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l. 

Introducción 

La reciente conciencia ambiental ha motivado a los grupos de investigación a 

desarrollar un nuevo lipo de tecnología que no afecle al medio ambiente. Uno de los 

factores que altera de manera más severa al equilibrio ecoltígico es la contaminación 

generada por la industria química la cual produce desechos no reciclabl}!s a corto plazo. 

Muchas de las sustancias generadas artificialmente también existen en la naturaleza 

como producto de algún mecanismo biológico. El empicar estos productos en lugar de 

los sintetizados por la industria química representa una altcrnaliva viahlc al problema 

ecológico. Para ello hace falta emplear los mismos mecanismos que emplea la 

naturaleza para producirlos y desarrollar la tecnología necesaria para escalar su 

producción. El secreto de todo esto reside en las enzimas. Estos calalizadores son los 

responsables de todas las conversiones biológicas que realizan los seres vivos. A raiz de 

lo mencionado anteriormente, en la úllima década se ha incrementado notablemente el 

estudio sobre sus mecanismos, estructura, estabilidad y aplicaciones. 

En la actualid;id. el empleo de cslos biocatali1 .. 1dores en la industria es limilaclo 

ya que su estudio se había enfocado principalmente a su empleo en medios acuosos, 

entorno en el cual se encuentran naturalmente. Es por ello que hasta hace poco se 

consideró y estudió la posibilidad de llevar a cabo reacciones enzimálieas en disolventes 

no acuosos. El ampliar el campo de aplicación de la enzimología constituye un gran 

adelanto que podría iniciar el empleo de las enzimas en sustratos difíciles de solubilizar 

en agua. Se han esludiado diversas técnicas y diversos solvenles para llevar a cabo esllls 

reacciones. Podemos mencionar entre las técnicas inás importantes a las micelas 

invertidas, y como medios de reacción, los disolventes orgánicos. Estos últimos 

presenlan problemas de tipo funcional, ya que además de la posible conlaminación que 

se genera al emplearlos, la separación y soluhilizaci6n de los produclos y los sustratos 



de la(s) reaccion(es) resullan complicados y coslosos. En los úllimos años se ha estado 

trabajando en Ja bLísqucda de medios que permitan la solubilización de los sustratos y la 

fácil recuperación de los productos. Bajo este concepto, varias líneas de investigación a 

nivel mundial se están enfocando actualmente hacia la posibilidad de emplear como 

medio de reacción a los fluídos supercríticos, aprovechando las ventajas operacionales 

qu~ estos ofrecen. 

Los flufdos supercríticos son empleados en la actualidad en procesos de 

extracción debido a las extraordinarias cualidades de solubilización que presentan. Estas 

cualidades en algunos casos llegan a hacer el proceso imluslrial de extracci6n más 

ventajoso que el que emplea solventes orgánicos, por lo que además de estar registradas 

cientos de patentes involucrando fluidos supercrflicos, ya existen procesos industriales 

consolidados que emplean extracción supercrftica. 

El objetivo de esta investigación es estudiar la factibilidad de llevar a cabo una 

reacción enzimática de oxidaci~n en un lluído supercrftico. En el departamento de 

Alimentos y Biotecnología de la Facultad de Química se tiene experiencia en el manejo 

de enzimas en disolventes orgánicos; existen esludios realizados por el Dr Eduardo 

Bárzana sobre el comportamiento de estas prolefnas en medios no acuosos, por ejemplo 

utilizando sustratos en. forma gaseosa. Por otro lado, en el deparlamento de Química 

Analítica de dicha facultad se cuenta con el conocimienlo sobre cromalograffa y 

extracción en fluidos supercrfticos del M. en C. Sanliago Ca pella y con la 

infraestruclura de un equipo de cromalografía supercrftica. La conjunción de la 

experiencia e infraestructura de ambos grupos de trabajo hacen posible y facilitan el 

estudio aquí presentado. 



2. 

Generalidades 

2.1 Fluidos Supercrílicos 

El término de Flufdos Super-Críticos (FSC) no es nuevo. De hecho fue hace 

más de 100 años cuando Hannay y Hogarlh Jos describieron por primera vez (Mc/111}!,/1 

y Krukonls, 1986). El estudio de los FSC se ha incrementado debido a que resultan una 

excelente opción para remplazar a los disolventes orgánicos. Dentro de algunos años el 

uso de estos disolventes será muy limitado debido a restricciones impuestas por 

consideraciones ecológicas y. toxicológicas que se cslan tomando. Es por eslo que 

resulta atractivo utilizar sustancias afines al medio ambiente. Esto es particularmente 

válido para el C02 supercrítico (CO,SC). 

Un medio supcrcrftico es aquel en el que un fluido se encuentra a tempcraluras 

y presiones por arriba de su punto crítico en el diagrama de equilibrio líquido-vapor y 

por lo tanto no se puede licuar al incrementar Ja presión del sistema (FiJ:llra /./), 

Pe 

PRESION 

TEMPERATIJRA Te 

Figura/,/ 
Dio.grama defosu para una surtancia pura. 



El hecho de encontrarse en la región supercrítica le confiere al fluído ciertas 

características muy peculiares corno densidad 1 viscosidad y coeficiente de difusión 

intermedias entre las de un líquido y un gas Tahla /. / 

Propiedad Gns 

Densidad (0.6-2.0)xlO' 
(g/cm'l 

Coeficiente de 0.1-0.4 
difusión lcm'/sl 

Viscosidad (1-3)x JO• 
(g/cm sl 

Tensión superficial o 
(dinas) 

FSC Líquido 

0.2-0.9 0.6-1.6 

(O. 2-0. 7)x 10' (0.2-2.0)x 10' 

(l-9)xlO• (0.2-3.0)x 10• 

o finito 

Tabla 1.1 
Propltdaclts lfpicas dt gas, /fquido y fluido suptrcrltico, 

(Tomado dt Ponct y Trtvilfo 1989). 

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

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

los l!quidos. Por otro lado la alta difusividad (en comparación con la de los líquidos) 

les proporciona una gran capacidad de penetración dentro del soluto. Su baja tensión 

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

quizá la característica más importante es la capacidad de modificar su densidad con 

pequeños cambios en la presión y/o en la temperatura seglín se observa en las Figurn.r 

1.2 y Figura.• 1:3 (NBS 1987)(McHu¡¡hy Kruknnis, 1986). 
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Figura 1.2 
Variad6n lsobdrica dt la dtnshlad del C02 
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Fig11ra 1.3 
Variaddn isolln11ira de la dtnsirlad dtl C02. 

Las consideraciones anteriores son válidas para casi cualquier fluído en 

condiciones supercrílicas. En la Tabla l. 2 se presentan los valores de algunas 

propiedades importantes para los fluídos mas empleados como disolventes en 

condiciones supercríticas: 



Sustancia 

Metano 16 

Etilcno 28 

Dióxido de Carbono 44 

Etano 30 

Hexafluoruro de Azufre 146 

Amoniaco 17 

n~Hexano 86.2 

Etanol 46 

Aeua 18 

Te Pe 

ºC atm 

-83 

9 

31 

32 

45 

132 

234 

243 

374 

45.4 0.16 o 
49.7 0.22 o 
72.8 0.47 o 
48.2 0.20 o 
J7.I 0.74 o 
1l1.3 0.24 1.5 

29.3 0.23 o 
63.0 0.28 1.7 

217.7 0.32 1.8 

Tabla 1.:1 
Propitdatles tle los prl11rlpalts FSC. 
(Tomada tle Poner y Trt•·it1o 1989). 

El FSC más empleado actualmenre es el C02• Eslc poscé la ven1aja de que liene 

punlos criticas relativamente bajos (Tc=32ºC/Pc=73atm), no contamina, es 

económico y no es tóxico, lo cual permite su uso en productos alimentarios y de la 

salud. 

Es de gran utilidad e imporlancia conocer el comporlamicnlo de fases cuando se 

trabaja con FSC. En la Fi1111ra 1.4 se muestra una gráfica para el CO,.en función de la 

Presión Reducida Pr = P/Pc y la Densidad Reducida pr=p/pc para varias isotermas de 

Temperatura Reducida Tr= T/Tc. 



Pr 

Pr 

Figura 1.4 
lsoten11as presid11 de11sitlrul para C02 

De esla gráfica, cuando T < Te (Tr< 1), si se comprime isotérmicarnenle el 

vapor (curva A-D) aparece un líquido de densidad C en equilibrio con el vapor. Al 

continuar con la condensación, el vapor desaparece y la curva C~D corresponde 

entonces a la compresión del C02 líquido. 

Para T's un poco mayores a Te, se pueden alcanzar densidades cercanas a las 

del Jfquido en la región cercana a la Pe. Pequeños cambios en la presión significan 

grandes cambios de densidad. 

Para T > >Te, son necesarias presiones muy alias para obtener densidades 

similares a las del co,.lfquido. 

Corno se mencionó anteriormente, a mayores densidades, mejor poder 

disolvente, por lo que los procesos que involucran el uso de C02SC se llevan a cabo en 

la región sombreada de la Fixura J.4. Se puede inferir cn1onces que, bajo condiciones 



isobáricas, la capacidad disolvente es mayor para T cercanas a Te. Por otra parte, si el 

proceso es isotérmico, el poder disolvente es mayor para presiones mucho mayores a la 

Pe. 

Este poder disolvente ajustable por variaciones en presión y . temperatura 

representa el gran atractivo de los FSC como alternativa de interés a los disolventes 

orgánicos. Sin embargo, la polaridad de los sustratos debe ser tomada en cuenta. Para 

esto se emplean los cosolventes. 

El C02 es una base de Lewis. Su dipolo inducido ácido/base le perinitc solvatar 

en condiciones supercríticas un gran número de sustancias (Lee y Markides, 1990). 

Para modificar su poder solvatantc, se emplean los llamados cosolvcntes que son 

sustancias que modifican la polaridad de la mezcla con C02 • Los cosolventes más 

empleados son metanol, etanol y acetona. El uso de cosolventes tiene sus limitaciones 

pues se deben de conocer bien los puntos críticos de la mezcla, ya que estos varían 

según la concentración de modificador que se le añade (Pagc et al. 1992). En la Figura 

1. 5 podemos observar un diagrama de fases para el C01 en el que se observa como se 

modifican las condiciones supercrfticas al agregar un cosolvente. 

Figum 1.5 
Comportamiento de fas~J dtl C02SC con modljkatlores. 



La curva A nos muestra la zona crí1ica de equilibrio líquido-vapor entre los 

puntos crlticos del modificador puro y del C02 puro. La separación 1-v ocurre por 

debajo de Ja zona crítica, mientras que por arriba de esta se obtiene una sola fase. La 

línea recta que une los punlos críticos de la mezcla indica que los compuestos tienen 

poca desviación de la ley de Raoull; este es el caso en el que los componentes tienen 

propiedades físicas y puntos críticos similares. El comportamiento descrilo por Ja curva 

B es el caso más connín. Ocurre cuando los componenles tienen presiones críticas 

similares pero existen diferencias en temperaturas cr((icas. En el caso de que la 

temperatura crítica de la mezcla sea mayor c¡uc fa de Jos componentes puros se oblcndrá 

una curva tipo C, si la temperatura crflica es menor se obtendrá una curva tipo D. 

Cuando Ja curva de zona crítica es cóncava, línea E, el sislema tiene un 

comportamiento muy desviado de la ley de Raoult. Este comportamiento puede ocurrir 

con mezclas de compuestos polares y no polares (Po¡¡t• el ni. 1992). 

El uso de los FSC es cada vez mayor. Su primer empleo fue como disolvcnle 

para Ja exlracción selecliva en produclos nalurales como cafeína de café y aceite 

esencial de ltipulo, (Mclfu¡:h y Krukm1i.r, 1986).(Poncr y TrrvÍl)o, 1989). 

Recientemente se ha empleado como rase móvil en ·cromalografín a altas presiones (lc•e 

y Markidcs, 1990). Aclualmente se trabaja intensanienle en proyectos de investigación 

dirigidos a evaluar a los FSC como medio de una variedad de reacciones (Jnhns/On, 

1989). Con respecto a esle último punlo, una de las posibilidades más interesantes y 

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

(Nakamura, l 990). 



J. 

Anlcccdcnlcs 

3.1 Enzimas y fonnas de empico 

El empleo de las enzimas para fines industriales no es recienlc. De hecho gran 

parte de los procesos que involucran catálisis biológica se conocen desde hace más de 

un siglo. En la actualidad se esL1n oplirnizando cslos procesos y a Ja vez utilizando el 

poder catalftico de estas proteínas parn generar tecnología. El carnpo de aplicación 

industrial de las enzimas se ha diversificado grandcmrnlc. Encontramos ejemplos de su 

uso en Ja industria medica, analflica, alimentaria, farmacéutica e inclusive en la 

pe1roquí111ica (Wi.reman, 1980). 

La manera tradicional de poner a la enzima en contacto con el sustrato es Ja de 

suspender a la proteína en el medio de reacción. L1 proteína puede csrar encapsulada 

dentro de Ja célula que la generó o encontrarse pura. Este mecanismo es muy simple 

pero implica la ~rdida de la enzinrn al (111ercr recuperar el producto de la rcaccitin. 

Una allernaliva es la de inmovilizar a la enzima sobre un susiralo. Eslo último permite 

el diseño de sistemas continuos además de la posible recuperación \]el calalizador. La 

inmovilización puede aplicarse sobre la enzima libre o sobre el microorganismo 

produclor de esla. Al inmovilizar un biocalalizador se reduce la pérdida de ésle duranlc 

el proceso, lo que aumenta significalivamente su concentración y genera un mejor 

conlaclo con el suslralo (Wiseman, 1980). La enzima inmovilizada puede permanecer 

en el medio de reacción lnnlo como su es1abilidad lo permila. 

Por olro lado, las reacciones enzim:Hicas siempre se han llevado a cabo en 

medios acuosos. Eslo tal vez por ser esle el medio en el que Ja naluralc7..a nos las 

presentó. No cxis1e en rcnlidad una razón comprobada por Ja que deban de acluar bajo 

111 



estas condiciones. En los últimos años se han estudiado otro tipo de medios de reacción 

como son reacciones en fase gaseosa (/Jtfrzmm t•t al. 1989 a y h), disolventes org:foicus · 

(.laks y Klibanov, 1984 y 1988) y fluídos supercríticos (Hammond et al 

1985),(Rando/p/J et al, 1985 y /988),(Nakc111111ra, 1990). 

3.2 Alcohol Oxidasa 

La enzima que se empleó para este estudio fue la alcohol oxidasa, esta es una 

enzima proveniente de levaduras que es cspccffica para alcoholes de cadena corla. Su 

acción catalítica resulta en la oxidación de estos parí! for111ar aldehidos: 

La enzima Alcohol oxidasa proveniente de la levadura Pichia pauoris tiene un 

peso molecular de 675,000 dalions y su temperatura y pH óptimos son respectivamente: 

35ºC y 7.5. 

Dentro de su estructura tiene 65 grupos SH por molécula, los cuales son 

sensibles a agentes oxidantes como el peróxido de hidrógeno, subproducto de la 

oxidación (Caudercc y Bara11i, 1980). Está constituida por 8 subunidades idénticas, las 

cuales es~ín unidas por fuerzas electrostáticas (Patel et al, 1981). 

Esta enzima se puede empicar para producir acetaldehido empleado como 

saborizante ó en sistemas de detección de alcohol. 

Dentro del grupo de Alimentos y Biotecnología de la Facultad de Química se 

cuenta con cxpcricnci3 previa en el manejo de esta enzima (8t1nana ('(al. 1989 a.h). 

11 



3.J Reacciones E11zi111;Uicas en Medios no Ac.-uosus 

Casi todo el conocimiento existente sobre enzimas proviene de su estudio en 

medios acuosos. El empJeo de otro tipo de disolventes para llevar a cabo reacciones 

enzimáticas, expJ(citarnente disolventes orgánicos, podría ayudar a conocer el 

funcionamiento de estas proteínas y a explotar su uso al máximo (Zaks y Klibnnov, 

1984). 

Hasta la fecha exislcn dos aproximaciones al ·empleo de disolventes organicos. 

La primera consiste en disolver a la enzima en una emulsión de surfact.inte. Se agrega 

Ja mezcla al disolvente orgánico y Ja enzima queda arrapada· dentro de Ja micela. La 

característica antipática del surfactante estabiliza a Ja enzinia en formas llamadas 

micelas invertidas (Zaks y Klibmwv. 1988). Si bién esle lipo de acercamiento pone a Ja 

enzima en contacto cercano con el sustralo que calnliza, 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 co.'ias, aumenta su termocslabilidad, cambia su 

especificidad y calalizan suslralos difíciles de solubilizar en agua (Zak.t y K/ibanav, 

1984). 

Es importante aclarar que la acción ca~1Jflica de estas proteínas en disolventes 

orgánicos, también es afectada por el contenido de agua. Esla juega un papel dual, ya 

que por un lado es indispensable para mantener Ja conformación activa de la enzima y 

por el otro es uno de los factores que promueven la inac!ivación. 

Cabe mencionar que la actividad enzimática en estos disolventes es menor a Ja 

observada en medios acuosos. Actualmenle, con el uso de la ingeniería genética, se ha 

logrado sintetizar enzimas capaces de tener una actividad ca~1lflica cercana a la que 

presen1an en medios acuosos (B/anch y C/ark, 1991 ). 

12 



Adicionalrnente a las consideraciones ecoltígicas con respecto al uso de los 

disolvenles orgánicos, la recuperación de los produclos de reacción disueltos en ellos 

resulla muy laborioso. Sería idoneo emplear un medio de reacción en el cual la enzima 

conserve las cualidades que presenla en medios orgánicos, que simplifique el tren de 

operaciones unitarias necesario para la obtención final del producto y además, que su 

empico no tenga repercusiones ecológicas. Recientemente se ha encontrndo que los 

FSC en especial el C02SC pueden resolver los problemas anteriores y además 

incrementan de cierto modo las ventajas de emplear enzimas en disolventes no acuosos 

(Nakamura, 1990). 

3.4 Reacciones Enzimñlicas en Fluídos Snpercrílicos 

La faclibilidad de llevar a cabo una reacción enzimálica en FSC depende 

básicamenle de 3 faclores: 

l. Solubi!jdad del suslra!o 

2. Eslabi!jdad de la enzima 

3. Actjvidad de la cnzjma en condiciones supcrcrWcas 

Solubilidad: 

La solubilidad de los sustratos en FSC se puede predecir teóricamente a panir 

de ecuaciones de eslaclo que involucran sislemas binarios, ternarios o mulliíásicos. 

Experimentalmente, se han hecho estudios sobre Ja solubilidad de biomoléculas como 

esleroles y su comporlamiento con cosolventes en C02SC (Weúcr, 1980). 

13 



F_.stnbilidad 

Existen reportes (Nakamura, 1990) de que muy altas presiones desnaluralizan a 

las proteínas, por lo que el fluído empleado debe de tener presiones críticas no muy 

elevadas. El C02SC no presenta una presión crítica muy alta, por Jo que es un medio 

utilizable. Se publicó un artículo (limi¡¡11c/1i <'/al, 1987) en donde se reporta el estudio 

de nueve enzimas s~mctidas a C01SC seco y con diferentes concentraciones de 

modificadores. En ningun caso se observó gran diferencia entre la actividad original y 

la residual. 

Los primeros estudios realizados se publicaron entre 1985-1986 (Randolpll et al, 

1985), (Hammond et al, 1985). Estos estudios preliminares indican Ja factibilidad de 

realizar una reacción enzimática en FSC. A partir de ·ntonces se empezaron a estudiar 

a fondo diferentes reacciones enzimáticas tanlo en batch como en nujo continuo. A 

continuación se pre.10Cnta una tabla con los principales lrahajos hechos al rc!ipcclo ha~ta 

Ja fecha (Tabla J./): 

t4 



ntima Soportt Rtactor Comliclonts /SustrrUo/ [Agua} 
dt rtaccMn 

Hitlrólisis tic fosfalasa Butch C013SºC 7.6mM S6mM 
P-Nitro-fenil alcalina IOOalm 
fosfato 
Oi1.idaci6n d.: Politi!nnl P.:rlas tfo Dah:h y C02/02 <7.8mM <8JmM 
r.oere1>ul y r- oxiJa!'a vidrio (62- ctmlinuo 36"C 340har 
clom-fonul 14911111) c11r,101 

34"C 340hnr 
Acit.Mfü;is de Lipai;.a Cditayr.:o;i- Bulch co2 souc 11S,6mM O-S7mM 
lrioldna (rr) nn d.: inlt!r· 300atm h 17.6mM 
con 'di.lo c.c;- camhio i1\nicu 
td-ricotbl 1444 1ml 

Alcohólii;is Lipa:-;a Resina de Cunlinun C016QUC 320mM 0-63mM 
tic acetato Je inlercamhio IOOhRr 
etilo con al- iónico 
cohol iso- (44411111) 
amilíco 
Hitlrólisisdc Mitt1sina- Raiz de Batch co1 3.2mM llxl03mM 
glucosinnla- Ráhanu 20/40ºC 
los..,.aliliso- 200hnr 
tiocianatos. 
Oxidación d.: Colc.,.h:rol Perlas de Batch y C01 JSºC lmM S70mM 
Colesterol a oxit.la...a Vidrio(501un) conlinuo IOOatm (h•tcb) (batch) 
3coleslcn 4- O.lmM SSmM 

tcunlinuol tcunlinun) 
Acidólisi!>dt: Lipa. ... R.:i.ina tfo Bnlch C0160ºC 
lricaprilina inlcrcamhio IOOnlm 
con iiddo Mnico 
nléicn r444 uul 

Tran~o,;terili· Suhlilisi- Batch C'014S"'C (11) S6.1M 
caci6n de N· na Carls- ISOhMr (I>) O.S·S'/I. 
acclilfenil- h<rg cnC01 
amitl•(a) con 
elannll/;1 

TobloJ.I 
Rtsumtn dt las nacdonts tnúmdtlcas publicadas llasta 1990 

(Tontada dt Nalarnuro, 1990) 

Retomando los elemcnlos señalados anteriormente podemos sintetizar las 

ventajas que el uso de este fluído (C01SC) ofrece para ser utilizado como medio de 

reacciones enzimáticas: 
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Las condiciones críticas. Te y Pe. son lo suíicientcmen1e bajas como para no 

promover el deterioro de las proteínas y por ende de las enzimas. 

La gran variación de la densidad (i.e.de su poder como disolvente) a pequeños 

cambios en la temperatura y/o presión simplifican la manipulación de la 

selectividad de una reacción. Además, la polaridad puede ser ajustada 

fácilmente con la adición de un modificador por lo que una gran gama de 

sustratos pueden ser disueltos. 

Por su alta difusividad y su tensión superficial de casi cero se reducen las 

limitaciones de mojado y problemas difusionales para catalizadores heterogeneos 

v.g. enzimas i~movilizadas. 

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

empleo de éstas en su seno. 

Las etapas de recuperación de los productos y eliminación del disolvente se 

pueden efecturar mediante una simple reducción de la presión hasta llegar al 

estado gaseoso. Los productos pueden enlonces cristalizarse, absorberse ó 

condensarse dependiendo de su naturaleza. 
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4. 

Materiales y l\tétodos 

Esta sección describe las técnicas emp1eadas para llevar a cabo la determinación 

de la estabilidad de la Alcohol Oxidasa en C02SC. Las etapas seguidas se enlistan a 

continuación y se describirán posteriormente junto con los materiales empleados en 

cada una. Los reactivos empleados fueron adquiridos de casas comerciales y eran todos 

de grado anal!tico 

l. Lavado del soporte (DEAE celulosa, Vidrio de porosidad controlada 

y Alumina). 

2. Inmovilización de la enzima Alcohol Oxidasa. 

3. Incubación en C02SC de la enzima soportada. 

4. Determinación de la actividad en fase acuosa. 

S. Actividad catalítica del polvo enzimático en C02SC. 

6. Hidratación de la enzima. 

7. Sistema de recirculación del sustrato disuello. 

4.1 Lnvndo del Soporte 

Los soportes DEAE Celulosa, Vidrio de Porosidad Controlada y Alúmina 

fueron adquiridos de SIGMA Chemical CO. El procedimiento de lavado para todos los 

soportes fue idéntico: 

(i] Se pesó una cierta cantidad de soporte y se suspendió en una 

solución amortiguadora de fosfatos lmM (pH 7.5) agitándola ¡xir 

IOmin. 

(ii] Se dejó reposar la solución y se extrajo el excedente de líquido. 
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[iii] Se repitieron los pasos [i] y [ii] tres veces. 

[iv] El soporte fué lavado con álkali (pH~l l) y posteriormente con 

solución de HCI para eliminar iones. 

[v] Se filtró la mezcla reS11l~'nte y se lavó exhaustivamente con agua 

deionizada hasta que el sobrenadante presen~'ba un pH~6. 

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

se_co se almacenó en refrigeración. 

4.2 Inmovilización de In Enzima Alcohol Oxidasa. 

La enzima Alcohol Oxidasa (AO) se adquirió de la compañía PROVESTA 

ENZYMES (Bartlesville, Oklahoma) con las siguientes características: Actividad 1371 

E.U./ml, Concentración de proteína 54.72 mg/ml, Actividad específica 25 E.U./mg 

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 centígrados .. La técnica empleada para inmovilizar a la enzima sobre IOg de 

soporte se describe a continuación. Cabe mencionar que para cualquiera de los tres 

soportes se siguió el mismo procedimiento. 

[i) Se pesó el soporte, previamente lavado y secado. 

[ii) IOml de AO se mezclaron con 10 mi de una solución amortiguadora 

de fosfatos lmM (pH 7.5). 

[iii) Se añadió la mezcla de enzima - solución amortiguadora al soporte 

poco a poco mientras se mezclaba y se formaba una pasta 

hunmgcnca. En el casu de la l>l':.AR cclulmm se nt..-ccsitt\ agn.~gar 

5ml más de solución amortiguadora ya que este soporte es muy 

higroscópico. 
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[iv] La pasta formada se introdujo dentro del sistema de secado 

ilustrado en la Fi~11ra 4.1. 

Papel 
filtru-.. 

\_ 

.. -~nzima /soporte 

fl, <\ Y idrio poroso 
y -·- perforado -~ \, '-

Flujo de~ · 7. 
Parte 
inferior 

Figuro 4.1 
T~cnira dt St(arlo dt la tntima inmovUiwtla. 

Este sistema consta de un embudo de fi1tración al que se le hicieron 

pequelias perforaciones en el vidrio sinterizado del fondo. Se colocó 

un papel fillro sobre el fillro de vidrio y la pasta sobre este úllimo. 

Se tapó el frasco y .se conectó a un tanque de N2• Se dejó pasar este 

gas inerte con el objeto de evitar la inactivación de la enzima por 

oxidación. Una vez seco, el catalizador enzimático se almacenó a 

una temperatura de -5ºC y al vacío. A estas condiciones el 

preparado es estable alrededor de 6 meses. 



4.3 lncubaci6ri de la enzima sopm1nda en COJSC. 

[i] L..1 incubaci6n se hizo de la manera que se indica en Ja Fi¡.:11rt1 4.2. 

Bomba l 
tipo 

LJ-· e-ri-in_g_ª_. c9<J-

(b) 

(e) 

1 
Purga de 
co2 

-c9<i-(> 

Enzima sometida 
(d) a 100 atm y 40ºC 

Figura 4.2 
Slsttma para la iric11baddn dt la tnzlma a C02SC 

Se lomaron 20mg de polvo enzimático y se introdujeron dentro de 

la celda (a). Esta es1aba conec~1da a una bomba tipo jeringa (h) la 

cual suministraba C02 a IOOalm. Se eliminó con el C02 el aire 

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

continuación se selló hermélicamenle la celda y se introdujo dentro 

de un baño de agua a temperatura conlrolada de 40"C (T >Te para 

el CO,). 

Una vez cargada con enzima, la celda se incubó por diferenles 

inlervalos de liempo denlro del baño. Paralelamenle se inlrodujo 

denlro del baño un frasco sellado que conlenla la misma cantidad de 

polvo enzimálico pero cxpucsro a una atmósfera de Nifn~gcno (esto 
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con el fin de evitar la oxidación de la enzima con el aire). Esle 

sistema se empleó como control (v.gr. sin tratamiento) y se incubó 

el mismo liempo que el conlenido de la celda (C02SC). 

4.4 Detenuinación de In Actividad en Fase Acuosa. 

[i] Después de la exposición a C02SC se recuperó el polvo enzimálico. 

Este se resuspendió en I mi de una solución amortiguadora de 

fosfa1os lmM (pH 7.5). Para iniciar la reacción se agregó !mi de 

una solución de elanol 8UmM. La mueslra se agiló vigorosamenle y 

la velocidad inicial fue obtenida a partir de las concentraciones del 

acelaldehido formada. Para ello se hicieron inyecciones cada 5 

minulos a un cromatógrafo de gases SIGMA 11 de Perkin Elmer. La 

columna empleada fue: 10% Carbowax 20M Chromo.rorb W HP de. 

6fl y 1!8i11 y las condiciones del cromalógrafo: T1umw=90"C / 

7i,,_.=120"C I T,1,,= 120 I Flujo N1 =10mllmin (acarreador). 

Se siguió el mismo procedimiento para la enzima conlrol. En 

ambos casos las muesiras correspondían a 1, 6 y 24 horas de 

exposición. Esla delerminación se realizó por triplicado. 
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4.5 Actividad Cntairticn del Polvo Enzitmltico en C01SC. 

[i] Esta parle se hizo empleando el Sistema 1 mostrado en la Fi1111ra 

4.3. 

. {a) l 
CO;¡ too alm 

~uu-
,-f::'=~. (1>) .'>-\::/.J. (e) (l""L 

Etanol Reslrictor 

T - 40'C 
Restrictor ._ --- ... Cf't .... _w==-=iJ -"'- ·--u ú- · i ''l"E.;;;mr 

~ 
(/) (<) (d) 

rt =i¡ 
N, Y. . CrumuhíJ,lmfü (li) 

- (gJ a: .. 
Figuro 4,J 

Sisltnta J.-lnyttd6n dirtcla al cromnt61rqfo. 

Se conectó una bomba tipo jeringa (a) que suministraba una mezcla 

de CO, y aire a IOOatm a una válvula de inyección (b). Esta válvula 

en posición de inyección permitía el paso de los vapores de etanol 

contenidos dentro de su "loop" 1(<'). La salida de la válvula estaba 

conectada a una válvula de paso (d), la cual permitía la entrada del 

gas (C01 + vapores de etanol) a la celda que comenra al polvo 

1Dcbido a In iucsi"lcnci:l de \lllil palabra castcllan., p:1rn dcCinir l:t tubcrla cn l:t c¡11c se C01tg:1 l.1 mucs1m 
que ser;\ puesta cn llnc.1 con el Oujo se cmplc.1rt\ In pnlabm dd idiom;1 inglci; "loop•. 
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enzimático (r). Dicha celda estaba enchaquetada manteniendo su 

temperatura a 40"C. El flujo de salida de Ja celda fue controlado 

mediante otra válvula de paso (/) la cual distribufa el contenido de 

la celda a una nueva válvula de inyección (¡¡). El loop de esta 

última2 se llenaba con el contenido de la celda permitiendo que al 

momento de la inyección este se incorporara al flujo de N 2 que 

entraba al Cromatógrafo de Gases. Toda la tubcrfa empleada para 

este sistema tenla un diámetro interno (DI) de 1116 de pulgada y era 

de acero inoxidable. 

El equipo empleado fue un sistema de extracción supercrflica 

SUPREX (Pinsburgh, Pennsylvania)que consta de: 

Una bomba de tipo jeringa con capacidad para 250ml 

de ílufdo a alla presión y una descarga con un rango 

desde 1 a 400atm. 

Un cromatógrafo de gases que utilizaba una columna 

capilar de Car/wwax 20M rntrecruzada L = 25111, DI 

= .25mm y ti/ = .25)1. y las condiciones del 

cromatógrafo: Thonw=90"C 

T,¡_,= 120 I Flujo N7=10m//min. 

Un controlador con el que se podfa regular la presión 

de descarga de la bomba, la temperatura del inyector, 

la temperatura del horno del cromatógrafo y la 

temperatura de la celda de extracción. 

2EI loop de esta celda era i111crno por lo c¡uc no se mueslm cu el di:igrnm:i. 
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Operación: 

El arreglo del sistema permitfa llenar la celda de CO,, aire y 

vapores de elanol manteniendola a 40"C el tiempo deseado de 

incubación. Una vez transcurrido éste, la composición del fluido 

contenido en la celda se determinaba con el cromalógrafo de gases. 

Deb.ido a los problemas operacionales que el sistema anterior 

presentaba y que se discutirán en el siguiente capítulo se ideó un 

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

J~~-H,Y.J ""',... f-w-(,~.J--11 ·-

¡;;¡¡;¡tedClfFiO~ --, 

l~~z:.~-·-

·-~¡=¡1~ 

··-··--~~1-~,!-~4'.i'.¡.¡~~J. 
C02 1ü• ·\~ Enllmll 

\l"\,1' 

~.acifio ~ - --, 

1 L..--.-2:z:1• 
l?~_:- ~ ~¡ . ~""F"- - __J 

(a} Posición de carga (b) PoslclOn de Inyección 

f1gu10 4.4 
lnyecc/611 dincta al cro111atdgrafo con colunu1a 

<mpacada ton PORllPAK N. 

Una mezcla de C01'airi>1 suministrada por una bomba tipo jeringa 

se hacía pasar a través de una válvula de inyección. Esta última, en 

posición de carga (a) permitía llenar el "loop• de vapores de etanol, 

mientras pasaba la mezcla atravesando el reactor que contenía a la 

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

31..'l mci.cln de C02/aire se Jmda de la siguicnlc m.,ncrn: En cr recipiente de la bomba tipojcringri. se 
cotoenb:m IOUml de nirc n l nuu. Después se íntroch1cla11 2:'0m1 de COl n (i~ :11111 y la mc"J.cln $C 
presurizaba hnsla nlc:nnnir IOUalm. 
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Te, dllntle se incorporaba un llujo de N2 que lo acarreaba a una 

columna empacada co11 Pornpak N. En la posici6n de inyección (b) 

se incorporaba el contenido del loop al flujo de CO,taire. En el 

proceso batch, se cerraba la válvula de salida del reactor 

enzimático, mientras que en el continuo esta permanecía abierta. 

Durante la captura de los productos de reacción la prccolunma se 

introducía en un baño de agua-hielo durante 20 minutos para evilar 

que los productos se perdieran. 

El equipo empleado fue básicamente el mismo sistema de 

extracción supercrftica SUPREX utilizado en el caso anterior. 



4.6 Hidratación de la Enzima 

[i] Se colocó una cantidad determinada de enzima dentro de la parle 

inferior de una caja de petri. Esta se introdujo dentro de un frasco 

que contenía algodón húmedo. Se selló el frasco al vacío y se 

introdujo en el refrigerador por 12 horas. De este modo se obtenía 

enzima humeda con buena actividad residual. Se muestra un 

esquema en la Figura 4.S 

- [':''" --=T\=- ---. 
~ .En1jma 

Algod n húmedo 

FiK4.S 
Slsttma para llitlratar a la ~ndma. 



4.7 Sistema de n.ccirculacitín del Sustrato Disucllo. 

[i] Esta parte se hizo empleand.o el Sistcmn 2 descrito en la FiRUr" 

4.6. 

l~-------, 

Figura 4.6. 
Slsttma 2· Recircu/aci6n del sus/rato. 

Una bomba tipo jeringa (a), que suministraba C02 a lOOatm fue 

conectada a una válvula de paso (b), la cual permitía la entrada del 

fluído a una celda de extracción que contenía al polvo enzimático 

(e). Esta celda estaba enchaquetada para mantener su temperatura a 

40"C. A la salida el sistema contaba con otra válvula de paso (J) a 

través de la cual pasaba el lluído a una válvula de inyección (e). El 

flujo proveniente de la celda pasaba por un loop cuyo contenido en 

el momento de la inyección se incorporaba al flujo de N2 que 
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entraba al cromatógrafo de gases (/). Con la válvula de inyección 

(e) en posición de carga, el loop se concclaha a otra válvula de 

inyección (g). El loop de esta última (h) estaba lleno de vapores de 

e~•nol que al momento de la inyección se incorporaban al ílujo de 

CO,. La salida de la válvula era a una cámara de mezclado (i), para 

de ahí pasar a una bomba peristáltica (j). Lo descarga de esta última 

es.taba unida, mediante una T (k) al ílujo proveniente de la bomba 

tipo jeringa (a). 

Toda la tubería empleada para este sistema,tenía un DI de 1/16 de 

pulgada y era de acero inoxidable. El equipo empleado fue el 

mismo sistema de extracción descrito para la técnica anterior 

además de una bomba de pistón marca BECKMAN con una 

capacidad de flujo de IOml/min, una presión de succión máxima de 

300atm y una presión de descarga de 390atm. La columna 

empleada en el cromatógrafo y las condiciones de operación de este 

fueron las mismas que en el sistema anterior. 

Ooeratión; 

El arreglo del sistema permitía recircular su contenido mediante la 

bomba de pistón (Ir) y mantener la presión de 1 OOatm en su interior 

gracias a la bomba tipo jeringa (a). Se cree, que ef problema 

principal de este arreglo era nuevamente el bajo contenido de aire 

dentro del sistema. 
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s. 
Resultados y Discusión 

5.l lncubaclón de la Enzima Soportada en CO,SC 

El objetivo principal de esta investigación consistió en estudiar la estabilidad de 

la enzima Alcohol Oxidasa (AO) en FSC. El primer paso fué determinar si esta sufría 

alguna modificación a1 esL..1.r expuesta a a)L..1.S presiones. Existen información sobre la 

posibilidad de someter a las proteínas a altas presiones (Wrcler, 1980) sin afectarlas. 

Además se han reportado reacciones enzimáticas en este tipo de medios que indican que 

las enzimas no son afectadas drásticamente por estas condiciones (Mcllugh y Krukonis, 

1986), (Taniguchi rt al, 1987). 

Con esta información y conociendo a Kro.r.w modo las propiedades del C02SC 

se procedió a incubar durante una hora en este Ouído a la enzima inmovilizada en 

DEAE celulosa. Como se explicó en el capítulo anterior, se incubó también un control 

que recibió solamente el tratamiento térmico. Al rcsuspcndcr a la enzima en medio 

acuoso y determinar su actividad se observó que el control no presentaba actividad 

producto de una termoinactivación. Por ello se decidió utilizar como segundo control a 

Ja enzima sin tratamiento térmico y almacenada a -5"C. La actividad de esta tíllima fué 

menor que la que prescntaha la enzima que había sido incubada. Esta prueba se realizó 

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

Se procedió entonces a incubar a la enzima por periodos de tiempo mayores. Se 

hicieron pruebas a 6 y 24 horas por triplicado y en todas ellas se observó una clara 

retención de actividad. Cabe mencionar que para los dos tiempos de ·incubación la 

enzima que solamente recibió el tratamiento térmico ta.mbi~n perdió por completo su 

actividad. Los resultados confirmaron el cfeclo de activación de la enzima en C02SC. 
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Su actividad no solo fué mayor que la de la enzima sin lralamicnlo, sino que a mc<lida 

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

apreciar en la Figura 5.1. 
Convcrsidn de etanol ('if,) 

/(}(}~---------

so 

2S 

/j JO 

Tiempo Je l'CAC'eic1n (min) 

-CONTROL 1·FSC J HORA 

- FSC 6 HORAS -· FSC 24 HORAS 

Figura S./ 
Con.-ersi6n dt ttanol para distintos tltmpos dt uposicidn a C02SC 

Esla gráfica nos da una idea de como aumenta la conversión de etanol, y por Ju 

lanto la actividad enzimática, para tiempos grandes de exposición. En esta figura el 

valor de tiempo expresado en las 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 conversión y como el catalizador disminuye considerablemente su 

actividad despues de una hora, se presentan Jos dalos hasta 45min. u pendiente de 

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

relativa que se presenta en Ja Figura 5.2 en función del tiempo de incuhación. 
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Se puede observar un claro aumento de actividad con el aumento del tiempo de 

exposición, por ejemplo, después de 24 horas la actividad es 2.5 veces mayor que la de 

la enzima sin tratamiento y almacenada en condiciones óptimas para retener su 

actividad. 

Una posible causa de este fenómeno de ;ictivaci6n es que el soporte empleado, 

al ser una resina, se deformaba con las altas presiones afectando con ello la estabilidad 

enzimática o la metodología de evaluación de la actividad catalítica. 

3 
AclividatJ relativa 

2.5 

2.0 

1.5 

l. 

º·· 

15 

Tiempo de expn"id~n (hnru} 

Figura 5.2 
A(t/virlad rtlatfra dt In tndma lncubaffa en C01SC. 

Para comprobar la hipótesis anterior se inmovilizó a la enzima en dos soportes 

rfgidos: Vidrio de Porosidad Controlada y Alumina, esto se realizó con el mismo 

protocolo empleado para DEAE Celulosa. Las muestras as! obtenidas se incubaron 

durante una hora en presencia de C02SC y nuevamente se observó que la aclividad de 
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Ja enzima tratada era mayor que la de la muestra mantenida en refrigeración (enzima no 

expuesta), Figura 5.3. 

Estos resultados confirman que el fenómeno de activación que presenta la 

enzima no está asociado a la naturaleza del soporte en el que se inmoviliza. El cambio 

ta1 vez sea en la estructura proleica a través Ue un reacomodo de las subunidades que 

cohforman a la enzima, de manera que al ser sometidas a altas presiones, expresen 

mejor la actividad. Otra posibilidad es que exista algun tipo de interacción química con 

el medio (CO,) que propicie el incremenlo en la actividad. Esto sin embargo, no pasa 

de meras especulaciones. 

Conversión rcl11iv1 de ETOH (%} 
oo~~~~~~~~~~~~~~ 

40 

20 

1_< 1//.--
1' • 

/ , .. 
_/ 

10 15 

Ttempo de n:ac.;i6n en anluci6n (min) 

- Alumina FSC 1 hora+ Vidrio FSC 1 hora .. · Conlrol 

Figura S.3 
Exposlci6n a COzSC de la tndma inmorili:Dda tn soponu rlgláos. 

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

enzima alcohol oxidasa es estable en C02SC. Dos líneas de investigación muy 

32 



interesantes se derivan a partir de los resultados obtenidos. La primera consiste en 

explicar el fenómeno de aclivación. Esla pudría realizarse con un esludio delallado 

sobre la eslruclura de la enzima mlles y después de la incubación. La segunda línea 

sería ta de detcrminnr la factibilidad de conducir una reacción enzimi1.tica en C01SC. 

Esta última consiliuye la segunda parte de esta tesis. 
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S.2 E\·nfuaci611 de la Aclividad Cntnlílica de la Euzhnn JumuvilizmJa en Prcsrncin 

de COzSC 

Para desarrollar esta parte del proyeclo se empicó el sislema dcscrilo en la 

Figura 4.3 del capítulo de materiales y métodos. El soporte que se utilizó fue DEAE 

celulosa debido a Ja disponibilidad que de éste existía. 

Las variables necesarias de controlar eran la cantidad de aire (oxígeno) y la 

cantidad de etanol que era posible solubilizar en C02SC. En la primera parle del 

proyecto se contaba con un reactor de volumen pequeño (1 x 0.5cm~). Se investigó Ja 

solubilidad del etanol en C02SC. Las concentraciones requeridas eran muy bajas {"' 

SOrnl\I) por lo que, en base a la Figura 5. 4, era posible tener esta canlid~d solubilizada. 

FÍ6Ul'tJ5.4 
Suptr/lrlt que mutslra la so/ubilldnd dtl tlanol tn C01SC pam d/ftrtntu T, P 

(Dato11omaJ01 de Pagt ti al, 1992) 

Después de incubar la enzima con vapores de etanol durante 2 horas, se 

determinó su contenido con un cromatógraío de gases y se ob1t1vo el cromalograrna 

mostrado en la Figura 5.5. 
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Figura .J . .J 
Cromalograma ohtrnMo para la convrnidn ~n:.Jmat/ca r1t C02S<..: 

El experimento descrito demuestra claramente que existe reacción catalizada por la 

enzima. Con el objeto de mejorar la productividad del sistema se instaló un reactor de 

mayores dimensiones (4 x O.Scmcl>). La cantidad de enzima era mucho mayor y por lo 

tanto la cantidad de aire necesaria era mnyor. Debido a que el aire contenido en los 

vapores de etanol no fue suficiente para evidenciar la reacción reacción se optó por llenar 

parcialmente de aire la bomba tipo pistón. De este modo se aseguraba que el C02 

estuviera saturado de aire. El nuevo sistema tambicn constaba de una columna de 10 cm 

de un tubo de acero inoxidable DI de 1116" empacada con Porapak N a la salida del 

reactor. Este polimero retiene fuenemente a los compuestos organicos. 

Se hicieron pruebas incubando a la enzima con vapores de etanol para diferentes 

intervalos de tiempo. Es importante mencionar que no se observó una disminución en 

actividad aun después de haber utilizado el polvo enzimático por más de 48 horas. 
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Los resultados de estas pruebas muestran la aparicMn de un tercer compuesto 

Fi~ura 5.6. No se pudo caracterizar este por medio de la cromatograíía de gases por lo 

que se hicieron las pruebas utili:z..indo como dctcclor un espectrógrafo de masas. Los 

resultados indican que aparentemente se está formando acetona Fig 5.6. 

Acelnldehido 
(l~l«\ful) 

Elanol 
(E.-;pcctro 2) 

Acetona 
(E.'l:pt.-ctro l) 

tiempo ~¡ ~1~~1,.....,1_,,_,...., 
(1:40 ICl:(KI 

F1g11m S.6 
Cromatograma1 que muestra In "parlclan lit/ terctr compuesto 

IE-..,t~ crnmalo¡:ranu ~ uhscrvc\ ya~ en la r~ccic\n con enzima~· ao;f como 1:on I• m1.ima hidmlatb. 
Aclcmú conicic.Jcn los th~mpoa de ~tcnción con un hlancu h-=chu do una macla el~ aa:talJchiJu - etanol -
acetona. 
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Figura 5. 7 
Comparación dt tsptrlros (blbllottcn- nacti6n) paro tl rro111n1ograma 

d• la Figura 5.6 

Si bien este producto ndicional requiere ser confirmado, nn procede de una 

reacción conocida pnra a1cohol oxidasa, pues se trata de una carboxilación. Sin 

embargo la presencia de la enzima es indispensable para su formación. 

Las pruebas se hicieron ya sea con la enzima seca asi como con la enzima 

hidratada. En ambos casos se obscrvl\ rcaccidn aunque no se pudo evidenciar diferencia 

en la actividad debido a que este sistema no permit la resultados cuantitativos . De este 

modo, también resulta complicado determinar si el tercer compuesto (acetona) proviene 

del acetaldehido, del etanol, del C02 o de una combinación de alguno de ellos. 

5.3 Sistema de Redr<ulnriún dol Suslrntu lfü1n•llo. 

Debido a que era importante cúantificar la cantidad de acetaldehido producido, 

para de ese modo obtener la cinética de la rcacch.\n en condiciones supcrcrílfcas, se 

diseñó el sistema 2. esquematizado en la Fl~ura 4.6. 
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La ventaja que ofrece este sistema, es que ya sea el producto de reacch.ín. como 

el sustrato empleado en esta, están c.lisuchos en el C02SC, por lo que se cua11litican sin 

c.letencr la reacción. 

Debido a que no se conocía la velocidad a la que se solubifü.nba el e1anol en el 

C01SC se hicieron primero pruebas sin que existiera enzima dentro de la celda, 

monitoreando Ja concentración c.le etanol mediante inyecciones cada minuto al 

cromatógrafo de gases. Nunca se logró tener una concentración homogenea de e1anol 

en el sistema, por Jo que hubiera sido difícil monitorear el avance de la reacción dentro 

del sistema. U no de los principales problemas es que no estaba en condiciones 

supercrhicas (<'.g.Tc) todo el sistema, por lo que Ja solubilización era mínima. Tal vez 

si se introdujera el sistema completo dentro de un horno a temperaturas mayores a 

35°C se lograría solucionar el problema. 
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&STA 
S!UR 
6. 

Conclusiones 

TESIS 
DE lA 

NO DEBE 
BIBUOIECA\ 

La enzima alcohol oxic.Jasa es estable a una presión de C02 de 100 alm y una 

temperatura de 40°C, condiciones que corresponden al estado supercr(lico de este 

compuesto. 

La actividad enzimática se ve mcjornda después de sumclcr a la proteína bajo 

condiciones supercríticas. Al suspender a la enzima en medio acuoso después del 

tratamiento con C02SC se aprecia un incremento de hasta 2.5 veces la aclividad 

original para 24 horas de exposición. 

El soporte en el que se inmoviliza a la enzima no iníluye en la activación que esta 

sufre. El fenómeno se observó tanto en soportes rígidos (vidrio de porosidad 

controlada y alumina). asi como en soportes ílexil>les (DEAE celulosa). 

Existe actividad enzimática en condiciones supcrcrlticas. Se ohtuvicron rcsuHaclos 

cualitativos que demuestran la cxislcncia de una rcncci6n en este medio. 

La enzima es estable y sigue convirtiendo etanol después de 48 horas de penuancer 

dentro de la celda con C02SC. Estos elementos indfcan que el sistema es apropiado 

para alcanzar alms prcxluctividades en comparación a otros (e.g. fase gaseosa). 

El papel del agua no pudo ser evaluado yn que no se conlnba con un sistema 

mediante el cual se pudiera cuantiílcar la rc..iccitln. Sin embargo. el agua no inacl~va 

a la enzima en medios C01SC. Se tiene evidencia de que lambi~n la enzima 

hidraL1da tiene actividad catalflica en medios supercriflicos. 

Sería importante evaluar el papel del agua hidratando a la enzima con diferentes 

niveles de humedad. 

Es necesario monlar un sis1c111a para poder cuantificar Ja actividad de la enzima en 

condiciones supcrcríticas; una posibilidad es mejorar el sistema de recirculaciún 

propuesto en este lmhajo. 



Se observó la formación de un compuesto que parece ser acetona como resollado e.le 

la acción enzimática en C02SC. Este no ha sido observado en medios acuosos, 

disolventes orgánicos o en fase gaseosa. 
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7. 

Hecomendadones 

El trabajo realizado muestra una clara posibilidad de realizar reacciones 

enzimáticas en este tipo de medios. Es importante no abandonarlo y tomar en cucnla los 

resultados obtenidos para poder avanzar hacia el objetivo final. Las siguienles 

consideraciones pueden ser útilies para Jogralo: 

El conocimiento ~e los flufdos supercrflicos fHlSla la fecha es muy vago. En el 

desarrollo de esle lrabajo se enconlró que algunos de Jos resul~1dos que se reporlan 

en Ja Jileratura no son 100% confiables. Tal fué le caso de Ja solubilidad del elannl 

en C01SC. En Ja Jileratura se presenta inclusive una gráfica de solubilidad (ver Fi¡¡. 

5.4 ) pero no se mcriciona cuanto tiempo debe de esperarse para obtenerla. Al 

parecer, y como posteriormente fué confirmado por el autor del artículo en 

cuestión, nunca se logra una solubilidad tolal. sino que el etanol se fragmenta y es 

en esos fragmenlos donde ocurre la reacción, no en el seno del C01SC. 

Todavía no se conoce con cxactilud el papel que juega el agua para darle la 

conformación activa a una enzima, ni Ja canlidad que esta requiere. Es muy difícil 

predecir cuál será la canlidad ideal para que se lleve a cabo una reacción en C01SC. 

Tal vez se pueda comparar esle medio con el que genera algiin disolvente orgánico, 

por ejemplo hcxano. de manera de predecir su comportamienro. 

Los sistemas propuestos en esta tesis pueden conducir a obtener rcsullados cinéticos 

reproducibles. Es importante conocer perfectamente que es lo que puede eslar 

ocurriendo en el interior del sistema. Las hipótesis que se generaron fueron hechas 

emplricamente a lravc!s de pruebas fallidas, las cuales proporcionaron mucha de Ja 

informaci6n que se licnc. 
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El sislema de rccirculación puede resultar muy lÍlil para efectuar estudios cinéticos 

Es recomendable para esto encontrar una manera en el que se permita un buen 

mezclado del medio con eJ sustrato de la reacción. Al parecer el incremento de 

presión ayuúa a fragmentar el etanol y mejora su dispersión. 

Otro problema que no se pudo resol ver completamente fue el cantenicJo de oxfgeno. 

En teoría se necesita una cantidad estcquiométríca de este para poder regenerar a Ja 

enzima (ver antecedentes). En este caso el vohímcn de C02 que contenía el sistema 

era desconocido y el adicionar el aire junto con el etanol (vapores de etanol) tal vez. 

no fué la mejor solución. Es1e problema se resolvió parcialmenle llenando la bomba 

con una mezcla aíre-CO,. Sin embargo no se conoce Ja cantidad exacla de 0 2 

disuello en el CO,. Es imporlan\e oplirnizar la preparación del medio supcrcrl!ico. 
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