989 a y b), disolvenles orgdnicos -
(Zaks 'y Klibanov, 1984 y 1988) y fluldos supercriticos (Hammond et al
1985),(Randolph ot al, 1985 y 1988),(Nakamura, 1990).

3.2 Alcohiol Oxidasa

La enzima que se empled para este estudio fue la alcohol oxidasa, esta es una
enzima proveniente de levaduras que es especifica para alcoholes de cadena corta. Su
accidn catalitica resulta en la oxidacion de estos para formar aldehidos:

0
il
R—CH,—OH +0, —~» R—CH + H,0,

La enzima Alcohol oxidasa provenicnte de la levadura Pichia pastoris tiene un
peso molecular de 675,000 dallons y su temperatura y pH 6ptimos son respectivamente:

35°Cy 7.5.

Dentro de su estructura tiene 65 grupos SH por molécula, los cuales son
sensibles a agentes oxidantes como el peréxido de hidrégeno, subproducto de la
oxidacién (Couderec y Baraui, 1980). Esta constituida por 8 subunidades idénticas, las

cuales estdn unidas por fuerzas electrostdticas (Patel ot al, 1981).

Esta enzima se puede emplear para producir acetaldehido empleado como
saborizante 6 en sistemas de deteccién de alcohol.
Dentro del grupo de Alimentos y Biotecnologfa de la Facultad de Qufmica se

cuenta con experiencia previa en el mancjo de esta enzima (Bdrzana cr al, 1939 a,b).



3.3 Reacciontes Enzimdticas en Medios no Acuosos

Casi todo el conocimiento existente sobre enzimas proviene de su estudio en
medios acuosos. El empleo de otro tipo de disolventes para llevar a cabo reacciones
enzimdticas, explicitamente disolventes orgdnicos, podria ayudar a conocer el
funcionamiento de estas protefnas y a explotar su uso al maximo (Zaks y Klihanov,
1984).

Hasta la fecha existen dos aproximaciones al ‘empleo de disolventes organicos.
La primera consiste en disolver a la enzima en una emulsién de surfactante, Se agrega
la mezcla al disolvente orgdnico y la enzima queda atrapada-dentro de fa micela. La
caracterfstica anfipdtica del surfactante estabiliza a la enzima en formas llamadas
micelas invertidas (Zaks y Klibanov, 1988). Si bién esle tipo de acercamiento pone a la
enzima en contacto cercano con el sustrato que cataliza, la enzima se sigue manteniendo
escencialmente en un medio acuoso.

La segunda ‘variante resulta de suspender a la enzima directamente en el
disolvente. Las propiedades de la enzima en estos medios son distintas a las que
presentan en agua. Entre otras cosas, awmenta su fermoestabilidad, cambia su
especificidad y catalizan sustratos dificiles de solubilizar en agua (Zaks y Klibanov,
1984).

Es importante aclarar que la accién catalitica de estas protefnas en disolventes

orgdnicos, bién es afectada por el cc ido de agua. Esla juega un papel dual, ya

que por un lado es indispensable para mantener la conformacién activa de la enzima y
por el otro es uno de los factores que promueven la inactivacién.

Cabe mencionar que la actividad enzimdtica en estos disolventes es menor a la
observada en medios acuosos. Actualmente, con el uso de la ingenierfa genética, se ha
logrado sintetizar enzimas capaces de tener una actividad catalitica cercana a la que

presentan en medios acuosas (Blanch y Clark, 1991).



Adicionalmente a las consideraciones ecoligicas con respecto al uso de los
disolvenles orgdnicos, la recuperacién de los productos de reaccién disueltos en ellos
resulta muy faborioso. Serfa idoneo emplear un medio de reaccién en el cual la enzima
conserve las cualidades que presenta en medios orgdnicos, que simplifique el tren de
operaciones unitarias necesario para Ja obtencidn final del producto y ademds, que su
empleo no tenga repercusiones ecolégicas. Recientenente se ha encontrado que los
FSC en especial el CO,SC pueden resolver los problemas anteriores y ademds
incrementan de cierto modo las ventajas de emplear enzimas en disolventes no acuosos

(Nakamura, 1990).

3.4 Reacciones Enzimdticas en Flufdos Supercriticos

La factibilidad de llevar a cabo una reaccidn enzimdtica en FSC depende

bisicamente de 3 factores:

1. Solubilidad del sustrato
2. Estabilidad de 1a enzima
3. Actividad de Ia enzima en condiciones_supetcriticas

Solubilidad:

La solubilidad de los sustratos en FSC se puede predecir tedricamente a partir
de ecuaciones de estado que involucran sistemas binarios, ternarios o mullifssicos.
Experimentalmente, se han hecho estudios sobre la solubilidad de biomolécilas como

esteroles y su comportamiento con cosolventes en CO,SC (Weder, 1980).



Estabili

Existen reportes (Nakamura, 1990) de que muy altas presiones desnaturalizan a
las protefnas, por lo que el flufdo empleado debe de tener presiones criticas no muy
elevadas. El CO,SC no presenta una presién critica muy alta, por lo que es un medio
ulilizable, Se publicd un articulo (Tuniguchi et al, 1987) en donde se reporta el estudio
de nueve enzimas sometidas a CO,SC seco y con diferentes concentraciones de
modificadores. En ningun caso se observé gran diferencia entre la actividad original y

la residual.
Actividad

Los primeros estudios realizados se publicaron entre 1985-1986 (Randolph et al,
1985), (Hammond et al, 1985). Estos estudios preliminares indican la factibilidad de
realizar una reaccién enzimdtica en FSC. A partir de ~nlonces se empezaron a estudiar
a fondo diferenles-reacciones enzimdticas tanlo en batch como en flujo continuo. A
continuacidn se presenta una tabla con los principales trabajos hechos al respecto hasta

la fecha (Tabla 3.1):



Reaccién Enzima Soporte Reactor Condiciones  [Sustrata] [Aguaj
de reaccidn

Hidrélisis de Fostatusa - Batch CO,; 35°C 7.6:mM 56mM
P-Nitro-fenil | alcalina 100atm
fosfato
Oxidacién de | Polifenol Perlas de Batch y C0,y/0, <7.8mM <BImM
p-cresol y p- | oxidusa vidsio (62- continue | 36°C 340bar
claro-fenol 149 yum) CHF3/0,
344C 340har
Aciddlisis de | Lipasa Celita y resi- | Balch CO, 50°C a5.6mM 0-5TmM
triolelna (r) na de inter- 300atm b 17.6mM
con deido es- cambio idnico
ted-rico (h) (444qm)
Alcohdlisis Lipasa Resina de Continuo | CO;p 60°C 320mM 0-63ImM
de acetato de intercambio 100har
etilo con al- idnico
cohol iso- (444m)
amillco
Hidrélisis de | Mirosina- | Raiz de Batch COy 3.2mM Hx10%mM
glucosinota- sa Ribano 20/40°C
tos—saliliso- 200har
tiocianatos.
Oxidacién de | Colesterol | Perlas de Baich y | COz35°C ImM 570mM
Colesterol a oxidasa Vidrio{50pm) | continuo 100atm (batch) (batch)
3colesten 4- 0.1mM 58mM
ana (continun)
Aciddlisis de | Lipasa Resina de Batch CO, 60°C
tricaprilina intescambio 100atim
con dcido itnico
oldica (44dpm)
Transesterifi- | Suhtilisi- - Batch CO, 45°C (1) 56pM -—
cucién de N- | na Carls- 150har (h)0.5-5%
acetilfenil- bery en CO,
amidafa) con :
etanol(h)
Tabla 3.1
R de las reacci iméil blicadas hasta 1990

(Tomada de Nakamura, 1990)

Retomando los elementos sefinlados anteriormente podemos sintelizar las
ventajas que el uso de este flufdo (CO,SC) ofrece para ser utilizado como medio de

reacciones enzimdticas:



Las condiciones criticas, Tc y Pc, son lo suficientemente bajas como para no

promover ¢l deterioro de 1as proteinas y por ende de las enzimas.

La gran variacién de la densidad (i.c.de su poder como disolvente) a pequeiios
cambios en la temnperatura ylo presién simplifican la manipulacién de la
selectividad de una reaccién. Ademds, la polaridad puede ser ajustada
ficilmente con Ia adicién de un modificador por fo que una gran gama de

sustratos pueden ser disueltos.

Por su alta difusividad y su tensién superficial de casi cero se reducen las
limitaciones de mojado y problemas difusionales para catalizadores heterogeneos

.
v.g. enzimas inmovilizadas.

Su baja toxicidad y baja reactividad e inocuidad hacia las protefnas permiten el

empleo de éstas en su seno.

Las etapas de recuperacién de los productos y eliminacién del disolvente se
pueden efecturar mediante una simple reduccién de la presidn hasta legar al
estado  gaseoso. Los productos pueden enltonces cristalizarse, absorberse 6

condensarse dependiendo de su naturaleza,
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4.
Materiales y Métodos

Esta seccién describe las técnicas empleadas para llevar a cabo la determinacién
de la estabilidad de la Alcohol Oxidasa en CO,SC. Las etapas seguidas se enlistan a
continuacién y se describirdn posteriormente junto con los materiales empleados en
cada una. Los reactivos empleados fueron adquiridos de casas comerciales y eran todos

de grado analftico

1. Lavado del soporte (DEAE celulosa, Vidrio de porosidad controlada
y Alumina).

. Inmovilizacién de la enzima Alcohol Oxidasa.

. Incubacién en CO,SC de la enzima soportada.

. Determinacién de la actividad en fase acuosa.

v e WwN

. Actividad catalitica del polvo enzimdtico en CO,SC.

o

Hidratacién de la enzima.

7. Sistema de recirculacién del sustrato disuelto.

4.1 Lavado del Soporte

Los soportes DEAE Celulosa, Vidrio de Porosidad Controlada y Aldmina
fueron adquiridos de SIGMA Chemical CO. El procedimiento de lavado para todos los
soportes fue idéntico:

{i] Se pes6 una cierta cantidad de soporle y se suspendié en una
solucidn amortiguadora de fosfatos 1mM (pH 7.5) agitdndola por
10min.

[ii] Se dejo reposar la solucién y se extrajo el excedente de Hquido.



[iii] Se repitieron los pasos [i] y [ii] tres veces.

[iv] El soporte fué lavado con dlkali (pH=11) y posteriormente con
solucién de HCI para eliminar iones.

[v] Se filtré la iezcla resultante y se lavé exhaustivamente con agua
deionizada hasta que e sobrenadante presentaba un pH=6,

[vi] El material resultante se dej6 secar bajo flujo de aire y una vez

seco se almacen6 en refrigeracién.
4.2 Inmovilizacién de Ia Enzimn Alcohol Oxidasa.

La enzima Alcohol Oxidasa (AO) se adquirié de Ja compaiifa PROVESTA
ENZYMES (Bartlesville, Oklahoma) con las siguientes caracterfsticas: Actividad 1371
E.U.'/ml, Concentracién de protefna 54.72 mg/ml, Aclividad especifica 25 E.U./mng
donde una E.U. oxida 1 mMol de etanol a acetaldehido por minuto a 25°C y pH 7.5.
Para mantener su estabilidad, esta debe almacenarse a temperaturas inferiores a cero
grados centfgrados. ‘La técnica empleada para inmovilizar a la enzima sobre 10g de
soporte se describe a continuacién. Cabe mencionar que para cualquiera de los tres

soportes se sigui6 el mismo procedimiento.

[i] Se pes6 el soporte, previamenie lavado y secado.

{ii] 10ml de AO se mezclaron con 10 ml de una solucién amortignadora
de fosfatos ImM (pH 7.5).

{iii] Se afiadié la mezcla de enzima - solucién amortiguadora al saporte
poco a poco mientras se mezclaba y se formaba una pasta
homogenca. En el caso de Ia DEAE celulosa se necesité agregar
Sml mds de solucidn amortiguadora ya que este soporte es muy

higroscépico.



livl La pasta formada se introdujo dentro del sistema de secado

ilustrado en la Figura 4.1.

Enzima /soporte

\X_ Vidrio poroso
Q " perforado -+

Flujo de Ny Parte
inferior

Figura 4.1
Técnica de Secaro de la enzima inmovilizada,

Este sistema consta de un embudo de filtracién al que se le hicieron
pequeiias perforaciones en el vidrio sinterizado del fondo. Se colocé
“un papel filtro sobre ¢l filtro de vidrio y 1a pasta sobre este dltimo.
Se tapé el frasco y se conecld a un tanque de N,. Se dejé pasar este
gas inerte con ¢l vbjeto de evitar 1a inactivacién de la enzima por
oxidacidn. Una vez seco, el calalizador enzimdtico se almacené a
una temperatura de -5°C y al vacfo. A estas condiciones el

preparado es estable alrededor de 6 meses.



4.3 Incubacidn’ de Ia enzima soportada en CO,SC.

[i} Laincubacién se hizo de la manera que se indicaen la Figura 4.2,

[

(c)
Bf)mba Purga de
.u;.yo co,
jring | | o @ oo

@)

Ve
Baiio de H),0 -y Enzima sometida
(40°C) (d) a 100 atm y 40°C

Figura 4.2
Sistema para la incubacién de la entima a CO2SC

Se tomaron 20mg de polvo enzimdtico y s¢ introdujeron dentro de
la celda (a). Esta estaba conectada a una bomba tipo jeringa (4) la
cual suministraba CO, a 100atm. Se elimin6é con el CO; el aire

contenido dentro de la celda a través de la purga (c). A

continuacién se scllé herméticamente la celda y se introdujo dentro
de un bafio de agua a temperatura controlada de 40°C (T > Tc para
el COy).

Una vez cargada con enzima, la celda se incubd por diferentes
intervalos de ticmpo dentro del baiio. Paralelamente se introdujo
dentro del bailo un frasco scllado que contenfa la misma cantidad de

polvo enzimitico pero expuesto a una atmdésfera de Nitrdgeno (esto
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con el fin de evitar la oxidacién de la enzima con el aire). Este
sistema se empleé como control (v.gr. sin tratamiento) y se incubd

el mismo tiempo que el contenido de la celda (CO,SC).

4.4 Determinacién de In Actividad en Fase Acuosn.

li1

Después de la exposicién a CO,SC se recuperd el polvo enzimdtico.
Es‘le se resuspendié en Im! de una solucién amortiguadora de
fosfatos ImM (pH 7.5). Para iniciar la reaccién se agregd lml de
una solucién de etanol 80mM. La muestra se agilé vigorosamente y
la velocidad inicial fue obtenida a partir de las concentraciones del
acetaldehido formada. Para ello se hicieron inyecciones cada 5
minutos a un cromatégrafo de gases SIGMA 1 de Perkin Elmer. La
columna empleada fue: 0% Carbowax 20M Chromosorb W HP de
6ft 'y 1/8in y las condiciones del cromatGgrafo: Tj,,,,,=90°C /
Tiny=120"C 1 Ty, =120/ Flujo Ny=10ml/min (acarreador).

Se siguié el mismo procedimiento para la enzima conirol. En
ambos casos las muestras correspondfan a 1, 6 y 24 horas de

exposicion. Esta determinacidén se realizé por triplicado.
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4.5 Actividad Catalitica del Polvoe Enzimiitico en CO,SC.

{i] Esta parte se hizo empleando el Sistema 1 mostrado en la Figura

4.3.

Etanol Restrictor
T = 40°C
Restrictor . .. - &F‘i‘.ﬁl Ry -
U 8 l Enzimn'
SORCR
Na“ o ICromatdgmt ——h)
2 [
(s) Gues h
Figura 4.3

Sistema I.-Inyeccién directa al cromatégrafo.

Se conect6 una bomba tipo jeringa (@) que suministraba una mezcla
de CO, y aire a 100atm a una vélvula de inyeccién (b). Esta vilvula
en posicién de inyeccién permitfa el paso de los vapores de etanol
contenidos dentro de su "loop"!(c). La salida de Ia vélvula estaba
conectada a una vilvula de paso (i), la cual permitfa la entrada del

gas (CO; + vapores de etanol) a la celda que contenfa al polvo

'Debido a Ia inexistencia de una palabra castellana para definir fa tberia en §i que s¢ carga 1a mucstsa
que serd pucsta cn linea con ¢f Mujo se cimplcard Ta palabra del idioma ingles "loop™.
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enzimdlico fr). Dicha celda estaba enchaquetada manteniendo su
temperatura a 40°C, Iél flujo de salida de la celda fue controlado
mediante otra vdlvula de paso () la cual distribufa el contenido de
la celda a una nueva vélvula de inyeccién (g). El loop de esta
tltima? se llenaba con el contenido de la celda permitiendo que al
momento de la inyeccién este se incorporara al flujo de N, que
entraba al Cromatégrafo de Gases, Toda la tuberfa empleada para
este sistema tenfa un didmetro interno (D) de 1/16 de pulgada y era
de acero inoxidable,

El equipo empleado fue un sistema de extraccién supercritica
SUPREX (Pittsburgh, Pennsylvania)que consta de:

«  Una bomba de tipo jeringa con capacidad para 250ml
de flufdo a alta presién y una descarga con un rango
desde 1 a 400atm.

¢ Un cromatégrafo de gases que utilizaba una columna
capilar de Carbowax 20M cntrecruzada L = 25m, DI
= .25mm y df = .25n. y las condiciones dcl
cromatéprafo:  Tpyp,,=90°C /  Tipy= 120°C /
Tyer=120 1 Flijo Ny=10ml/min.

*  Un controalador con el que se podfa regular la presién
de descarga de la bomba, 1a temperatura del inyector,
la temperatura del hormo del cromatGgrafo y la

temperatura de la celda de extraccién.

2El foop de esta celda era interiio por 1o que no sc muestris cn el diagranu.
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idns
El arreglo del sisteia permitfa llenar la celda de CO,, aire y
vapores de elanol manteniendola a 409C el tiempo deseado de
incubacién. Una vez transcurrido éste, )a composicidn del fluido

contenido en 1a ceida se determinaba con ef cromatégrafo de gases.

Debido a los problemas operacionales que el sistema anterior
presentaba y que se discutirdn en el siguiente capftulo se ided un

nuevo arreglo, el cual se describe a continuacién (Figura 4.4):

S =
u o
TadrC
....... NN KL%y 52
Sy I
e,
riu‘i{.a«'ﬁo”" -7 IRIT?—MJFTOE_—; -
l '_,._%:257”«“. L
< e - -4 '<
e SRR e
(aj Posicidn de cargs (b) Posicisn de inyeccidn '
Figura 4.4
wyeccidn directa al ¢ fo con col,

empamdauw‘;n PORAPAK N.

Una mezcla de CO,/aire’ suministrada por una bomba tipo jeringa
se hacla pasar a través de una vilvula de inyeccién. Esta iltima, en

posici6n de carga (a) permitia Henar el “foop” de vapores de etanol,

pasaba la la atra do el reactor que contenfa a la

enzima. De ahf pasaba por un restrictor y posteriormente por ina

ILa wezclh de CO,y/aire se hacln de 1a siguicate manera: En cf recipicnte de Ia bowba tipo jeringa, se
colocaban 100ml de nire a 2 atur. Despuds se introducian 250m) de €O, a 68 at y 1a mezcln s
presutizaba hasta alcanzae 100anm,
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Te, duonde se incorporaba un Nujo de N, que lo acarreaba a una
columna empacada con Porapak N. En 1a posicidn de inyeccién (b)
se incorporaba el contenido del loop al flujo de CO,/aire. En el
proceso batch, se cerraba la vdivula de salida del reactor
enzimdtico, mientras que en el continuo esta permanecfa abierta,
Durante la captura de los productos de reaccién la precolumna se
introducfa en un bafio de agua-hielo durante 20 minutos para evilar
que los productos se perdieran.

El equipo empleado fue bdsicamente el mismo sistema de

extraccién supercritica SUPREX utilizado en el caso anterior.



4.6 Hidratacién de In Enzima

[i]

Se colocd una cantidad determinada de enzima dentro de la parte
inferior de una caja de petri. Esta se introdujo dentro de un frasco
que contenfa algoddn himedo. Se sellé el frasco al vacfo y se
introdujo en el refrigerador por 12 horas. De este modo se obtenfa
enzima humeda con buena actividad residual. Se muestra un

esquema en la Figura 4.5

—Scllo de vacio

. Enzima

Algoddn hiimedo
Figd5

Sistema para hidratar a la endma.
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4.7 Sistetin de Recirculacién del Sustrato Disuclto.

il Esta parte se hizo empleando el Sistema 2 descrilo en la Figura
4.6.
Bomba
.lipu "
jeringa
P
I ¢)  Bombu )
fa) peristdltica
Cémara de
(i) mezclado T= 40 c
P S s 0
O (e) ] Enzima
%) (e,
7 —,@: &
%_J 5 j B
f f e
Restrictor Elanol 2 7)) ga:es
Figura 4.6,

Sistema 2- Recirculacién del sustrato.

Una bomba tipo jeringa (a), que suministraba CO; a 100atm fue
conectada a una vélvula de paso (), la cual permitfa la entrada del

flufdo a una celda de extraccidn que contenfa al polvo enziindtico

(c). Esta cclda estaba haq su temp a

para
40"C. A la salida el sistema contaba con otra véivula de paso (d) a
través de la cual pasaba el flufdo a una vdlvula de inyeccién (e). El
flujo proveniente de la celda pasaba por un loop cuyo contenido en

¢l maomento de la inyeccién se incorporaba al fluyjo de N, que
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entraba al cromatégrafo de gases (/). Con la vdlvula de inyeccién
fe) en posicidn de carga, ¢! loop se concclaba a otra vélvula de
inyeccién (g). El loop de esta Gllima (h) estaba lleno de vapores de
etanol que al momento de 1a inyeccién se incorporaban al flujo de
CO;. La salida de la vdlvula era a una cdmara de mezclado (i), para
de ahf pasar a una bomba peristltica (f). La descarga de esta dllima
estaba unida, mediante una T (k) al flujo proveniente de la bomba
tipo jeringa (a).

Toda la tuberfa empleada para este sistema,ienia un DI de 1/16 de
pulgada y era de acero inoxidable. El equipo empleado fue el
mismo sistema de extraccién descrito para la técnica anterior
ademds de una bomba de pistén marca BECKMAN con una
capacidad de flujo de 10ml/inin, una presién de succién mdxima de
300atm y una presién de descarga de 390atm. La columna
empleada en el cromatégrafo y las condiciones de operacidn de este

fueron las mismas que en el sistema anterior,

Operacifn:

El arreglo del sistema permitfa recircular su contenido mediante la
bomba de pistén (h) y mantener 1a presiéa de 100atm en su interior
gracias a la bomba tipo jeringa {a). Se cree, que el problema

principal de este arreglo era el bajo ido de aire

dentro del sistema.

28



5.

Resultados y Discusién

5.1 Incubacién de 1a Enzima Seportada en CQ,5C

El objetivo principal de esta investigacién consistié en estudiar la estabilidad de
la enzima Alcohol Oxidasa (AO) en FSC. El primer paso fué determinar si esta sufrfa
alguna modificacién al eslar expuesta a altas presiones. Exislen informacién sobre Ia
posibilidad de someter a las protefnas a altas presiones (Weder, 1980) sin afectarlas,
Ademds se han reportado reacciones enzimdticas en este tipo de mmedios que indican que
las enzimas no son afectadas drésticamente por estas condiciones (McHugh y Krukonis,

1986), (Taniguchi et al, 1987).

Con esta informacién y conociendo a grosso modo las propiedades del CO,SC
se procedid a incubar durante una hora en este flufdo a la enzima inmovilizada en
DEAE celulosa. Como se explicé en el capitulo anterior, se incubd también un control
que recibié solamente el tratamiento térmico. Al resuspender a la enzima en medio
acuoso y determinar su actividad se abservé que el control no presentaba actividad
producto de una termoinactivacidn. Por ello se decidid utilizar como segundo control a
la enzima sin tratamiento térmico y almacenada a -5°C. La aclividad de esta tltima fué
menor que la que presentaba 1a enzima que habfa sido incubada. Esta prueba se realizd

varias veces y el resultado fue similar en todos los casos.

Se procedid entonces a incubar a la enzima por periodos de tiempo mayores, Se
hicieron pruebas a 6 y 24 horas por triplicado y en todas cllas se observé una clara

relencién de actividad. Cabe mencionar que para los dos tiempos de ‘incubacién la

enzima que s recibié el trat to térmico también perdié por completo su

actividad. Los resultados confirmaron el efeclo de activacién de la enzima en CO,SC.
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Su actividad no solo fué mayor que la de Ja enzima sin tratamiento, sino que a medida

que se incrementaba el tiempo de exposicién la actividad aumentaba. Esto se puede

apreciar en la Figura 5.1.

Canversidn de clanol (%)

1oa

»sr

sor
+
25
\ L
0 15 J0 45
Tieinpe de reaceidn (min)
~ CONTROL -+ FSC | HORA
- FSC 6 HORAS " FSC 24 HORAS
Figura 5.1

Conversién de etanol para distintos tiempos de exposicién a CO25C

Esta gréfica nos da una idea de como aumenta la conversién de elanol, y por io

tanto la actividad enzimdtica, para tiempos grandes de exposicién. En esta figura el

valor de tiempo expresado en Ias abscisas corresponde al tiempo de reaccion una vez

suspendida la enzima tratada en medio acuoso. Debido a que se buscaba determinar la

velocidad inicial de conversién y como el catalizador di

ye con iderabl

su

actividad despues de una hora, se presentan los datos hasta 45min. Lz pendiente de

estas curvas graficada contra el tiempo de exposicién nos permite calcular una actividad

relativa que se presenta en Ia Figura 5.2 en funcién del tiempo de incubacién.



Se puede observar un claro aumento de actividad con el aumento del tiempo de
exposicién, por ejemplo, después de 24 horas la actividad es 2.5 veces mayor que la de
la enzima sin tratamiento y almacenada en condiciones &ptimas para relener su

actividad.

Una posible causa de este fendmeno de activacidn es que el soporte empleado,
al ser una resina, se deformaba con las altas presiones afectando con ello 1a estabilidad

enzimdtica o la metodologfa de evaluacién de la actividad catalitica.

Actividad rclativa

2.5]

2.0]

It I
[ 5 15 25

Ticinps de exposicidn (haras)

Figura 5.2
Actividad relativa de la enyivna incubacda en C0O,SC.

Para comprobar la hipdtesis anterior se inmovilizé a la enzima en dos soporles
rigidos: Vidrio de Porosidad Controlada y Alumina, esto se realizé con el mismo
protocolo empleado para DEAE Celulosa. Las muestras asf obtenidas se incubaron

durante una hora en presencia de CO,SC y nuevamente se observé que la aclividad de
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la enzima tratada era mayor que la de la muestra mantenida en refrigeracién (enzima no

expuesta), Figura 5.3.

Estos resultados confirman que el fendmeno de activacién que presenta la
enzima no est4 asociado a la naturaleza del soporte en el que se inmoviliza. El cambio
tal vez sea en la estructura proteica a través de un reacomodo de las subunidades que
cohforman a la enzima, de manera que al ser somelidas a altas presiones, expresen
mejor la actividad. Otra posibilidad es que exista algun tipo de interaccién quimica con
el medio (CO,) que propicie el incremento en la actividad. Esto sin embargo, no pasa

de meras especulaciones.

Conversién relativa de ETOH (%)

L L

o 3 10 15
Tiempo de reacsién cn salucidn (min)

~ Alumina FSC 1 hora™ Vidrio FSC 1 hora® Control

Figura 5.3
Exposicién a C0O,5C de la enzima inmovilizada en soportes rigidos.

Los resultados obtenidos hasta aquf satisfacen la premisa de determinar si la

enzima alcohol oxidasa es estable en CO,SC. Dos lineas de investigacién muy
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interesantes se derivan a partir de los resultados obtenidos. La primera consiste en
explicar el fendmeno de activacién. Esta pudrfa realizarse con un estudio detallado
sobre la estructura de la enzima antes y después de la incubacin. La segunda ifnea
serfa 1a de determinar Ta factibilidad de conducir una reaccién enzimdtica en CO,SC.

Esta dltima consitiuye ia segunda parte de esta tesis.
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5.2 Evaluacién de 1a Actividad Catalftica de In Enzima Inmovilizada en Preseucin

de CO38C

Para desarrollar esta parte del proyecto sc empled el sistema descrito en la
Figura 4.3 del capitulo de materiales y métodos. El soporte que se utilizé fue DEAE

celulosa debido a la disponibilidad que de éste existfa.

Las variables necesarias de controlar eran la cantidad de aire (oxfgeno) y la
cantidad de etanol que era posible solubilizar en CO,SC. En la primera parte del
proyecto se contaba con un reactor de volumen pequeito (1 x 0.5cmid). Se invesligé la
solubilidad del etanol en CO,SC. Las concentraciones requeridas eran muy bajas (=

80mM) por lo que, cn base a la Figura 5.4, era posible tener esta cantidad solubilizada.

Presion
(atm)
95.91

as.34

“wn

64.20

. 1820

12 [H

X Etanol (%)
Figura .4

Superficie que muestra la solubilidad del etanol en CO,SC para diferentes Ty P
(Datos tomados de Page et al, 1992)

Después de incubar la enzima con vapores de elanol durante 2 horas, se
determiné su contenido con un cromatégrafo de gases y se obtuvo el cromatograma

mostrado en la Figura 5.5.



Figura 5.5
id) imatica en CO2SC.

C grama obtenido para la

El experimento descrito demuestra claramente que existe reaccion catalizada por la
enzima. Con el objeto de mejorar fa productividad del sistema se instalé un reactor de
mayores dimensiones (4 x 0.5cmd). La cantidad de enzima era mucho mayor y por fo
tanto la cantidad de aire necesaria era mayor. Debido a que el aire contenido en los
vapores de etanol no fue suficiente para evidenciar la reaccion reaccion se opté por lienar
parcialmente de aire la bomba tipo piston. De este modo se aseguraba que el CO,
estuviera saturado de aire. El nuevo sistema también constaba de una columna de 10 cm

de un tubo de acero inoxidable DU de 1/16" empacada con Porapak N a la salida del

reactor, Este polimero retiene fuer a los comp )8 Organicos.

Se hicieron pruebas incubando a la enzima con vapores de etanol para diferentes
intervalos de tiempo. Es importante mencionar que no se observé una disminucion en

actividad aun después de haber utilizado el polvo enzimético por mas de 48 horas.
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Los resultados de estas pruebas muestran la aparicidn de un tercer compuesto
Figura 5.6. No se pudo caracterizar este por medio de la cromatografia de gases por lo
que se hicieron las pruebas utilizando como detector un espectrégrato de masas, Los

resultados indican que aparentemente se estd formando acetona Fig 5.6.

Etanol
(Espectro 2)

Acetaldehido

(Expectro 1)

Acetona
{Espectro 3)
o
] T Lany ana
6:40 100
Figum 5.6
Ci ¥ que I nparicion del tercer

Este cromalograma s¢ observé ya sea en Ix reaccidn con enzima seva asf coma con ta enzima hidmtada.
Ademds coniciden lus tiempos Je retencidn con un blanco hecho de una mezcla de scetaldehido - etanol -
acetona.
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Reaceidn qoft Reneeit 1 Reaceion
T es
4
d A
s AN Wj.;
20 30 4o So 30 30 40 S0 20 30 40 %0 G0
1 Hiblintcen Cn Dbl 4 iiotec
29
48
38
da o L
T T
20 30 40 0 20 30 40 50 60
Figura 5.7
Comp i6n de espectros (bibl - r i6n} para el ¢ g

de la Figura 5.6
Si bicn este producto adicional requicre ser confirmado, no procede de una
reaccién conocida para alcohol oxidasa, pues se trata de una carboxilacidn. Sin

embargo la presencia de la enzima es indispensable para su formacién,

Las pruebas se hicieron ya sea con la enzima seca asi como con fa enzima
hidratada. En ambos casos se observd reaccidn aunque no se pudo evidenciar diferencia
en la actividad debido a que este sistema no permitfa resultados cuantitativos . De este
modo, lambién resulta complicado determinar si el tercer compuesto (acetona) proviene

del acetaldehido, del etanol, del CO, o de una combinacién de alguno de ellos.

5.3 Sistemn de Recirenlacion ded Sustrato Disnelto.

Debido a que era importante cuantificar la cantidad de acetaldehido producido,
para de ese modo obiener la cindtica de la reaccidn en condiciones supercriticas, se

diseid el sistema 2, esquematizado en 1a Figura 4.6.



La ventaja que ofrece este sistema, es que ya sea el producto de reaccidin, como

el sustrato emple‘ado en esta, estin disueltos en el CO,SC, por lo que se cuantifican sin

detener la reaccidn.

Debido a que no se conocfa la velocidad a la que se solubilizaba el etanot en el
CO,S8C sc hicieron primero prucbas sin que existiera enzima dentro de la celda,
monitoreando la concentracidn de etanol medianle inyecciones cada minuto al
cromatégrafo de gases. Nunca se logré tener una concentracién homogenea de etanol
en el sistema, por lo que hubicra sido dificil monitorear el avance de la reaccién dentro
del sistema. Uno de los principales problemas es que no estaba en condiciones
supercrflicas (e.g.Tc) todo el sistema, por lo que 1a solubilizacién era minima, Tal vez
si se introdujera ef sistema completo dentro de un horno a temperaturas mayores a

35°C se lograria solucionar el problema.
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6.

Conclusiones

La enzima alcohol oxidasa es estable a una presién de CO, de 100 atm y una
temperatura de 40°C, condiciones que corresponden al estado supercritico de este
compuesto.

La actividad enzimdtica se ve mejorada después de someter a la prolefna bajo
condiciones supercriticas. Al suspender a la enzima en medio acuoso después del
tratamiento con CO,SC se aprecia un incremento de hasta 2.5 veces la actividad
original para 24 horas de exposicién.

El soporte en el que se inmoviliza a la enzima no influye en la activacién que esta
sufre. El fenémeno se observé lanto en soportes rigidos (vidrio de porosidad
controlada y alumina), asi conio en soportes flexibles (DEAE celulosa).

Existe actividad enzimdtica en condiciones supercriticas. Se obtuvieron resultados

ivos que d ran la existencia de una reaccién en este medio.

La enzima es estable y sigue convirtiendo etanol después de 48 horas de permancer
dentro de la celda con CO,SC. Estos elementos indfcan que el sistema es apropiado
para alcanzar altas produclividades en comparacién a otros (e.g. fase gaseosa),

E! papel del agua no pudo ser evaluado ya que no se contaba con un sistema
mediante el cual se pudiera cuantificar la reaccidn. Sin embargo, el agua no inactiva
a la enzima en medios CO,SC. Sc tiene cvidencia de que también la enzima
hidratada tieac actividad catalftica en medios supererifticos.

Serfa importante evaluar el papel del agua hidratando a la enzima con diferentes
niveles de humedad.

Es nccesario montar un sistema para poder cuantificar la actividad de Ia enzima en
condiciones supercriticas; una posibilidad es incjorar el sistema de recirculacién

propuesto en este trahijo.
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« Se observd la formacién de un compuesto que parece ser acetona como resultado de
la accién enzimdtica en CO,SC. Este no ha sido observado en medios acuosos,

disolventes orgénicos o en fase gaseosa.
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7.

Recomendaciones

El trabajo realizado muestra una clara posibilidad de realizar reacciones
enzimdticas en este tipo de medios. Es importante no abandonarlo y tomar en cuenta los
resultados obtenidos para poder avanzar hacia el objetivo final. Las siguientes

consideraciones pueden ser dtilies para logralo:

= El conocimiento de los flufdos supercriticos hasta la fecha es muy vago. En el

desarrollo de este trabajo se encontrd que algunos de los resultados que se reportan

-en la literatura no son 100% confiables. Tal fué le caso de la solubilidad del etanol
en CO,SC. En la literatura se presenta inclusive una gréfica de solubilidad (ver Fig.
5.4 ) pero no se menciona cuanto tiempo debe de esperarse para abtenerla. Al
parecer, y como posteriormente fué confirmado por el autor del artfculo en
cuestién, nunca se logra una solubilidad total, sino que €l etanol se fragmenta y es
en esos fragmentos donde ocurre la reaccién, no en cl seno del CO,SC.

- Todavia no se conoce con exactitud el papel que juega el agua para darle la
conformacién activa a una enzima, ni la cantidad que esta requiere. Es muy diffcil
predecir cudl serd la cantidad ideal para que se Heve a cabo una reaccién en CO,SC.
Tal vez se pueda comparar este medio con el que genera algiin disolvente orgdnico,
por ejemplo hexano, de manera de predecir su comportamiento.

“  Los sistemas propuestos cn csta tesis pueden conducir a obtener resultados cinéticos
reproducibles. Es importante conacer perfectamente que es lo que puede estar
ocurriendo en el interior del sistema. Las hipdtesis que se generaron fueron hechas
empiricamente a través de prucbas fallidas, las cuales proporcionaron mucha de la

informacién que se tiene.
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El sistema de recirculacion puede resultar muy iitif para efectuar estudios cinéticos
Es recomendable para esto encontrar una manera en el que s¢ permita un buen
mezclado del miedio con ¢f sustrato de la reaccién. Al parccer el incremento de
presion ayuda a fragmentar el etanol y mejora su dispersidn.

Otro problema que no se pudo resolver compi fue el contenido de oxfgeno.

En teorfa se necesita una cantidad estequiométrica de este para poder regenerar a la
enzima (ver antecedentes). En este caso el voldmen de CO, que cantenfa el sistema
era desconacido y e} adicionar el aire junto con el etanol (vapores de etanol) tal vez
no {ué la mejor solucidn, Este problema se resolvié parcialmente lienando la boimba
con una mezcla aire-CO,. Sin embargo no se conoce 1a cantidad exacta de Oy

disuelto en el CO,. Es importante optimizar la preparacidn del incdio supercritico.
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