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OBJETIVO GENERAL
Realizar un estudio bibliogrifico que permits elegir un reactor a
nivel laboratorio pars inmovilizar a la enzima invertasa, que Ueve a cabo In hidrélisis

de la sacarosa en fructosa y glacosa.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.-Exponer las ventajas y desventajus en los procesos de inmovilizacién

enzimdtica,

2.-Proponer un método de inmovilizacién para la enzims invertass, que

proporcione una buens actividad enzimitica.

3.-Seiinlar los diferentes tipos de r c3 exls para pr

enzimiticos,

‘ 4.-Analizar los pardmetros que intervienen en la eleccién de un reactor

enzimitico.

S.-Proponer un reactor enzimitico de acuerdo a las caracteristicas de

reaccién de Ia enzima invertasa.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

A ultimas fechas 1a tecnologia enzimitica ha temido un gran impacto
on 1a saciedad debido a las mihiples aplicaciones de las enzimas. La biotecaologia ha sido
definida como Ia splicacion de los principios ingenieriles y cientificos tradicionales que
incluyen procesos de fermentacion y catétisis por enzimas sishadas, célulss y particulas
subcelulares en sus formas libres o inmovilizadas. ‘

Nosostros debemos prestar atencién al término  “Ingenierls
Enzimitica” que ¢s frecuentemente utilizado para identificar a éstas como parte de la
ingenieria bioguimica.

L.as enzimas son catalizadores de naturaleza proteica producidos por
los organismos vivos y los cukles regulan la gran cantided de reacciones quimicas que
ocurren en la céfula. Pero éstas no sdlo son importantes desde el punto de vista biolégico,
gino desdc un punto de vista prictico. Las enzimas han sido utilizadas ampliamente en Ia
produccion de numerosos productos alimenticios por muchos ailos, Sus aplicaciones
pricticas en productos fermentados como queso, pan y bebidas alcohélicas data de muchos
siglos atrés, mucho antes de que 1a naturaleza y funcién de 1as enzimsas o ain de los mismos

icroorganiamos, fueran conocidos o entendidos (33).
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Solo en ¢l principio de este siglo, las enzimas fueron mostradas como
los agentes responsables dé todos os procesos de fermentacion, incluyendo los productos

alimenticios fermentados. En 1926, la primera enzima ( Ureasa ) fué cristalizads. Con esto

sc establecié que son compuestos quimicos diferentes con propicdades fisicas y quimi
bien definidas.

Abora es conocide que todas lss enzimas son proteinas compuestas de

grandes cad de aminodcidos. Paralelo a Ias investigaciones sobre su estructura, los

inéticos y termodindmicos de las reacci cstalizadas por enzimas han sido

1

estudiados con mayor detenimiento .

Con fa comprension de Ia naturaleza enzimética y su poder catalitico
Ia industris ha comenvado a explotar estas caracteristicas tan singulares. Las cnzitnas
ofrecen un gran nimero de ventajas como catalizadores industriales sobre los tradicionales
catalizadores imorganicos. El alte grado de cspecificidad por <1 sustrato elimina la
produccion de productos indeseables y de esta forma los costos del proceso disminuyen. Las
etizimas ademis reducen los requeritientos de energia en los procesos, ya que actian s
condiciones suaves de temperatura y presidn.

A pesar de estas ventajas, su uso en aplicaci i jales hia sido

limitado » solo pocos productos alimenticios y farmacéuticos .

Primero ¢ costo de la enzima aislads y purificada s todavia afto.
Esto es debide principalmente 2 Is dificultad de su extraccion de las células, ya que se
requicren grandes cantidades de masa celular para obtener razonsbles rendimientos de la

enzima de interés.

)



Por otro lado 1s mayoria son incstables cuando son removidas de las
células vivas. Otro punto importante es que muchas enzimas son empleadas en forma
soluble en medios acuosos, y es muy dificil y econdmicamente prohibitivo recobrarlas de los
cfluentes del reactor y al final de los procesos cataliticos.

Como ejemplo de Ia aplicacion industrial de In catilisis enzimitica

ey

tenemos a la indusiria panadera que utiliza enzimas como la amilasa y proteasas para el
mejoramiento y ablandamiento de 1a masa, la industria cervecera utiliza Ia amiloglucosidasa
para remover dextrosa y !a 3 - glucanasa para disminuir Ia viscosidad, la industria azucarera
que utiliza !a amiloglucosidasa y amilasa para convertir almidon a jarabes glucosados y
fructosados. Esta Gltima utiliza 1s invertasa para producir aziicares reductores apartir de
sacarosa ( 92 ). .

La hidrélisis de sacarosa por invertasa ha sido seleccionada como una reaccién de
interés a nivel laboratorio por las caracteristicas de reaccién de 1a enzima, Ia obteacién de
sus productos de hidrélisis ( glucosa y fructosa ) de mayor poder edulcorante que la
sacarosa mmm y su posible uso dentro de la industris. Por lo tanto la eleccién de un reactor
es un elemento importante en el desarrollo del proceso de hidrélisis en el cual se pretendan

utilizar a Ia enzima inmovilizada.

“



L1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS
ENZIMAS

Las enzimas mis simples son proteinas de peso molecular de 12 000
hasta 40 000. Las proteinas estin compuestas de pequefios blogues o residuos conocidos
como aminodcidos (a.a.) cuyo peso molecular abarca de 75 hasta 200.

Por consiguiente, la mayoria de las enzimas simples estan construidas
por 100 o 400 residuos de aminocidos,

Debido al gran nimero de a.a. que la naturaleza ha escogido para

téanl

construir moléculas de enzimas, las propiedades de una dependeran en
gran medida de Ia sccuencia de residuos de a.a. en la molécula enzimitica final. La larga
cadena de a.a, que constituye la molécula no se dobla libremente. Mis bien adquiere una
estructura tridimensional definida, Un aspecto que contribuye a la estabilidad de esta

estructura tridimensional en la mayoria de las enzimas son los enlaces disulfuro ( covalente)

entre residuos de cisteina quc actian como uni entre dife regi poli ica

&

Durante muchos aiios tos quimicos han deducido a partir de sus
estudios que ls enzimas tienen un sitio activo donde realmente ocurre la catilisis. Este es
un surco a lo large de un lado de 1a molécula en el cual encaja la molécula de sustrato y es

mantenida fuertemente. Algunas cnzimas grandes contienen mis de un sitio activo por

lécula. Aquellos son a do agregados de subunidades idénticas d

) peso

molecular entre 25 000 y 50 000 con un sitio activo por subunidad ( 87 ).

)



anteriores.

L.- OXIDORREDUCTASAS: Be refiore 2 lag resccicoes redox en Ia cufl los dtomas
de oxigamo, hidrgeno o los clectrones son transferidos eptre las moléculss. Esta clase
incluye las deshidrogenasas, oxidusas, oxigenasas y peroxidasas.

2.- TRANSFERASAS: Estss enzimas catalizan Ia transferancis de un ktomo o grupo
de atomos ( acil, alquil y grupos glicosil ), eatre dos molécutas.

3.- HIDROLASAS: Lss c\;ucs Hevan acabo reacciones de hidrdlisis. Este tipo de
enzimas son Ias mis cucontradas en el campo de la tecnologia enzimitica e imcluye Ias
esterasas, 1as plicosidasas, lipssas y proteasas,

4.- LIASAS: Estas enzimas cwin relacionadss con reacciones de eliminacion ea las
cufles un grupo de étomos es remavido del sustrato. Este grupo incluye ins sldolasas
descarboxilasas, dehidratasss y algunas pectinasas pero no incluye hidrolasss,

5.~ ISOMERASAS: Estas enzimas catalizan isometizaciones moleculares ¢ inchiye las

£

asas intramoleculares,

epi I yu

6.~ LIGASAS: Ta3 la energia necesaria para levar 8 cabo la unién de Ias primeras, como cjemplo

pequelio de enzimas que permiten Is usién de dos moléculas con ruptura de A P, ef que
proporc!on; grandos grupos de acuerdo a los parkmetros

de eate tipo de enzimas tenemos la glutation sintetasa (47).

(6)



ACTIVIDAD ENZIMATICA
Las actividades enzimiticas son ususlmente medidas en términos de
actividad (U), la cudl es definida como la cantidad de enzima capaz de transformar un pmol
de sustrato por minuto bajo condiciones cstindard. Tipicamente esto representa 10+, ;0—" kg.
p&a enzimag puras y 104, 102 kg, para preparaciones industrisles de cnzimas. Otras unidades

de actividad enzimética han sido r dadas. Uno de éstas es el katal (Kst) ¢! cuil se

define como la cantidad de enzima capaz de transformar una mol de sustrato por segundo (1
Kat = 60 000 000 U). Esta es una unidad no prictica y no ha sido todaviz muy bien

ptada. En al i idades de actividad no estindares son usadas como el

Coxhl

Anson y unidades kilo novo, las cudles son basadas en cambios fisicos como baja
viscosidad y son por o general utilizadas cn la industris (47).

La actividad es una medida del contenido de enzima, la cuil es
obviamente de mayor interés cuando la enzima es usadz en un proceso. Por esta razon, las

enzimas son ususlmente vendidas en términos de actividad en lugar de peso. La actividad de

una enzima puede varisr dependiendo de la aplicacién particular de Ia enzima, En ¢

Lo

preparaciones con la misma actividad especifica pueden diferir con respecto a Ia estabilidad y

tener una productividad catalitica (Sustrato total convertido a prod d el tiempo de
vida de el catalizador bsjo dici especificas) completamente diferentes. Las
condiciones para una actividad mixima inicial no son i te las mi para una

estabilidad méxims. Ls cantidsd de cnzima presente o utilizada en un proceso es dificil de

determinar en térmi bsolutos (p.¢j. gr ), debido a que su pureza es fiecuentemente

baja y una proporcion pucde estar en un cstado inactivo o parcialmente activo ( 92-93 ).
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Las enzimas usadas en !a industria s¢ obtienen de animales y tejidos
vegetales asi como de microorganismos (m.o.). Durante afios recientes los m. o. sc han
venido convirtiendo en importantes productores de enzimas para la industria y en general Ia
mayoris declasenzimay usadas hasta shors en Ly industris son de origen microbiano,

Una vez que las enzimas han sido purificadas y concentradas, el
principal objetivo de su manufactira es retener Ia actividad.

Las enzimas para uso industrial son vendidas sobre las bases de una
actividad general, es decir, el conjunto de éstas.

Frecuentemente ¢s encontrada una mayor actividad que ls establecida
por el fabricante. Esto es hecho para asegurar que la preparacién de enzimas tiene
garantizada Ia vida de almacenamiento. El fabricante ususlmente recomienda condiciones
de almacenamiento y la pérdida de actividad bajo estas condiciones. Esto es de primordial
importancia para ¢l vendedor y ¢l comprador de enzimas, que éstas retengan su actividad
durante el almacenamiento y durante su uso. Algunas enzimas retienen su actividad bajo

condiciones de operacion por scmanas y ain  por meses, aunque la mayoria no lo hace (66).

®)



La clave para mantener la actividad enzimitica es mantener la

1.

conformacion, prevenir el desdoblamiento y en su a coval Tres
soluciones son posibles:

1)  Uso de aditivos

2)  Control dela modificacién covalente

3) Inmovilizacién enzimiftica

La scparacion y purificacion de una enzima que proviene de um

organismo requiere primeramente de la ruptura celular, eliminar los residuos de ésta asi
como los ac. nucleicos, precipitacién de proteinas, ullruﬁhr;cién de iz enzima deseada,
separacion cromatografica (opcional), cristalizacidn y secado. El proceso varia dependiendo
de si Ia enzima es obtenida intra o extracclularmente. Entre las diferentes enzimas
producidas a gran cscals tenemos las proteasas, hidrolasas ( pectinasas, lipasas, lactasa ),
isomerasas (glucosa-isomerasa) y oxidasas (glucosa oxidasa). Estas enzimas son producidas

por ciertos microorganismos como Bacillus, Aspergillus, Rhizopus en cl caso de las

proteasas, o el Flavobacterium arb, que produce Iz glucosa isomerasa. Un
dingrama de fujo general para la produccion de enzimas industrialmente es mostrado en la
fig. L1.L

El primer paso en la produccion a gran escala de enzimas es cultivar el

microorganismo productor de éstas. La produccién puede ser regulada y las condici de
fermentacion deben ser optimizadas para la produccién de la enzima. Dependiendo de la
naturaleza intra o extracelular de la enzima en la céluls, el siguiente paso es separar y
purificar Ia enzima ( enzimas extracelulares )

1



Para recobrar enzimas intracelulares el proceso es mas complicedo ¢
involucra Is ruptura de las células y la eliminacién de residuos, asi como de los icidos
nucleicos. Las enzimas intracefulares pueden ser obtenidas incrementando la permeabilidad
de la membrana celular. Algunas sales como el CaCly y otras quimicas como el dirmetil
sulfoxido { DMSO ) asi como también el pH pueden ser utilizados para este propésito. Si la

enzima no es obtenida completamente una ruptura posterior de Iz célula puede ser esencial .

(10)



FIG. 1.1.1 PRODUCCION INDUSTRIAL Y
PURIFICACION DE ENZIMAS

Glandulas

Homugenlzacibn

animales

Tejldas

vegetales

Intracelular

Micraorganismos

extracelular

Extraccitn ‘___ Concentraclon

il

Precipitacion
o Secado

Secado
Producte  Producto
scco liquido
diluida

Prodycto Producto
liquido traecionado
concenirado

11

Producto
estandarizado



Las enzimas son utilizadas en diferentes ramas de la industria alimentaria, A

continuacién se muestra una tabla ( 1.1.1), en 18 que s¢ ilustran sus diferentes usos :

TABLA 1.1.1

FRINCIPALES USOS DE LAS ENZIMAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARM {27)

INDUSTRIA ENZIMA US0s
AZUCARFRA AMILASA HIDROLIZA ALMIDON.
AMILOGLUCISIDASA COMPLETA LA CONVERSION DE ALMIDON
EN JARABE.
INVERTASA PRODUCCION DE DULCES CON CINTRO
SUAVE.
GLUCOSA- ISOMERASA OBTENCION DE FRUCTOSA APARTIR DE
GLucosA.
AVCOIA GLUCOSA-OXIDASA ELIANACION DE GLUCOSA ANTES DEL

PROTEASAS

SECADO DEL HUEVD PARA EVITAR REAC-
CIONES DO MAILLARD,

MEJORAR  PROPIEDADES DEL HUEVO
DURANTE EL SECADO. ALARGAR LA
VIDA DE ANAQUEL DEL HUEVO SECO
COMO DEL FRESCO.

12)




TABLA 1.1.1 { conlinuggion )

PRINCIPALES USOS DE LAS ENZIMAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

NDUSTRIA ENZIMA usas
CIREAES AMILASA CONVERSION DE ALMIDON A DEXTRINA,
INCREMENTO DEL AGUA DE ADSORCION.

PENTOSANASA RECUPERA EL ALMIDON DE LA SEMI-

CARNES Y PFSCADOS. PAPAINA

BROMELINA
AMILASA

CELULASA

TANASA

FOSFATASA

LLA DE TRIGO EN LA MOLIENDA.
ABLANDAMIENTO DE LA CARNE.
RECUPERACION DE PROTEINA DE LOS
HUESOS DE CARNE Y PESCADO.
ABLANDAMIENTO DE LA CARNE.

CONVIERTE ALMIDON A MALTA Y ELI-

MINA TURBIDEZ.

HIDROLIZA LOS COMPLEJQS CARBOHI-
DRATADOS. ]
ELIMINA LOS COMPUESTOS POLIFENG-
LICOS.

HIDROLIZA LOS COMPUESTOS FOSFA-
TADOS.

(13)




TABLA 3.1 { exntisuncion )

PRINCIPALES USQS DE LAT ENZIMAL 2% LA INDLZT=A ALWTLTZSA
NDUSTRR £z v
[RUICS Y HORIALIZAS NARANG 322 ELMINE £ 4EG2 AMARCH °E
127 LTRICSS.
PECTINGCA AUMELTA £1 RENDMENTO. N
LA OBIENCON DE JUGO Y
ABLANDAMIENTD DE FRUTAS.
POLIFENOL-CYASA  PRODUGE OSCURECIMERTO 1
PERDIDA DE VITAMINAS.
PRODUCIOS LACTFOS LACTASA MDROLIST OF LACTOSA
RENINA COAGULA LA CASEINA PARA (A
FABRICACION DE QUESOS.
FOSFATASA AVUDA AL CONTROL EFECTIVO
DE LA PASTEURIZACION.
PANADERA PROTEASA FACILTA EL MANEJO DE LA
WASA DANBO  ELASTICIDAD Y
TEXTURA.
MALASAS SCREWENTA L CONTENIDO DE

AZUCARLS PARA LA FERMENTA-
CICN DE LA LEVADURA.

(14)




TABLA 1.1.1 { continuacion )

PRINCIPALES USOS DE LAS ENZIMAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

INDUSTRIA ENZIMA A0S
VIIMNICOLA PECTINASAS SE UTILIZA PARA CLARNICA-
CION DE WINOS.
GLUCOSA-OXIDASA  PREVIENE LA OXIDACION DE
VINDS.,
DNERSQS LISOZIMA HUMANIZACION DE LA LECHE

DE VACA, CONSERVACION DEL
CAVIAR,INHIRE EL CRECIMIEN-
10 DE L. _BOTULINUM,

as




1.2. ENZIMA INVERTASA

La enzima invertasa fue conocida a mediados del siglo XIX. En 1860
Herthelot descubrié una enzima en la levadura 1a cuil fuc nombrada invertasa debido a sus
caracteristicas de cambiar la direccion de rotacion dptica de una solucion de sacarosa
(Hidrélizis a glucosa y fiuctosa). Es conocida como P - D - Fructofuranosidasa,
fructohidrolasa, EC 3.2.1,26., invertassa, inventina y/o sacarasa.

Esta enzima fue muy popular ya que su accion catalitica puede ser
seguida continuamente con el uso de un polatimetro. Fue una de las enzimas reportadas por
Sorcnisen en 1909, y se hablaba del efecto del pH sobre la actividad enzimitica, esta enzima

fue estudiada después por Michselis-Menten en 1913.
Los problemas que presenta esta enzima para su obtemcion son
debidos a la nsturaleza glicoproteica de la molécula.

La rcaccién catalizada por la enzima es mostrada a cottinuacion,

donde los nameros bajo los compuestos representan la rotacion especifica.

+66.5° +52.2° -93*

(16)



La velocidad de la reaccion puede ser seguida mas convenientemente

cn un polarimetro desde que existe un cambio molar neto en la rotacion de 87°. Debido a la

inversion de la rotacién ( +66.5° a -20.5° ) de la solucién durante la reaccion, a la enzima
se le dio el nombre de invertasa,

Una mol de sacarosa produce una mol de ghicosa y una mol de
fructosa, 342g. de sacarosa producen 360g. de azicar invertido. La velocidad de
produccién de glucosa puede ser también scguida por el método de cromatografia de
glucosa - oxidusa ~ peroxidasa ( 87 ).

f-Fructoforanosidasa se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza y esti presente en plantas, animales y microorganismos. Se ha encontrado la
enzima en la saliva de algunos invertebrados.

Existen dos tipos dec enzimas, § - Fructofuranosidesa y o -
Glucosidasa, las cuales hidrolizan 1a sacarosa. La union glucosidica cn la sacarosa contiene
los grupos reducidos de D - Glucosa, y D - Fructosa, Un tipo de enzimas hidroliza la union
entre el C(2) - O(P - Fructofuranosidasa ) y la otra hidotiza la unién emre el C(1) -0 ( &0 -
Glucosidasa ).

La mejor forma de distinguir cntre las dos enzimas es utilizando dos
trisaciridos, rafinosa y melesitosa. o - Glucosidasa dirige su especificidad hacia 1a molécula

de glucosa de la sacarosa incluyendo la posicién del Carbono-6.

a7



La modificacién decl Carbono-6 de esta molécula evita que o -
Glucosidasa puede hidrolizar al sustrato. En la melesitosa el residuo ghicosidico unido a In
fructosa no es modificado, y asi, la a - Glucosidasa puede hidrolizar a la melesitosa. La
conversion 1s realiza la verdadera B - Fructofuranosidasa. Su especificidad es dirigida hacia
la molécula de fructosa de la sacarosa y la modificacion de esta molécula, como en I
melesitosa, evita que el compuesto sirva como sustrato.

La principal fuente de obtencion de la invertasa es la levadura.

Dentro de los microorganismos productores de esta enzims se pueden mencionar:

Saccharomyces cereviciae

_ Saccharomyces caribergensis
Saccharomyces pastoranium
Candida utilis

(18)



1.2.1.PROPIEDADES Y USOS DE LA INVERTASA

Las siguientes propiedades han sido descritas para f§ -
Fructofuranosidasa. Los valores de Km para sacarosa y rafinosa son de 0.016 My 0.024 M
respectivamente. Para poder apreciar Ia actividad sobre la rafinosa, se deben tomar altas
concentraciones de sustrato. El pH 6ptimo de !a enzima se encuentra en un rango de 4.5 a
5.5. La temperatura de la enzima se encuentra en un rango de 15°C a 30°C. aunque se ha
observado que la enzima es estable alrededor de los 35°C.

La enzima es inhibida por yodo, por iones de metales pesados ( Hy'2,
Ag*l, Cu*? ), anilina, m-toluidina, alcohol en concentraciones de 20 a 30% destruye en un
50% Ia actividad de la invertasa. El yodo acetato y el ferrocianuro tienen muy poco efecto
cn su actividad. Se ha demostrado que la invertasa es inhibida por el sustrato (sacarosa) a
altas concentraciomes ( por arriba del 20% ) y sus productos de hidrolisis. La B-
fructofuranosidasa, no presenta actividad sobre el isomero de la sacarosa, en el cuil la
fructosa estd en forma de piraniosa.

Industrialmente la invertasa se obtiene a partir de Saccharomyces
Cerevicine, su peso melecular es de 270 000 D y ha sido determinado por la media del
cquilibrio de sedimentacion . Su akto peso molecular se debe a la presencia de carbohidratos
en un 50% unidos a ella, predomina manosa y en pequefio porcentaje la glhicosamina, la cudl
como ya se menciond con anterioridad se define como una glucoproteina (87).

En la fig. 1.2.1. sc muestra la temperatura Gptima para la actividad de
In cizima y en la fig. 1.2.2. s¢ observa la actividad de varias enzimas en funcion de pH.

(19)



FIG. 1.2.1. TEMPERATURA OPTIMA
PARA LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
LA INVERTASA
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FIG. 1.2.2. ACTIVIDAD DE LA INVERTASA
EN FUNCION DEL PH
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En Ta tabla siguiente  1.2.1 ) se muestran las principales propiedades

y caracteristicas de la invertasa

TABLA 1.2.1

PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DE LA INVERTASA (90)

oana FUENTT 120" V(RELATIVA) Mmmal/l pHopt . SUSTRATO
DALYCMS
INVERTASA® LEVADURA ] ——————— L XTI 244 SACAROSA
" LEVADURA 170 ———atainis 240109 244 RAFINGSA
el LEVADURAcsy — b e ——— 4 BACARGSA
i NEURORSPORA — — —— 2.4 SACAROSA
CROMA® .
- LREVADURA - 204103 4 SACAROGA
b ILTUBEROSUS - 1.00 —— L SACAROSA
017 — s RAFINOSA
0.0 — H MELOSITASA
ne N CRASSA - 1.00 [X1e ] o s BACAROSA
an £8:107 s RAFINOSA
0.5 330t s B-METH.

*  AJRUCTORILANORDASA

A} ENYA MGIMA ERINA U CONTINE BT
L] KmAl\’NﬂmDﬂmAmﬁlﬂ'ﬂMﬂluA
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LSOS MAS COMUNES DE LA INVERTASA

La principal aplicacién de 1a invertasa es en la produccion de azicar
invertido. Es utilizada en la industria pastelera, en la produccidn de licores, en helados donde
debe evitarse la cristalizacion de los aziicares, en el relleno de chocolstes, para evitar
cristalizacidn de jarabes y en fabricacién de mieles artificiales.

La hidrolisis de la sacarosa por invertasa ha sido seleccionada como
una reaccién modelo de interés industrial por lo que ha sido ampliamente estudiada, y s¢ han
requcrido de nuevos métodos como la inmovilizacion en su utilizacion.

Una propiedad de la sacarosa anmteriormente mencionada es su
capacidad de hidrolizarse, ya sea por accién enzimitica o por accién Acida, aunque ésta
ultima produce un color rojizo en el azicar invertido obtenido, hay caramelizacién,
caracteristica que no se presenta en la hidrolisis enzimética.

Ei azicar invertido ( glucosa- fructosa ) es conocido dentro de la
industria confitera como dextrosa y levulosa respectivamente. Una de las principales
razones del use de azicar invertido es que puede prevenir o ayudar a controlar ¢l grado de
cristalizacion de 1a sacarosa. Existen dos causas:

- Tanto la levulosa como Ia dextrosa se cristalizan més lentamente que la sacarosa, de
modo que la sustitucién de una parte de sacaross por aziicar invertide disminuye la
cﬁﬁuci(m répida durante ¢l enfriamiento de los jarabes, cuando la mayoria de los cristales
so forma y durante el almacenamiento subsecuente, cusndo més cristales se agrandan y
precipitan,

(23)



Una mezcla de sacarosa y azicar invertido cs mas soluble cn agua que
la sacarosa sola. El aumento en la solubilidad equivale a una disminucion en 1la

cristalizacion,

Como se¢ menciond con anterioridad la sacarosa puede ser hidrolizada
por un medio dcido o por enzimas. El producto consiste en una mezcla I:1de glucosa
y fiuctosa estos productos de hidrélisis son méas dulces que la misma sacarosa. La hidrélisis
enzimatica, llevada acabo por invertasa, produce un producto de mayor pureza que la
hidrolisis dcida. Aun pensando que la produccion de azicar nvertido con enzimas solubles
es relativamente barato, se han realizado ciertos intentos por inmovilizar la enzima para la
produccién en continuo de jarabes con azicar invertido. La ifivertasa es una enzima

relativamente estable y su inmovilizacién da como resultado tiempos mayores de vida ( 71 ).

(24)



INMOVILIZACION PE LA INVERTASA

En 1916, Nelson y Griffin observaron que la invertasa de levadura (
EC 3.2.1.26. ) adsorbida en carbon podia catalizar la hidrolisis de sacarosa ( 87 ). La
invertasa provenicate de levadura fue atrapada en fibras de triacetato de celulosa y cvaluada
para su uso industrial ( 49 ),

En su forma inmovilizada la enzima tuve una activided y estabilidad
aceptable bajo condiciones de operacion, especialmente a altas concentraciones de sacarosa
donde la enzima en solucién mostré una scvera inhibicion por el sustrato. Se concluyd que
se observaron difercncias entre la invertasa libre y atrapada debido a efectos difusionales.

En un estudio de imvertasa proveniente de Candida utilis
inmovilizada en celuloss porosa, se concluyé que los impedimentos difusionales ayudan a
minimizar la inhibicién por sustrato ( 19 ). Bajo las condiciones utilizadas, las barreras de
difusién internas y externas contribuyeron a cste efecto. Asi, las barreras de difusion, las
cudles normalmente son una desventaja para la utilizacion practica de enzimas inmovilizadas,
¢ csos casos, influyeron sobre ¢l comportamiento cinético de ia invertasa inmovilizada de
una manera positiva.

Invertasa, otrapada en poliacrilamida, retuvo 90% de su actividad
inicial después de cstar en operacion continua por 450 dias a 30°C ( 40 ). Altas
concentraciones de sacarosa ( 30-50% ) dieron como resultado un incremento eu la
resistencia a! flujo en una colurmna de operacion debido al aumento de la viscosidad de Ia
solucién ( sustrato ).

(25)



Estos y otros estudios sobre invertasa inmovilizada indican el interés y

el p jal uso de preg iones para la produccién continua de azicar invertido a nivel
industrisl, Sin cmbargo, el escalamiento de procesos para la utilizacién de la enzima, no han
sido a la fecha reportados.

A continuacion se presenta una tabla ( 1.2.2. ) en la que se presentan
diferentes formas de inmovilizacion de la invertasa asi como las caracteristicas mis

importantes.
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TABLA 1.2.2

INMOVILIZACION DE LA INVERTASA

SOPORTEMRTODO DE REND INIENTO COMENTARIOS REF.
IMOVILIZACION § ACTIVIDAD
AMEBERLITA ADSORCION 30 NO HUHO DESURCION

EN E! REACTORSH MAN-
TUVO | MISAPH =34 A
e,

VIDRIODOROSO.  ADSORCION o3
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ESTANLE QUE LA ENVIMA
NATIVA.

FIHRAS Di: A. ATRAPAMIENTO pLE L) VIDA MEDIA DL 3300 DIAR

TRAFAMIENTO MAS ESTARLH QUE 1A

( TRIAQUTATO NATIVA, Pii=4 3 A JFC.

DE CFALOSA.

DEARCELULOSA  ADSORCION 0
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TABLA 1.2.2.{ continuacion )

INMOVILIZACION DE INVERTASA

SOPORTEMETODO DE

VIDRIO PORGND

ENLACI COVALENTI®

ACTIVIDADA COMENTARIOS
INHMOVILIZACION

W

REF.

VDA MEDIA 1 NITRA.
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0 JUNICO
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CNCELULDSA HICHON PUR CLOROMER -
CURORINZOATC Y PLA-
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MOVILIZADA CON TA
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LORISDE K. K1, Kp

IN UN 2484,
6% K151 CTIVAMIN
TE S [OGRG UNA
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BE § A ENZIMA INMOVI-
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TABLA 1.2.2 ({ cominuacion )

INMOVILIZACION DE INVERTASA

SOPORTEMETODC DX

HBRAS D
-AMLHODON

MEMHRANAS
DE COLAGENO

SULFONICO

(IRC 50) CON
URUVO FUN-
CIONAL CAR.
BOXILICO

(IRC 410) CON

NAL
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(Ik 4%) CON-
GPO. FUNCIO-
NAL AMINA-

TERCIARIA

FNTRECRUZAMILENTO

ATRAPAMIENTO

ADSORCION

ADSORCION

ADSORCION

ADSORCION

ADSORCION

ACTIVIDADE COMENTARIOS
DBOVILIZACION-

n

2

18

REF.

SE LOORT UNA MAYOR
ESTABILIDAD

ACTIV. POR 30 DIAS. &0
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®

®

®
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TABLA 1.2.2 { continuacién )

INMOVILIZACION DE INVERTASA

SOPORTEMETOLO DE ACTIVIDADS COMENTARICH REF.
INMOVILIEACION
200w ADSORCION bt

GRUIO FUN-
CIONAL 3L~
FONICO

(TRA ADSORCION 31
ORUPO AMN-
CIONAL AMINA
CUATERNARIA

(WA 93) ADBORCION 50 N0 OCURRE DESORCION A
ORUFC  FUN- 30°C CON BUFFIR DE ACE-
CIONAL AMINA TATO DE S0DIO A PiE=3.
TERCIARIA
SULFATODE - ENCAPSULACION 220 TEMPERATURA  OPTIMA
CELULOSA DE LA INVERTASA SOLU-

DE
£065"C.A ALTAS CONCEN-
TRACIONES DI SUSTRATO
LA ACTIV. DISMINUIYL. -
CONSIDERAHLEMENTI: -
DESDE UN 15-68'

)

)
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1.3. CINETICA ENZIMATICA

La cinftica enzimitica estudia las velocidades de las rescciones
catalizadss por cnzimas. Es convenieate, por lo tanto, tener conocimiento del tipo de

reacciones que se desarrollan en procesos catatizados por ellas. Estos pueden ser:

REACCIONES SIMPLES
La reaccién mis sencills pars un proceso catslizado por uns enzima

corresponde a :

ENZIMA (E) +SUSTRATO(S) >COMPLEJO(ES) —>ENZIMA +PRODUCTO

L €

REACCIONES DE ORDEN CERO
Las velocidades de las reacciones catalizadas por enzimas son de
orden cero ( con respecto al sustrato ) cuando la enzima se encuentra saturada con el
sustrato y 1a cantidad de producto formado por unidad de tiempo resulta dependicate de la

concentracién de enzima.

(Eo)K = (P)/t = Ke w

D)



En donde Ko { Constante observada de la velocidad de reaccion ) es
una constamtc quc cambia con la concentracion de la enzima micntras que K ¢s una
conslante verdaders independiente de dicho valor. La velocidad de reaccion de orden cero
es independiente de dicho valor. La velocidad de reaccion de orden cero es independiente

dc 1a concentracion de sustrato. Su formula general puede escribirse como ©

-dcidt = Ko = KoC (2)

En donde C es la concentracion inicial de sustrato que decrece con el

tiempo ( 29, 51).

REACCIONES DE PRIMER ORDEN

Las velocidades de las reacciones catalizadas por enzimas son de
primer orden ( con respecto al sustrato ), cuando la enzima se encuentra saturada con cl
sustrato cn proporciones menores al 5% y la velocidad de reaccion observada resulta

dependiente de la concentracion de enzima y sustrato,

(Ee)K = (23/t) log(So/5) - Ko 3

En una grafica del producto formado contra el tiempo de una reaccion

catalizada por una enzima, se obtienc una curva semejante a la de la fig.1.3.1
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La primeta parte, conocida con el nombre de estado preestable,
comesponde a un periodo de tiempo corto en el que se equilibran las reacciones

correspondientes a Ia ecuacitn general:

g+s Kiogs K + [ ] (4)
<XKI_ <K,

La segunda parte, corresponde a una reaccién de orden cero, ya que
In enzima se encuentra totalmente saturada con el sustrato.

La tercera pante de velocidad decrecicnte, puede corresponder a una
reaccion de primer orden, ya que factiblemente su pérdida de velocidad se debe a que la

enzima se encucatra cada vez menos saturada con el sustrato ( 29, 51).

Come s¢ mencioné con anterioridad las enzimas som sustancias
aliamente complejas, de alto peso molecular, de gran tamasfio, de composicién dificil de
precisar y ademés presentan el fenémeno de saturacion por sugtrato y producto, Por lo tante
no es dificil de extrafiar que muchos parametros afecten la velocidad de reaccién. Eatre los

mis importantes se encuentran la temperaturs, pH, concentracion de sustrato.
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Para explicar Is actividad enzimitica, en la cual s¢ forma un producto

apartir de Ia interaccién enzima-sustrato, tenemos e! modelo cinético propuesto por

Michaelis-Menten (M.M.)
v= Ymar§ (C)
S +Km
Donde: s = Concentracién del sustrato

Vo = Velocidad mixims.

Km = Constante de Michaelis - Menten

v = Velocidad inicial de reaccién con una concentracion

determinada

La ecuscion de Michaelis-Menten describe el comportamiento que
prescata la mayor parte de las enzimas con respecto a la concentracién de sustrato. La
constante Km se define como la concentracion de sustrato a la que Ila velocidad de 1a
reaccion es la mitad de In mixima. Por lo tanto, & una enzima tiene un valor pequeiio de
Km, consigue una cficiencia catalitica méxima a bajas concentraciones de sustrato. La

magnitud de K varia ampliamente con la enzima y con Ia natursleza del sustrato,

La fig. 1.3.2. es la forma esquemitica de la ecuacidon de Michaelis-
Menten, se grafican Ia velocidad de reaccion y la concentracién de susirato. Podemos
obscrvar que et orden de s reaccién va cambiando de acuerdo con la concentracién de
sustrato respecto a Km. En el inicio tenemos uns reaccién de primer orden donde la
concentracién de sustrato<Km, al incrementarse la concentracion del sustrato se produce un
cambio on el orden de la reaccion, es decir, una reaccion de orden cero [S] > Km, lugar

donde se tiene una Vmax de reaccidn.

(%)



F1G. 1.3.2. GRAFICA DE MICHAELIS -
MENTEN

|

cero orden
respecto de [ 5]

prirhjar orden respecto de [S]

Km (s}

36



Un método mejor para determinar los valores de Vmax y de Km fué
formulado por Hans Lineweaver y Dean Burk en el que utilizaron ¢l reciproco de la

ecuacion de Michaelis-Menten, La ccuacién obtenida es:

I/iv=1/Vmax + (Km / Vaax)(1/S) ®)

Esta es una ecuacion lineal en 1/V y 1/ (5] .Si se representan estas
cantidades, ¢l método de Lincweaver-Burk o de los dobles reciprocos, Ia pendiente dc I
linea recta es Km/Vmax, la interseccidn en 1/V ¢8 1/Vmax y la interseccion con Ia abscisa es -1
IKm { fig. 1.3.3.).

Una desventaja de esta representacion ¢s que la mayoria de medidas
experimentales implican [ S ] relativamente elevadas que se acumulan en la parte izquierda
de la grafica. Ademis, para valores pequefios de [S] , pequeios errores en v conducen a
grandes errores en 1/V y de shi se obtienen grandes emrores en Km y Vmax,

En general, tos grificos de Lincaweaver-Burk son valiosos para la
presentacion visual de los datos cinéticos y son ademis, itiles en ef anilisis de datos

cinéticos de enzimas que requiercn mis de un sustrato.

(kX))
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EFECTO DEL TIEMPO EN LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Cuando se cfectia una reaccion enzimatica, s¢ observa un aumento en
|a concentracion del producto y una dismmucion en la concentracion de sustrato hasta que
la reaccion termina o alcanza su punto de equilibrio. [El cambio observado en la
concentracion inicial respecto al tiempo se denomina velocidad inicial de reaccion y, en
general, s¢ expresa en unidades intemacionales o moles de producte por minuto.

La fig. 1.3.4. representa la curva obtenida en una reaccion

‘£

ica y su dependencia del tiempo. Como podemos observar, la concentracién del
producto se va incrementando con el tiempo hasta llegar a un punto miximo en el cudl la
curva se manticne constante y ya no cxiste ningin incremento en la concentracion del

producto con el paso del tiempo.
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FIG 1.3.4 EFECTO DEL TIEMPO EN LA
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A medida que se sumenta Ia temperatura ocurren dos reacciones
simultineas:

1.- La velocidad de reaccién aumenta como sucede en todas las reacciones quimicas
normales.

2.- La estabilidad de la enzima disminuye por inactivacion térmica. Las constantes de
reaccion aumentan con la temperatura. Este efecto fué descrito por Arrenhius ( teoria de
colisiones ) mediante la ecuacion K = A exp( -E /RT ), donde K es la constante de velocidad, E
es Ia energia de activacion, R es la constante de los gases y T ¢s 1a temperatura absoluta. La
cantidad A ( constante dc Arrenhius ) representa s frecuencia total de colisiones entre Ias
moléculas que reaccionan. El factor exponencial ( -E/RT ) representa Ia fraccion dc
colisiones moleculares que posee una energia de activacion igual o mayor que la energia de
activacion E , En las reacciones catalizadas por enzimas Ia energia de activacién oscila ettre
4000y 20 000 cal / mol .

En la fig. 1.3.5. se muestra el resultado de estas dos reacciones. En la
curva podemos contemplar que al principio hay un sumento en la velocidad de reaccién
debido al incremento de ls temperatura, hasts llegar a una temperatura dptima de reaccién
donde se observa la mixima velocidad, al superar ests temperatura la velocidad de reaccion
disminuye hasts llegar a un nivel minimo, esto es debido principalmente a Ia inactivacion
térmica de la enzima.

1)
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Las enzimas son moléculas anfotéricas que contienen un gran niimero
de grupos écidos y bisicos, situados principalmente en la superficie. Los cambios sobre
estos grupos varian, de acuerdo a sus constantes de disociacion y el pH dcl medio. Esto
afectard la carga neta total de Is enzima y Ia distribucion de cargas en la superficie exterior
de éstas, ademais de la reactividad de los grupos cataliticamente activos.

Existe un pH caracteristico para cada enzima, cn el cudl la cargs neta
de la molécula es cero. Este es conocido como el punto isoeléctrico ( PI ), en el cuil la
enzima generalmente ticnc una minima solubilidad en soluciones acuosas. De una forma
similar ocurre en las enzimas, la distribucién de cargas sobre el sustrato, producto y
coenzimas seré también afectado por cambios en el pH.

Existe también un pH 6ptimo, en ¢l cuél la actividad de Ia enzima es
mixima, por encima o por debajo del cudl, Ia actividad disminuye (47).

Cuando s¢ hacen modificaci del pH alrededor del sitio Sptimo, la

actividad de |a enzima se modifica, pero se vuelve s 1a normal si ¢l pH regresa al optimo, En
otros casos uns modificacion amplia del pH puede provocar la desnaturalizacion de la
proteina con destruccion isreversible de Ia actividad enzimitica. Algunas enzimas muestran

rangos amplios de pH en los que actian a Vmax.
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El pH dptimo varia de una reaccion reversible y una reaccion no
reversible. La variacion de actividad con el pH, se encuentra en un rangoe de 2 - 3 unidades
de pH, cambiando asi ¢l PI de la enzima, esto se presenta principalmente en procesos
reversibles. Condiciones extremas de pH, causan una dependencia del tiempo-temperatura y
conllcvan a una desnaturalizacién irreversible ( 47 ).

Cuando las cnzimas son inmovilizadas s¢ producen cambios ¢n ¢l pH
dptimo de éstas. La explicacion de estos cambios s atribuyen al microambiente de la
enzima. Este fendimeno es debido a la desigual distribucion de los ioncs hidrégeno, hidroxilo
y la carga de los sustratos. La concentracion local de iones hidrogeno en la cercania del
soporte-cnzima depende de Ia carga del soporte. Si esta cargado negativamente ocurriri una
acumulacién de iones hidrégeno en su superficie, si su carga es positiva, sc acumularan iones
hidréxilo.

* Por cllo, en la supcrficic del soporte donde se encuentra localizada la
enzima, el pH serd mayor o menor que en el seno de ta solucion, creande un cambio en ¢!
petfil de pH.

Otros muchos factores ambientales pueden afectar la actividad
enzimitica, éstos incluyen !a filerza ionica del medio, 1a presion (especialmente si uno de los
reactivos es gaseoso ), los buffers empleados, Ia pureza de los reactivos y de la enzima, ctc.
Todos ellos” deben determinarse  experimentalmente, o por lo menos escogerse

arbitrariamente y mantenerios constantes d cusalquier estudio enzimatico (94).
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1.4. INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Desde un punto de vista prictico, el término emzima inmovilizada,
puede ser definido como un sistema o preparacion en el cuil una enzima es fijade en una
regidn definida en el espacio,

La enzima puede ser fijada por uno de Jos muchos mecanismos
existentes a Ia superficie de un soporte slido, o limitado fisicamente en un medio solido o 2
una barrera liquide, El uso de enzimas en aplicaciones industrisles ha sido limitado a ciertos
productos alimenticios y farmacéuticos por muchos factores,

Primero, ¢l costo actual de 13 obtencién y purificacién de enzimas es
todavia elevado. La fuente principal de las enzimas son las células vivas, por lo tanto se
necesita primeramente realizar una preparacion de éstas. Tomando en cuenta que cads célula
contiene alrededor de L000- 2000 enzimas, se requieren grandes cantidades de masa celular
para obtener una razonable produccion de la enzima de interés, En adicién a lo anterior, se
necesita dec métodos de separacién muy delicados para obtener la enzima de los residuos
celulares sin daiiarla.

Segundo, la mayoria de las enzimas son inestables cuando son

separadas de las célulss,
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Tercero, muchas enzimas son empleadas en forma soluble en medios
acuosos, lo que hace dificil y economicamente prohibitivo tecobrarlas de los efluentes del
reactor al final de un proceso catalitico,

Muchas de csas limitaciones pucden ser evitadas con el uso de
enzimas inmovilizadas, durante la dltima década la ingenieria enzimitica ha mostrado un
interés creciente en csta tecnologis.

Si comparamos las ventajas de las enzimas immovilizadas sobre las
enzimas solubles sc puede explicar este creciente interés. Las enzimas que son muy caras,
cuando son inmovilizadas, pueden ser reutilizadns. Los procesos que involucran enzimas

d los

inmovilizadas pueden ser operados continuamente y controlados mas ficil
productos son scparados sencillamente de la enzima que cataliza Ia reaccion y en algunos

casos las propiedades de la enzima (estabilidad ) pueden ser alterados favorablemente por la

inmovilizacién, se ha encontrado también que se reéd favorabl la

por
producto.

A la fecha solo pocos procesos basados sobre enzimas inmovilizadas
son operativos a escala industrial ( tabln 1.4.1). Todas estas aplicaciones son ejemplos de

T i como Ia h

Ve s

y la isomeri ion, R i mas

complejas hacen necesario el uso de coenzimas que no han sido todavin desarrolladas para
uso industrial, Estas reacciones, sin embargo, tienen un gran potencial para la utilizacion en

la catalisis industrial ( 36 ).
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TABLA 1.4.1.

APLICACIONES POTENCIALES DE CELULAS Y ENZIMAS
INMOVILIZADAS EN LA INDUSTRIA

PRODUCCION DE L~ AMINOACIDOS

PRODUCCION DE JARABE DE MAIZ RICO EN ERUCIOSA
MODIFICACION DE PENICILINA

CONVERSION DE ACIDO FUMARICO A ACIDO ASPARTICO
SINTESIS DE ACIDO MALICO APARTIR DE ACIDO FUMARICO
iNVERSION DE SACARQSA

CONVERSION DE ALMIDON A GLUCOSA

CLARIFICACION DE JUGOS Y VINOS.

ELABORACION DE QUESO

INCREMENTO DE LA VIDA DL ANAQUEL DE LA LECHE
HIDROL'SIS DE PROTEINAS

PRODUCCION DE ACIDO GLUCONICO

MODIFICACION DL ESITROIDES

HIDROLISIS DE LACTOSA EN LECHE Y SUERO
TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

@én




TECNICAS DE INMOVILIZACION ENZIMATICA

La actividad catalitica de una enzima reside en su sitio activo, que es
el lugar en el cudl la molécula de sustrato se une a la enzima y es conventido en s
consecuente producto, El sitio activo consiste por lo general en la unién de muchos
aminoicidos en una relacion espacial espocifica.

La conformacion tridimensional ( estructura 32 ) de la enzima es
también muy importante en la accion catalitica de la enzima, Consecuentemente, para la
expresion de la actividad enzimitica de la eazima inmovilizada, es necesario retener Ia misma
estructura sin alierar los residuos de aminoicidos del sitio activo o afectar su estructura
terciaria. Por esta razon los métodos de inmovilizacion enzimitica requieren de condiciones
extremadamente precisas.

Por lo tanto es necesario realizar 1as reacciones de inmovilizacién bajo
condiciones suaves de operacién ( temperatura por abajo de los 100°C, presion atmosférica
y pH casineutros),

Las reacciones a temperaturas altas, los tratamientos acido-alcali y las
altas concentraciones de sal deben ser evitadas para conservar Is integridad de la estructura

de la enzima,
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Los métodos de inmovilizacion enzimatica se agrupan bajo cuatro
categorias basicamente, Sin cmbargo, cn algunos casos, el método usado cs una
combinncién de dos 0 mis de estas categorias ( 70 )

1.~ Adsorcién cn una superficie sélida.
2.~ Unidn covalente.

3.- Atrapamicnto o encapsulacion.

4.- Entrecruzamiento ( frecuentemente utilizado en combinacién con 1y 3 ).
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Este ¢s probablemente ¢l mis simple de todos los métodos. La enzima
adserbida es retenida sobre un soporte sélido por fuerzas difercntes a la de union covalente,
fuerzas fisicamente débiles como las de Van der Waals o fuerzas de dispersion, El sitio
activo de 1s enzima adsorbids no es afectado y conserva toda su actividad durante la
adsorcién( fig. 1.4.1.). Sin embargo, 1a enzima puede ser facilmente desorbida por cambios
en ¢l ambiente, como pH, fuerza idnica y/o temperatura.

Debido a lo anterior se debe tener un control estricto de las
condiciones de proceso para evitar una desorcion de Ia enzima. Una gran ventaja de cste
método, es la simplicidad en preparar la inmovilizacion de la enzima. La adsorcién puede ser
estabilizada por entrecruzamiento con ghitaraldehido.

En 1a mayoria de los casos la inmovilizacion ¢s alcanzada ripida y
sencillamente, sblo con poner en contacto la solucion donde se encuentra. contenida la
enzima con ls superficic adsorbente. El adsorbente debe poseer una gran afinidad por ba
enzima y causar una minima desnaturalizacion. Debe tener también una gran capacidad de

unién protefca. Las enzimas han sido adsorbidas sobre h porics dife como

polimeros orginicos, sales minerales, 6xidos metilicos, carbon activado y gran cantidad de
resinas de intercambio idaico.

Las resinas de intercambio iénico ( DEAE-Sephadex y DEAE-
Celulosa ) han sido utilizadas exitosasmente como adsorbentes para enzimas en procesos
industrigles.
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Utitizande los principios de cromatografia de afinidad, se han
desarrollado técnicas mas especificas para I adsorcién de enzimas.
Existen muchos e¢jemplos de preparaciones de enzimas adsosbidas,
Estos incluyen la adsorcion de :
8) Ribonucleasas sobre Dowex-50 resina de intercambio idnico.
b) Asparaginasa, quimotripsina y tripsina sobre CM-celuloss.
¢) Aminonacilasa, pepsina y varias proteasas sobre DEAE-celulosa.

d) Invertasa sobre carbén.,

Algunos de los soportes mis utilizados para la adsorcion do enzimas

50D entre otros ;

ALUMINA GELYS DE FOSFATO
AMBERLITA CARBON ACTIVADOD
BENTONITA Cl‘QLMA
COLAGENO CM-SEPHADEX
DRAX-CRLULOSA DEAE-SEPHADEX
VIDRIO SILICA -GEL

G




Las ventajas y desventajas mds comunes de la inmovilizacién por
adsorcion sen :
- Baje costo.
- Mdtodo sencillo.
- Laestructura de la enzima no se modifica.
- Pueden existir la adsorcion en multicapas, lo que limita €l acceso de sustrato a fas
capas intemas.
- Se pucden presentar problemas de sltas caidas de presion en reactores biologicos.
- Puede ocurrir desorcion de la enzima.
- La cnzima adsorbida esta en equilibrio con la enzima en solucién y puede ser

desplazada por otras especies iénicas ( proteinas o sustratos ).
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Este es ¢l método mis ampliamente estudiado para la inmovilizacion
de enzimas ( fig. 1.4.1, ).

Como consecuencia de ls unién covalente de las proteinas a uno de
los soportes solidos, una o mis cadenas de aminoicidos de la proteinas son modificados.
Esta modificacion no debe ocurrir en los aminodcidos que son esenciales para la actividad
enzimitica.

Para retener la actividad enzimitica despuds de la inmovilizacion es
conveniente elegir una reaccién de acoplamiento que no afecte el sitio activo de Ia enzima.
Estc, puede ser protcgido llevando a cabo la inmovilizacién en presencia de un sustrato o
inhibidor competitivo, Las enzimas inmovilizadas por entrecruzamiento, donde las
moléculas estin unidas covalentemente 8 otras, utilizando agentes bifuncionales como el
glutaraldehido o el bis diszo benzidico -2-2- #cido disulfémico, se han preparado cn tres

diferentes maneras:

(1) Cnzimos con enloce entrecruzado con glutaraldehido para formar un ogreqado
insoluble.

(2) Adsoicion de uno enzimo sobre wuna superficie acompofado de un
enface entrecruzado.

(3) Impregnocion - de un moteriol poroso con lo enzimo, seguida de un
enloce entrecruzado.
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Existen varios grupos funcionales dc la enzitaa que podrian reaccionar

con soportes activados, en la practica sélo cuatro han sido utilizados.

n
2)
3)
4
5
)
N

FUNCIONES AMINADAS

GRUPOS CARBOXILO

ANILLOS FENOI.;ICOS DE LA TIROSINA

GRUPOS SULFHIDRILO DE LA CISTEINA

GRUPOS OXHIDRILO DE LA SERINA, TREONINA Y TIROSINA
GRUPOS IMIDAZOL DE LA HISTIDINA

GRUPOS INDOL DEL TRIPTOFANO

Como se menciond anteriormente los mas utilizados han sido los

amino, carboxilos, o los anillos aromiticos de [a tirosina y la histidina,

2)

Las reacciones mis comunes que s¢ crplesn son :
Reacciones de acilacion.- En éstas intervienen los grupos amino de las
proteinas y grupos acilantes del polimero como son ¢| cloruro de azida o
anhidridos de cido. Estas rcacciones se llevan acabo a pH cntre 7.5 -8.5

yad°C,

Reacciones de arilacién y alguilacién.- En éstas probablemente intervienen
los grupos amino de las proteinas y sustituyentes en los polimeros detivados
del anillo aromitico que ticnen haldgenos como sustituyentes y otros
adicionales,
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4)

5)

6)

Método de bromuro ciandgeno.- Este es ¢l método mais empleado para la
preparacion en el laboratorio de enzimas mmovilizadas asi como para
preparar  adsorbentes insolubles para cromatografia de afinidad. El
polisacérido sc hace reaccionar con el bromuso de ciandgeno a pH entre 10y

11.5.

Reacciones de carbamilacién y tiocarbamilacién.- Muchos polimeros
conticnen como grupos funcionales isocianatos, isotiocianatos los que han
sido utilizados como reactivos para la carbamilacion o 1a tiocarbamilacion

acoplar proteinas al soporte.

Reacciones de amidinacifn.- Recientemente se han empleado polimeros que
contienen grupos imido éster para la inmovilizacién de proteinas. Estos
reactivos pueden ser preparados tratando nitrilos de polimeros con alcoholes

HCI.

Reacciones con grupos aldehido del polimero.- Se han descrito  varios
polimeros que contienen como grupo funcional un aldchido. Los grupos
aldehido reaccionan con los grupos amino de la proteins pars formar una base

de Shiff, los grupos sulfhidrilo e imidazol pueden sufrir i similares.

Las reacciones secundarias pueden tener efectos daflinos sobre Ia actividad de
1a enzima.

(s35)
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10)

Reacciones con glutaraldehido.- Este reactive bifuncional pucde reaccionar
con polimeros que conleagan grupos amine primarios para obtenicr matrices

que contengan a la funcion aldehido,

Reaccidn de dinzociacién.- Este tipo de reacciones puede efectuarse catre 1

proteina y un polimero que contenga grupos funcionales aril-diszonio.

Resncci de intercambio tiol-disulfuro.- Los derivados poliméricos de
disulfuros pucden ser usados para las reacciones reversibles de acoplamiento
los grupos sulthidrilo de la proteina a través de la reaccion de intercambio

disulfisro.

Reacci de 1 ién de custro componentes.- En cste tipo de
reacciones s¢ condensan cuatro componentes come carboxilato,amino,

aldchido ¢ isocianato para formar una amida N-sustituida,
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VENTAJAS DE LA INMOVILIZACION POR ENLACE COVALENTE

a)
b)

<)

Método util para a inmovilizacion de enzimas de alto costo.
Método util para evitar la presencia de enzimas en el producto,

Se puede aumentar la estabilidad de Ia enzima.

DESVENTAJAS DE LA INMOVILIZACION POR ENLACE COVALENTE

a)
b)
reaccion

<}

Las enzimas pueden ser desnaturalizadas por solventes orginicos.

Las enzimas pueden ser d turalizadss por las condiciones de
en que s¢ efectie el enlace.
Los rendimientos de inmovilizacién son menores por que las cantidades

de enzima inmovilizada son pequeiias.
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La inmovilizacién por atrspamiento o encapsulacion (fig. 1.4.1.)
difiere de otros métodos de inmovilizacion en el aspecto en que las moléculas de 1a enzima
estin libres en schucién, pero restringidas dentro del espacio intersticial de geles o
membranas. La estructura del polimero de atrapamiento debe ser suficientemente estrecha
para prevenir que la enzima se¢ filtre a través de él y al mismo ticmpo debe ser
suficientcmente dispersa para permitir al sustrato y al producto 1a penetracion,

Consccuentemente, sélo las reacciones que utilizan reactivos
relativamentc pequefios pueden ser utilizadas exitosamente utilizando preparacioncs para
enzimas atrapadas,

La técnica de atrapamiento mis ampliamente utilizada ha sido la
oclusibén de enzimas o células microbianas en poliacrilamids. Las enzimas pueden ocluirse
dentro de geles de matrices entrecruzadas flevéndose acabo 18 reaccion de polimerizacion,
permitiendo asi la formacién de un gel en solucién acuosa que contiene a la enzima, El gel
requltante puede ser mecdnicamente dispersado en particulss de tsmsiio definido. La
polimerizacién del glébulo { Bead polimerization ) ¢s realizada en un sistems de dos fases.
Una solucién acuosa gue contiene ia enzima y un monémero acrilico que esta dispersado en
una fise bidrofoba ( p. ¢f. tolueno o cloroforme ) y la subsecuente polimerizacién de la

emuliitn produce las particulas esféricas bien definidas ( 35,59 ).
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Las enzimas atrapadas en fibras porosas pueden ser alcanzadas de la

siguiente forma (20): Un solvente orginico ( no miscible en agua ) que contiene un polimero

formado por fibras es emulsificado con una solucion acuosa de la enzima y esta emulsién

pasa & través de finos poros dentro de un cosgulante cl cuil precipita el polimero en una

forma filamentosa. El polimero mis comunmente utilizado es el triscetato de celulosa, pero

también otros derivados de celulosa pueden ser usados.

Finalmente, las enzimas pueden ser encapsuladas en microcipsulas

semipermeables de nylon ( 11 ) o en liposomas ( 28 ). Las preparaciones de enzimas

microencapsuladas solo han sido utilizadas en aplicaciones médicas.

n)_

b)

<)
d)

e}

L
del

Entre las ventajas y desventajas de este método tenemos:

Baja actividad enzim4ética sobre macromoléculns.
Puede ocurrir pérdida de la enzima en condiciones dristicas de
formacién de gel.
La estructura de Ia enzima no se ve modificada.
Toda la cantidad de enzima que se pone en contacto con el gel es
inmovilizada.
Las propicdades mecénicas del gel dificultan su manejo en Ia industris.
No se pueden predecir cambios en las propiedades intrinsecas de la
enzima.
La actividad de In enzima inmovilizada depende en forma importante
método de preparacién.
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ENTRECRUZAMIENTO

Las cnzimas pueden ser inmovilizadas por entrecruzamiento
intramolecular dentro dc largos agregados utilizando reactantes bi o multifuncionales.
Aunque este métado es relativamente simple, no ha sido utilizado ampliamente debido a las
dificultades en controlar ¢l tamaiio y las propiedades mecinicas del gel.

El entrecruzamiento de la enzima ( fig. 1.4.1. ), sin embargo, ha
probado su valor en combinacién con otras técnicas de inmovilizacién, Las enzimas
adsorbidas en soportes sélidos han sido entrccruzadas para incrementar ln estabilidad de 1a
enzima inmovilizada y de esta forma minimizar la filtracién dc la enzima a través del soporte
( 83 ): El entrecruzamiento de enzimas atrapadas ha mejorado la estabilidad de éstas ( 12).

El catrecruzamiento intramolecular entre ia enzima de interés y una
protcina inerte como ¢l coligeno ( 39 ), gelatina ( 75 ) o In quitina ( 76 ) han recibido mayor
atencion a iltimas fechas.

Este método cs en general, una forma de cnlace covalente a un
soporte insoluble.

En cada uno de estos casos el agente de entrecruzemiento
generalmente utilizado es el glutaraldehido, un dialdehido que reacciona con las aminas
primarias para formar uniones estables, La naturaleza exacta de este tipo de unién no ha sido

todavia bien establecida,
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Ha sido sugerida Ia posible adicién de un grupo amino hacia las dobles
cadenas etilicas del alfa-3-insaturado oligomérica de ghutaraldehido.

La inmovilizacion de enzimas por wunién covalente o por
entrecruzamiento intramolecular elimina slgunas de las dificultades relacionadas con otras
formas de inmovilizacién. A la inversa, la unién covalente attera Ia quimics de las cnzimas y
puede afcctar su reactividad. En algunos casos, el sitio activo de Ia enzina puede ser
afectado por Ia reaccion de fijacion al soporte, llevando esto a 1a pérdida de actividad

enzimatica,
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FIG. 1.4.1. METODOS DE INMOVILIZACION
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TABLA 1.4.2

COMPARACION DE DIFERENTES TECNICAS DE INMOVILIZACION ( 66 )

CARACTERISTICAS ADSORCION UNION COVALENTE ATRAPAMIENTO Y ENTRECRUZAMIENTO

ENCAPSULACION

EREPARACION SIMPLE DIFICIL DIFICIL REGULAR
FURRZADRUNION DEBIL FUERTE REGULAR FUERTE
ACTIVIDADDPELA  REGULAR ALTA BASA) BAJA

ENZIMA)
REGENERACION POSIBLE DIFICIL» IMPOSIBLE IMPOSIBLE
REL SOPORTE
COSTODELA BAJO ALTO REGULAR REGULAR
INMOVILIZACION
APLICACION sl NO sl NO
FROTECCION DE-  NO No sl UN POCO
LA_KNLIMA V5,
ATAQUE MICRO -
BIANO O FROTEQ-
LITICO
A BAT DESIDO A Dy 3.
m AL n t
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TABLA 1.4.3.

ENZIMAS INMOVILIZADAS
| N/IMAG METODOS DE INKOVEEIZACON 1 TERENCIAS
ALCOHOL DESTHBROGENASA L. DE POLIACRILAMIDA (St
AMINUACTLASA ADSORCION A DUABCELULOSA v
AL FA-AMILASA INCIUISION EN GEL DE POLIACRILAMIDA h
ALIA-AMILOGLUCOSIDASA ADSORCION A DEALLCE) U DSA {1
ASPARAGINASA TINLACE ENTRECRUZAIDGO (5}
BROMELINA LNLACE COVALENTE { CMC-AZTAY 185}
CATALASA CELULOSA (42)
CREATIN-QUINASA DEAE-CELULOSA an
COLINESTIRASA INCLUSION EN RESINA SILASTICA w1
DIASTASA GEL DIE FOLIACRILAMIDA (2
TNOLASA INUT USKON BN GLEL DE POLIACRILAMIDA 1h
FICCINA CMC-AZIDA s
HUALACTOSIDASA ADSORCION A DEAL-CELULOSA (74)
PAPAINA ENLACE COVALENTIE un
VEROXIDASA ENLACE COVALENTE (CMC) (33)
RININA CLEARTSA am
URBASA MICROCAISULA (NYLON Y COLOIDON (4

ABSORCION EN BSTEREATO DE BARIY)

QUIMTTRIISINA ENLACE COVALENTE 16)

(64)




CARACTERISTICAS DE ENZIMAS INMOVILIZADAS

Las propiedades de una enzima inmovilizada pueden ser un poco
diferentes a las caracteristicas de la enzZima en forma soluble, Los cambios pueden ser
atribuidos a alteracioncs de la molécula de 1a enzina o a la naturaleza fisica y quimica del
soporte. Por lo tanto, la transformacion de la enzims de una catilisis homogénea a

heterogénca puede producir ciertos cambios en las propiedades cataliticas.

La estabilidad es la parte medular de una enzima inmovilizada para
operar un proceso & gran cscala. La mayoria de las enzimas incrementan su estabilidad
cuando son inmovilizadas. Este incremento de la estabilidad puede ser el resuitado de
reducir I inactivacion por la conformacién de la enzima, asi como a una reduccién en el
ataque de solutos reactivos debido a una proteccitn estérica.

La estabilidad operacional es un pardmetro muy importante dentro de
un proceso que emplea sistemas con enzimas inmovilizadas. El incremento en la estabilidad
no solo reduce e costo de la enzima, sino también reduce el costo de operacion, ya que el
reactor se necesita recargar con ésta en un niimero menor de ocasiones.

La ¢stabilidad de operacion es expresada como el tiempo medio de
vida, el cul es el tiempo requerido para que se pierda el 50% de la actividad inicial, E!
tiempo medio de vida, puede ser expresado, como una ecuacion de velocidad incorporando

la constante de desactivacion,
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L.a estabilidad de almacenamiento adquicre gran imponancia cuando
la preparacion de la enzima cs usada sélo intermitentemente o durantc un alimacenamicnto
prologado. Si se observa una buena estsbilidad de almacenamiento, grandes lotes de
enzimas pueden ser producidos y de esta forma, el costo de preparacion se vera reducido.

Las enzimas inmovilizadas pucden también mostrar cambios en la

estahilidad térmica y de pH.

COMPORTAMIENTO CINETICO

Cuando una enzima es inmovilizada a un soporte sdlido los
parametros cinélicos de la reaccion son alterados de una forma considerable. Los
parametros cinéticos basicos como Km y Vmax son diferentes, Los cambios son causados
por efectos estéricos, microambientales y resistencias difusionales.

I.as limitaciones estéricas que afectan la actividad enzimdtica son
especialmente obscrvadas cuando la cnzita inmovilizada csta catalizando una reaccién
donde ¢l sustrato posee un alto peso molecular. Ha sido mostrado que se obticnen
diferentes tamaiios de péptidos cuando la misma proteina fué hidrolizada por una enzima
inmovilizada quc por una enzima en solucién ( 46 ),

Asi, ¢l comportamiento cinético puede ser modificado y obtenerse un
praducto de composicion completamente diferente cuando una enzima inmovilizada cataliza

Ia reaccion,
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El ambiente alrededor de una cnzims inmovilizada frecuentemente
difierc al de s enzima en solucion. Si la enzima es unida a un soporte policlectralitico, las
interacciones electrostaticas conducirin a una distribucion desigual de iones entre la fase del
soporte y Ia fase liquida. En un soporte polianiénico, la concentracidn de iones con cargas
positivas seré mayor que en la solucién externa. Consecuentéemente, el pH dentro de un
polimero serk menor que el del medio v el pH de Ia enzima inmovilizada tendera a tener un
mayor valor. Eu un polimero policatiénico, 1a situacion opuesta prevalece, el pH t';plimo

para la enzima inmovilizada es menor que para la enzima en su estado natural,

Los efectos electrostiticos pueden ser frecuentemente reducidos o

eliminados, ajustando la fuerza iénica del "buffer",

Debido a la naturaleza heterogénea de las enzimas unidas a un
soporte, I reaccidn catalitica es solo una parte en una secuencis de pasos importantes que

dan como resultado la transformacién global de sustrato a producto.
Primero, el sustrato, los iones, inhibidores y cofactores, se difunden a

través de la capa del fluido alrededor del soporte salido ( difusién extema ). Este paso es

seguido por la reaccidn con la superficic de In enzima unida al soporte  difusién intemna ).
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Con estos pasos en mente, se puede identificar un gran namero de
factores que afectan la cinética de las enzimas inmovilizadas, factores que pueden causar un
comportamiento diferente en relacion con las enzimas en solucion. Estos factores pueden ser
agrupados en dos cateporias basicamente:

1) Efectos de inmovilizacion sobre la molécula de la enzima.

2) Efectos sobre el mic biente de las enzh inmovilizad

Dentro del primer punto nosotros podemos considerar los cambios
conformacionales, interacciones con el soporte, efectos estéricos los cudles pueden no soio
afectar la velocidad de la reaccion sino también la especificidad y estabitidad.

El segundo grupo de factores, frecuentemente llamados " Efectos
microambientales " incluyen efectos de particién electrostaticos y resistencias difusionales
tanto intema como externa.

Las limitaciones en la transferencia de mwasa pueden causar
alteraciones en la dependencia. a la temperatura de la enzima inmovilizada, variacién en la

' velocidn& de reaccién con ¢l sustrato, producto, ;'buﬁ'er", aiin mis, cambiosben 1a estabilidad

operacional de Ia enzima.
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CAPITULO 1

REACTORES ENZIMATICOS

El diseilo, operacitn, simulacidn y escalamicnto de bioreactores
constituye el elemento esencial de un gran numero de bioprocesos, cuya cficiencia depende
de un adecuado diseflo y operacién del sistems de reaccion, El disefio de reactores donde el
clemento catalitico cs constituido por una enzima, se ve influenciado por una gran diversidad

de factores que afectan de mancra importante su funcionamiento,
2.1. TIPOS DE REACTORES

Diferentes tipos de reactores pueden ser utilizados para procesos con
enzimas ¢n estado libre o inmovilizadas.

El uso de enzimas en solucién por lo general se lleva acabo en
operacionecs batch en tanques con agitacién. Para procesos continuos con enzimas en
‘solucién se puede utilizar una membrana de ultrafiltracion en el proceso.

Un gran nimero de diferentes tipos de reactores han sido utilizados
con enzimas inmovilizadas a nivel laboratorio y a nivel industrial. La clasificacién de éstos

puede ser hecha de acuerdo al modo de operacion ( reactores discontinuos y continues ).
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REACTORES DISCONTINLOS

El reactor discontinuo, es el tipe de reactor mis comunmente
utilizado cuando enzimas solubles son utilizadas ¢n la catélisis. 1n la mayoria de los casos no
se intenta recobrar Ta enzima.

El reactor discontinuo, es sencillo y necesita un equipo experimental
reducido. Los reactores discontinuos ( fig. 2.1.1. ), son escncialmente tanques agitados en
los cuales la enzima y ¢! sustrato se introducen a un mismo tiempo. sc mezclan, se deja que
reaccionen un tiempo determinado. y finalmente ¢l reactor es drenado, para una posterior
separacion de la enzima y ¢l producto. Esta es una operacion no estacionaria en la yue la
composicion va variasndo con cl tiempo, aunque en cada instante es uniforme en todos los
puntos del reactor. Si se cmplean enzimas solubles, éstas son separadas por una

desnaturalizacion térmica generalmente. Este método es bmico cuando 1a enzima es

barats, Vor otro lado, cuando enzimas de un costo elevado son utilizadas en una operacion
discontinua, una scparacion adicional es requerida para recobrar la solucién donde se
encuentra In enzima. Durante cl proceso en ¢l que se intenta recobrar la enzima en soluciou
existe una aprecisble pérdida de la enzima inmovilizada, asi también, puede ocurrir una
desactivacion de !a enzima, debido a los repetidos ciclos de recuperacion. Es por lo tanto,
obvio que este tipo de reactores tienen un potencial limitado en la industria donde se utilicen
enzimas inmovilizadas para la catilisis, Ademds, el uso de reactores discontinnos no
aprovecha las ventajas de la operacion cn continuo, que es una de las mayores ventajas de
los sistemas con enzimas inmovilizadas.
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Existc una amplia varicdad de métodos para recobrar enzimas
inmovilizadas dc operaciones discontinuas. En algunos casos Ia enzima puede ser
recuperada por ultrafiltracion sin haber sido inmovilizada. Se han recuperado enzimas en
solucién, utilizando polimeros de alto peso molecular, los cuiles permiticron la separacion

por ultrafiltracion aun en la p ia de los productos de la ion y que éstos tenian un

peso molecular relativamente alto ( 62 ).
Las enzimss inmovilizadas también pueden ser recupcradas por

fiitracién y sedimentacion.  También se han inmovilizado enzimas sobre particulas

magnéticas, las cudlles son posteriomente peradas dticamente utilizando la

tecnologis existente.

Otros estudios han incluido el uso de reactores con tanque agitado en
el cudl Ia enzima inmovilizada fué encerrada en contenedores de malla fijada al agitador para
asi obtener una agitacion sin desgaste de la enzima mmovilizada ( fig. 2.1.1.)( 30 ).

La compaiiia italiana Snam .Progcﬂi. ha clegido el uso de reactores
con recirculacién para explotar su proceso de atrapamiento de enzimas en los poros de fibras
sintéticas humedas de hilo ( como el triscetato de celulosa o el trimetil-poliglhstamato ).

Muchas de estas técnicas pueden scr utilizadas para retencr ta cnzima

inmovilizada en reactores continuos de tanque agitado ( RTCA ). En gencral, ia mayoria de

los ¢jemplos anteriores fueron originalmente usados en RTCA.
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REACTORES DE FLUJIO CONTINUO

Los reactores de flujo continuo pucden ser agrupados en dos tipos
basicamente: El reactor continuo de tanque agitado ( RTCA ) y cl reactor de flujo piston (
RFP).

El reactor de flujo piston ( fig. 2.1.1.), es también conocido como
reactor de flujo tapon, de flujo tubular ideal, y de flujo uniforme. Se caracteriza porque el
flujo del fluido a través de €l es ordenado, sin que ningiln elemento del misnto sobrepase o se
mezele con cualquier otro elemento situado antes o después de aguél, cn realidad. en cste

reactor pucde haber mezcla lateral de fluido, pero nunca ha de existir mescla o difusion a lo

largo de la trayectoria del flujo. La dicié ia y sufici para que exista flujo cn

pistén es que el tiempo de residencia en el reactor sea el mismo para todos los elementos del

fluido, es decir, se debe tener la misma velocidad y gradi de racion solo en la
direccion def flujo.

Un método para ol uso de enzimas inmovilizadas ¢s empacar ¢l
catalizador dentro de una columna y hacer que el sustrato fluya a través de la columna, el
producto cs obtenido a la salida, Reactores de este tipo son conocidos como " Reactores de
Lecho Empacado ", Este tipo de reactor es ideal cuando el perfil de velocidad de flujo 2

través de Ia ion t 1 de Ia co! es completamente plano ( flujo pistén ). En Ia

prictica, cf flujo de sustrato pucde entrar por la parte superior o inferior de la colunma.
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Cuando ol sustrate es adicionado por ta partc alta de la columna las pariculas
empacadas tienden a juntarse, obstruyendo la misma.
En los reactores de lecho empacado, cargados con particulas
cataliticas, los siguientes mecanismos tienen lugar:
FAS Dipersivn en lo Fose prircpad el Hud,
- lronsierencnr g moso def sustalo a b superlicre
erlerng G & porliculy coledsadore.
g~ Dilusion ierne ael sustolo en tns poras del colobrodv.
1 - Adsorcidn solve fox siios aolivas en iz superlicie del poro.
5 - Reaccion en b superfin o poro sequity de Ay dision

v fos prodiiclos @k & reacerion.

Si la velocidad de difusidn en ¢l poro es menor a I de Ia velocidad
intrinseca de s reaccion, los gradientes de concentracién se producirin en el poro de la
particula y consecuentemente la velocidad observada seri diferente comparada con Ia
velocidad evaluada en la concentracién en ls superficie. El factor de efectividad { v ) se
define como la relacién de Ia velocidad de reaccién observada ( con limitacion por difusion )
vy la velocidad de resccion sin limitaciones difusionales. El valor de v es una medida de la
fimitacién por difusién, Paran < | i conversitn s limitada por la difusién, para vy = 1 la
conversién es limitada por 1a velocidad de reaccion y las limitaciones por difusion son

despreciables.
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Para sislemas que tienen clevados \'alorc;r» de calores de reaccion, los
gradientes de temperatura se desarrollan a través de la interfase y Ia panticula. Por lo que ¢l
factor total de efectividad dependerd de los gradientes térmicos asi como de los gradientes
de concentracion.

La mayoria de los lechos pacados son for

d

por la

aglomeracion de particulas porosas, en los cuales existen estructuras de este tipo bidispersas.
Los porus de las particulas son llamados microporos y los poros entre el aglomerado de
particulas s¢ conocen como macroporos, Para cada sistema la resistencia g la difusion en las
regioncs de macro y microporo pucden tener un efecto significativo sobre la velocidad de
reaccion.

Las resistencias difusionales pueden scr observadas a diferemtes

niveles en enzimas inmovilizadas. Estas resistencias varian dependiendo de 1a naturaleza del

material donde son empacadas ( poroso o no poroso ), dici hidrodinamicas
alrededor del lecho y distribucion de 1a enzima en éste.

Si la resistencia a la difusion tiene un efecto significativo sobre In
velocidad de la reaccién enzimitica, esta dependera de 1a velocidad rclativa de fa velocidad
de reaccion y velocidad de difusion la cud) es expresada por el nimero de Damkohler ( Da ).

Da= Velocidad mixims d én = V m
Velocidad mixima de difusion Kr[Sb]

Donde Vi = Velocidad mixima de reaccion.
Sb = Concentracién de sustrato.

Ki.= Coeficiente de transfi ia de masa
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La velocidad de conversion enzimatica puede ser limitads por la
difusién del sustrato o reaccién dependiendo del niimero de Damkohler. Si Da>> 1, ia
velocidad de difusion es la limitante; para Da << |, Ia velocidad de reaccion es Ia limitante y

para Da aprox. = | las resistencias difusionales y la velocidad de reaccion son comparables.

La seleccion del tipo de empaque para la enzima y que posteriormente
sc utilizari en un reactor depende de varios factores. Las propicdades deseables son:
1.- Volumen desocupado grande para disminuir la caida de
presion.
2~ Quimicamente inerte al sustrato.

3.- Area superficial grande por unidad de empag

4.- Peso ligero pero resistente.

3.- Buena distribucion del fluldo.

6.- Buen kumedecimiento.

Ademis de dichas propiedades, existe una limitacion de! empaque y es
que su tamafio no debe ser mayor que un octavo del didmetro de la torre. Si el tamaiio del
empaque para una torre ¢s demasiado grande, provocard una disminucion ea el rendimiento

de operacién debido al acanalamiento a lo largo de Ia pared de Ia columna del reactor.
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Los factores principales que influyen en la caida de presién son : el

1 P

tamailo y forma del da

Yy

y velocidad de masa del sustrato. L principal
efecto de la velocidad det liguido ¢s llenar los espacios vacios y. de este modo. disminuir el
cspacio posible para el flujo de gas ( aire ). Al sustrato retenido en los poros del empaque se
le conoce como retencion dinimica. Para una velocidad de sustrato constante, la caida de
presion aumenta con cl incremento del gasto del aire. Si la cantidad de aire llega a ser lo
suficientemente grande, se alcanza una region en la que ocurre una retencion significante del
sustrato en cl lecho.

Esta se define como la region de carga. Después de alcanzar el punto
de cargs de la columna, la caida de'prcsién aumenta mis rapidamente con el aumento del
flujo de gas hasts que se alcanza el punto de inundamiento. El inundamiento se conoce como
la condicién a la cual todo el espacio vacio en ¢l empaque se llena con el sustrato y este no
fluird a través de la columna. Esto producc una caida de presion de 2 a 3 in de agua por pie (

1.63 8 2.45 kPa/ m ) de la profundidad del lecho. En estas condiciones no sc puede operar

un de lecho empacado. Una gran reduccion del régimen de flujo, que por lo general
se como la relacion de disminucion, p i el lamiento a través del lecho
pacado y con fi ia tendrd como efecto un pobre rendimiento del reactor. Sin

embargo csto depende del rango de operacion.
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Como s¢ ha visto con anterioridad el reactor de flujo piston se basa en
Is suposicién de que ¢l sustrato fluye a través de éste, con un perfil plano de velocidades, y
que cada porcidn del sustrato permanece el mismo tiempo en ¢l reactor. Pero en la prictica
muchas veces este no es el caso, La no uniformidad del empaque, In mala distribucion dej
liquido, diferentes velocidades de flujo, la difusién turbulenta y molecular, pueden Hevar a
trayectorias preferentes, o a regiones en donde el flujo del liguido es anormalmente grande.
Como resultado, no ocurre rinicamente el flujo de tipo piston dentro del fluido, hay ademas,
un movimiento relativo, paralelo al eje de la torre, este movimiento se dcscrib:: en l"nrma

' diferente como "Dispersi6n axial’ y "Retromezclado®.

El modelo de dispersion es utilizado para describir los reactores
tubulares no ideales, en este modelo existe una dispersion axial del sustrato, es decir, hay
una prolongacién del tiempo de permanencia en el flujo unidireccional, debido al alejamiento
del fluido de tipo tapon, las particulas del fluido se mueven hacia adelante, pero a diferentes
velocidades.

El niimero de Peclet ( Pe ) es unh numero adimensional que relaciona :

Pe = Traosferencia de masa por conveccién = (V) (L) )

Transferencia de masa por difusion Da
Donde: V = Velocidad superficial
Da= Cocficiente de dispersion efectiva
L = Longitud del reactor
an



Existen dos tipos diferentes de nimero de Pe en uso comun. Nosotros
podemos llamar Per al numero de Peclet para e reactor, este utiliza el largo del reactor ( L )
para nombrar asi las caracteristicas de longitud cn éste. El otro tipo de mimero de Pe puede
ser {lamado el no. de Peclet para fluidos Per, este utiliza las caracteristicas de longitud que
determina ¢l comportamiento mecanico del fluido, en un lecho empacado esta longitud ¢s el
didmetro de la particula { dp ). Para lechos empacados es preferible utilizar cl promedio de la
velocidad intersticial =V /¢ este es comunmente utilizado como €l término de velocidad
para lecho empacado.

El no. de Pe, por lo tanto, para lechos empacados es igual a :

Pe = ¥dp (3)
eDa

Donde £ = Fraccién de espacios vacios.

El mimero de Peclet se encuentra en la mayoria de las correlaciones
relacionado con el no, de Reynolds ( Re ), debido a que ambas entran dentro det
comportamiento mecdnico del fluido.

Re= dp V o= Fuerzasde inercia (4)
w Fuerzas viscosas

Al reciproco del no. de Pe = Da/ (V) (L) s¢ le conoce como nmimero

de dispersion.
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A TESIS No DEBE
S:S\{\ pE LA BIBLIOTECA

RETROMEZCLADO

Una fuente comiin de ineficiencia en los reactores que utitizan ¢l flujo

piston es el retromezclado.  E retromezclado es el flujo en ret en una di
opuesta a la del flujo neto,

El significado del retromezclado, el cuil se encuentra presente en
todos los reactores reales, puede ser evaluado calculando ¢! nimero de dispersion (44). El
nimero de dispersién es definido como Da / VLe, donde Dc es el coeﬁc-iemc de dispersion, o
es la velocidad intersticial y Lc es la profundidad del lecho.

El niimero de dispersion puede ser escrito en términos del mimero de
Peclet :

Da/VLe =dp/Le NPe (5)

Una correlacion basada en datos experimentales entre el nimero de
Peclet y el mimero de Reynolds para lechos empacados (17):

NPe©/Z = 0.20+0.11 NReP48

©)

Donde; Z = 1 paralecho empacado

Para nimero de Reynolds menores a 10 en lechos empacados el
niimero de Peclet es sproximadamente igual 8 0.5. Este resuftado pucde ser obtenido de la
ecuacién (6) sin tomar encuenta el término donde se encuentra ¢l nimero d¢ Reynolds (
cuando éste es muy poquefio) y tomando una fraccion de espacios vacios de 0.4,
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DISTRIBUCION DE TIEMPOS DE RESIDENCIA PARA REACTORES DE
LECHO EMPACADQ

GENERALIDADES

En los reactores que son empacados con enzimas, el sustrato
usualmente no tiene un flujo uniforme a través de éste. Mas aun, pueden existir secciones en
el lecho empacado las cuales oficcen poca resistencia al flujo, esto da como resultado que
una porcidn del fluido pueda tener * Trayectorias preferentes . Consecucntemente las
moléculas que siguen cstas trayectorias no permanccen mucho tiempo ¢n el reactor, como
aquellas que fluyen a través de las regiones de alta resistencia al flujo. Nosotros podemos
observar que existe un distribucion de tiempo ( fig. 2.1.2.) en el que las moléculas del

sustrato permanccen en el reactor en contacto con e catalizador ( tiempe de residencia ).

En un reactor de flujo pistén ideal todas las moléculas del sustrato
dejan el reactor exactamente en la misma cantidad de tiempo. El tiempo en que éstas
permanecen dentro del reactor ¢s conocido como tiempo de residencia de las moléculas de
sustrato en ¢l reactor.,

La distribucion de tiempos de residencia puede afectar el

funcionamiento del react
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DETERMINACION EXPERIMENTAL DE TIEMPOS DE RESIDENCIA

La distribucion experimental de tiempos de residencia es realizada
inyectando un quimico inerte ( indicador ), al reactor a un tiempo t = 0y después se mide la
concentracion trazada ( C ), en la linea de flujo como una fimcion del tiempo, El indicador
debe posoer propicdades fisicas similares a las del sustrato y debe ser completamente
soluble, ademis, no debe ser adsorbido por las paredes u otras superficies en el reactor. Los

materiales coloreados son comunmente utitizados.

CARACTERISTICAS DE LA DISTRIBUCION DE TIEMPOS DE

RESIDENCIA

i fig. ( 2.1.3a ) representa la distribucidn de tiempos de residencis
cerca de la idealidad para un reactor empacado de flujo pistén. La fig. ( 2.1.3.b ) representa

Ia distribucién de tiempos de residencia para un reactor de lecho empacado con

canglizaciones y zonss muertss, La forma en que esto puede ocurrir es mosirado en la
siguiente figura ( 2.1.3c ). Las zonas muertas sirven para reducir el volumen efectivo del

reactor, indicando que €] volumen activo del reactor ¢s menor que ¢l esperado.
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A la fecha, el tipo de reactor mis ampliamente utilizado cn
operaciones a nivel industrial, es cl reactor de lecho empacado. Por cjemplo. The Clinton
Com Processing Company que utiliza glucosa- isomerasa inmovilizada para la conversion de
glucosa s fructosa y Tanabe Seiyaku Company con aminoacilasa unida 8 DEAE- Sephadex
para la abtencion de D-L- aminoacidos hacen uso de reactores tipo lecho empacado.

Debido a su &lta cficiencia y facilidad de operacion, et reactor de lecho
empacado probablemente continuara dominando las aplicaciones comerciales a gran cscala.

Se han estudiado y operado reactores tubulares de membrana para la
hidrélisis de almidén por S-Amilasa. El almidén y la enzima fueron contenidos por la
membrana, la CUéi retuvo el llmi.dt')n, pero fué permeable a el producto (mahosa) ( 9 ).
Existen variantes a este tipo de reactor como ¢l monolito, desarrollado para catilisis
automiticas, o los sistemas de membrana enrrollada y retromezclado, que poseen una
estructura més abicrta con un mayor volumen ( 25, 38 ). Esta estructura puede ser una
ventaja cn el caso de enzimas con una actividad especifica alta donde las distancias
difusionales conas darén un factor de efectividad mayor. Para enzimas costosas, un factor
de efectividad alto, pucde ser esencial para aceptar ciertos procesos comerciales desde un
punto de vista econdmico. Sin cmbargo, la mayoris de las aplicaciones industriales que
utilizan compuestos enzimiticos tienen un factor de efectividsd slto, con un tamaiio de
particula aceptable. En este caso, la actividad por unidad de volumen, serd mayor que para

un reactor de diseiio abierto,
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Otra vez lo sencillo y el bajo costo de el lecho empacado son
atractivos. Para el caso de particulas inorginicas que pueden ser regeneradas para su
reutilizacién, ¢l costo del soporte puede ser en algunos casos minimo,

Reactares tubulares con paredes enzimiticamente activas son claros
ejemplos de reactores de lecho empacado. En aplicaciones analiticas donde Ia eficiencia no
es importante o en aplicaciones biomédicas donde bajas caidas de presidn y baja turbulencia

s necesaria, los reactores tubulares pueden ser usados.
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REACTORES DE LECHO FLUIDIZADO.

En un reactor de lecho fluidizado como el que se muestra en la figura
{2.1.3. ), el liquido fluye hacia arriba a través de un cilindo vertical largo. Las enzimas
inmovilizadas son suspendidas por fuerzas de arrastre ejercidas por el sustrato, el cudl pasa
de la pante mis baja a {a parte més alta de columma a una velocidad fija, la cual debe ser Jo
suficientemente grande para subir y mezclar las particulas de la enzima inmovilizada en la
columna, Debido a que las particulas de Ia enzima imovilizada son mas densas que ¢l medio
de reaccidn ellas pennanecen en la parte baja de la colunma, a pesar de que la velocidad de
flujo es elevada y estas pudieran ser transportadas a la parte mis alta. Asi, de esta manera
realizando un balance cuidsdoso entre las condiciones de operacion y las caracteristicas de la
enzima inmovilizada, estas son retenidas en el reactor micntras el medio fluye a través de la

torre continuamente.

De csta forma cuando el sustrato es introducido a la colunma como
una linea de flujo el lecho de particulas es transformado a un estado de fluidizacion,
haciendo que las particulas de |a enzima inmovilizada se separen y muevan ¢n la columna.
La colunma adquiere la aparicacia de un liquido hirviendo. Este efecto produce el mezclado

del catalizador con cl sustrato.
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De acuerdo con las caracteristicas fisicas de un sistema con enzima
inmovilizada y de el sustrato empleado ¢n el reactor, dos problemas pucden presentarse. El
primero s que la reaccion pueda scr altamentc exotérmica, lo que conduce a un
sobrecalentamiente.  El segundo es que grandes capas de sustrato pucdan estar prescates
alrededor de las partticulas catalizadores, resultando en un ineficiente mezclado de cste con
[as enzimas.

Ambos problemas pucden resolverse, incrementado la velocidad de
flujo a través del reactor. Esto conlleva a una reduccion del tiempo de residencia en el
reactor, por lo tanto s¢ obtendri un grado meaor de conversion del sustrato. Esta

leando un tor mis largo, o

disminucién en cl grado de conversién, puede h emp

una serie de reactores in tados. Otra al fva, es la de reciclar parte de la linea del

producto en ¢l reactor, el tiempo de residencia efectivo del sustrato dentro de cste.
aumentard, a pesar de las altas velocidades de flujo a un costo menor del que si se tuvieran

que usar varios reactores.
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REACTOR DE TANQUE AGITADO CONTINUO.

El reactor de tanque continue agitado (RTCA) fig. ( 2.1.1. ), se le
conoce lambién como reactor de mezcla completa, reactor de retromezcla y como su
nombre lo indica es ¢l reactor en ¢l que su contenido esta perfectamente agitado y su
composicién cn cada instante es la misma en todos los puntos del reactor. Por consiguiente,
la corriente de salida de este reactor ticne la misma composicion que la del fluido dentro del
mismo.

En cste tipo de reactores la velocidad de reaccion es afectada por la
velocidad de agitacion y 1a velocidad de flujo. La velocidad de flujo controla el tiempo de
sesidencia de la enzima-sustrato. Es muy importante 1a eleccion del tamaiio del tanque, la
actividad enzimitica, y la velocidad de adicidn del sustrate, ya que el porcentsje de
conversion de sustrato a producto puede ser ajustado segun las nccesidades, p. ej. para
velocidades bajas de flujo, un tamaiio de rcncltor grande { tiempos de residencia clevados ) v
una elevada actividad enzimatica nos conducira a altas cantidades de producto.

Otro factor importante es la velocidad de agitacion, ya que esta afecta
directamente la velocidad de difusion del sustrato a la enzima, por lo que el reactor
aumentard su cficiencia. La agitacion, sin cmbargo puede causar la ruptura del soporte
debido a las fuerzas de agitacion o por ¢l choque continuo de una pasticula con otra.

Algunas enzimas necesitan de oxigeno para poder realizar su actividad

catalitica, por lo que es necesario suministrar ¢l gas dentro del reactor.
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Existen varios tipos de agitadores como los de propela, turbina, paleta
etc. El flujo modelo puedc ser dependiente del tipo de agitacion.  En el caso de utilizar cl

RTCA para reacciones liquido-gas , la fase liquida y las particulas son bicn mezcladas en un

tanque a una velocidad de agitacion lo suficientemente elevada para obtencr una mezcla
homogénea, micatras que Ia fase gaseosa puede ser inyectada en un flujo pistén.

La enzima inmovilizada puede permanecer dentro del reactor por
filtracion de la linea de producto, incorporando a este un tanque, donde la enzima
inmovilizada sobre particulas magnéticamente activas y retenicndo la enzima en un campo
magnético ( lo cusl tembién sirve para agitar las particulas) o inmovilizar la enzima en las
paletas del agitador figura ( 2.1.1.a ).

Los RTCA pueden ser conbinados con pre de ultrafiltracién que

permiten el uso de enzimas inmovilizadas solubles en ¢l reactor fig.( 2.1.1.b ). Esta clase de

operacion resultaria wtil cuando el sustrato es insoluble o coloidal.

CONSIDERACIONES TEORICAS.

En ocasiones las enzimas utilizadas para diferentes procesos necesitan

la presencia de oxigeno por lo que se hace necesario la inyeccion de éste al reactor. En -

cas0s donde la enzima sea aerobia el reactor mis recomendado es el de tanque agitado con

suministro de oxigeno ( aereacion ).
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AEREACION,

La velocidad de transferencia de masa entre las fase liquida y gascosa
esta fuertemente influenciado por la solubilidad del gas en el liquido. El oxigeno ¢s poco
soluble en soluciones acuosas, en cousecuencis en nuchos procesos acrebios el suministro
de oxigeno es el factor crucial determinante de la velocidad de reaccion por lo que la
transferencia de masa del oxigeno tienc un papel importante en cf disefio del reactor.

La transferencia de oxigeno a la enzima durante la acreacion del
reactor implica la transferencia de oxigeno desde las burbujas de aire a la solucion, fa
transferencia de este gas a través del medio a la célula y finalmentc la absorcion de oxigeno
por la enzima.

La velocidad de transferencia de masa esta dada por la diferencia que
existe en la concentracidn de oxigeno disuclto entre la interfase liquido gasesosa y el
volumen total del liquido.

Velocidad de transferencia de masa = ( K ){ Area ) (Cl- CL) (7)

Donde:

C1 = Concentracion de oxigeno disuelto en la interfase liquido - gas

CL = Concentracion de oxigeno disuelio en |a superficie del liquido.

KL = Coeficiente de transferencia de masa en la fase liquida.
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En los procesos de transferencia de masa, la masa de material ( C),
transferido através del drea interfacial por unidad de tiempo ¢s lamado * flux de masa " de C
el cual se escribe por Nc:

Nc = KL(C!-CL) (8)

La transferencis de masa es afectada por elementos de liquido ricos en
C en la interfase siendo remplazada por bajas concentraciones de C de la superficic total de}
liquido. Lo quc nos lleva a la siguiente ccuacion:

KL = 2V (Dc/nt) )

Donde :

D¢ = Cocficiente de difusion de C en el liquido.

t« = Es cl ticmpo para el cualcada elemento es cxpuesto als

interfase liquido-gas.

Para evaluar ¢l coeficiente de transferencia de masa ( KL ), s¢

necesita el valor de tiempo de exposicién ( ta ), ¢l cual debe ser medido expericmentalmentc

o calculado de las propiedades fisicas de) sistema. Una forma comin de estimar tn en un

sistema con burbujas es;por ejemplo, tomar el tiempo en que una burbuje recorre una
distancia igual a su propio dikmetro. El valor del tiempo de exposicién ¢s por lo tanto ¢l

diametro de la burbuja dividido entre su velocidad.
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Fl recipiente cl cual conticne a la enzima immovilizada es usualmente
un cilindro con el agitador montado a través del ¢je del mismo, la forma bisica del recipiente
es descrito por Ia relacion entre la aftura y ¢l didmetro. El tipo mis barato de construccién
tiene una relaciéon de aproximadamente uno, debido a que de esta forma el cilindro necesita

una menor drea superficial para contener un volumen dado.

AGITACION.

El agitador esta constituido por lo general de una 0 miés turbinas
montadas sobre un soporte alineado con ¢l ¢jo del cilindro. El soporte ¢s usualmente
suspendido sobre el recipiente y entra a través del mismo por medio de un sello mecénico.

Para que el mezclado sc mantengas homogéneo, es preferible un
dikmetro lasgo, una baja velocided de! agitador con un nimero pequefio de hojas. Sin
cmbargo, si se necesita disolver el aire , Ia accion del agitador rompe el flujo de éste en
burbujas y previene gue estas mismas se sglomeren en unas do mayor tamafio, por lo cua! un

i con elevada velocidad de agitacién y una velocidad del agitador menor con un

numero elevado de hojas es preferible.
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SELECCION DEL AGITADOR,

Un método para scleccionar el sistema de dispersion aire-liguido
consiste cn calcular ¢l poder de disipacion del gas como una funcion de la velocidad
superficial del mismo y le velocidad de el agitador, asi como de ¢l dismetro de cste, estos

factores son cominmente utilizados en las correlaciones para controlar el nivel de oxigetio

disuelto,
La siguientc correlacion muestea un cjemplo de lo descrito con
anterioridad:
KLa=p04ys05NOS (10)
Donde:

P = Poder de disipacion del agitador
Vs = Velocidad superficial del gas
N = Vclocidad del agitador en revoluciones por unidad de

ticmpo.
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TRANSFERENCIA DE CALOR.

Para que las reacciones se produzcan a velocidades deseadas, debe
suministrarse o climinarse energia del reactor, Durante los procesos de control de la
temperatura existc una transferencia de calor. En Ia catdlisis se produce energia que se
disipa en forma de calor lo que ticnde & elevar la temperatura del proceso. También se
puede generar calor como resultado de la energia mecanica necesaria para los procesos de
aereacion y agitacion. Cuando los biorcactores funcionan a temperaturas superiores a la
temperatura ambieate, se necesita una fuente de calor para mantenerla. Las exigencias netas
del calentamiento o enfriamiento del reactor se determinarin realizando un balance entre los
procesos que generan y consumen calor siendo necesario usualmente utilizar

intercambiadores.

En los reactores la transferencia de calor se produce mediante
circulacién de agua a través de una chaqueta por el cxterior del recipicnte o mediante
serpentines situados dentro de los reactores. Las reacciones acrobias son usualmente

exotérmicas y las reacciones anacrobias presentan un caracter cndotérmico.
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PRINCIPIOS BASICOS DE TRANSFERENCIA DE CALOR.
La ccuacion que define a la transferencia de calor puede ser expresada

comy

P

Velocidad de transferencia =Coef. de transf. de calor (Areadet 1anFuereatr a)

un

En ¢l caso de transferencia de calor. la fuerza transmisora es la
diferencia de temperaturas (AT), como por cjemplo, entre la superficie fria y el fluido que s
enfriado, de forma que la velocidad de transferencia de calor (q). a través del irca (A), ¢s
dada por:

g = hA(AT) (12)

Donde:

h = Coeficiente de transferencia de calor entre el fluido y ia

superficie
El valor del coeficiente de transferencia de calor depende de varios

factores, como la conductividad térmica, calor especifico, la densidad y viscosidad del

fluido, asi como del grado de agitacion.
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GRUPOS ADIMENSIONALES

Los grupos adimensionales, que son importantes en los procesos
donde se utilicen reactores de tanque agitado, involucran la transferencia de masa y la
transferencia de calor..

' &) Nimero de Sherwood ( Sh ).- Es I» relacion entre la transferencia de masa

total y la transferencia de masa difusional. El niimero de Sh se define como:

Sh= i
(13) Difusividad

b) Nunero de Schmidt ( Sc ).- Significa la relacién entre el momeatum de
difusividad y s difusividad de la masa. Este niimero esta descrito por las propiedades fisicas
del fluido, por lo tanto es constante para un fluido newtonigno a temperatura, presién y
composicion constante, Por ejemplo Sc es aproximadamente 400 s 25°C para un sistema
oxigeno-agua, para fluidos no newtonianos se debe utilizar I viscosidad aparente ( pA):

Sc = n/pDc = viscosidad / ( densidad ) ( difusividad ) (14)
c) Niimero de Péclet ( Pe ).- Es la relacién entre la transferencia de masa por

conveccion y transferencia de masa difusionat:

Po= VdL/Dc = (Velocidad ) (didmetro ) / Difusividad (15)
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d) Nimero de Reynolds { Re ).- Representa I relacion entre las fuerzas
inerciales y las fuerzas viscosas, en sistemas con agitacion ¢l nimero de Reynolds que se
utiliza ¢s ¢l del agitador, el cusl incluye la velocidad de este ( N ) en revoluciones por unidad
de tiempo.

Re = dVp/ 1t = N D2p/j = ( Velocided X didmetro X densidad ) / Viscosidad

(16)

e) Nimero de I potencia ( Np ).- Significa la refacion del poder disipado dentro
del sistema ( PP } por un agitador hacia ¢l poder inercial, expresado en términos del didgmetro
del agitador { Di ), velocidad dcl agitador ( N } y densidad del fluido { p ).

Np = P/pN3Di$ (17}

f) Nimero de aereacion { NA ).- Muestra la relacion entre la velocidad de! flujo
volimetrico de gas (G) y la capacidad del agitador para dispersar cl gas dentro del liquido:

NA = G / NDP = Velgeidad valumetsica del finjo gaseoso. (18)
Capacidad de dispersion del agitador

g) Numero de Nusselt ( Nu ).- Relaciona la transferencia de calor por

conveccion y conduccion:

Nu = hD/k = Coeficiente convectivo de transferencia de calor ( Didmetro ) (19)

Conductividad térmica
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DISTRIBUCION DE TIEMPOS DE RESIDENCIA EN RTCA.

En un RTCA donde se emplee un gas ( oxigeno ), la superficie
gascosa entra al reactor en forma de burbuja mientras que el sustrato ¢s alimentado al
resctor por medio de una tuberls. La reaccidn tiene lugar ea la interfase liguido -gas de las
bulrbujls. La fase liquida continua pude ser considerads como uns mezcla perfecta y la
velocidad de reaccion es proporcional sl drea superficial de Ia burbuja que entra en contacto
con Ia enzima. El dres superficial de una burbuja en particular depende del tiempo en que
ésta permanezca en el reactor, '

Algunas burbujas de gas cscapan del reactor casi inmedistamente,
micntras que otras pasan suficiente ticmpo demtro de el, dc forma que estas som
completamente consumidas. El tiempo que la burbuja permanece en el reactor es conocido
como tiempo de residencia del gas cn el reactor.

En el RTCA Ia alimentacién introducida dentro del reactor a un
tiempo dado se mezcla completamente con ¢l material alrededor del mismo, en otras
palabras, parte del sustrato que entra 2l RTCA lo deja casi inmediatamente, debido a que el
material ¢s continuamente desalojado del reactor, otra parte del sustrato permanecerd en el
reactor casi siempre debido & que todo el material nunca es removido totalmeate del reactor
a un solo tiempo, La digtribucién de tiempos de residencis de un reactor de tanque continuo

agitado es una caracteristica de la mezcla que ocurre en el reactor.
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FIG. 2.1.1. TIPOS DE REACTORES
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FIG. 2.1.2. TIEMPOS DE RESIDENCIA
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FIG. 2.1.3. DISTRIBUCION DE TIEMPOS DE
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2.2. CRITERIOS PARA LA SELECCION DE REACTORES

En ¢l disefio de un proceso, una de las primeras decisiones que debe
ser hechs ¢s si ¢l reactor operari en continuo o discontinuamente. Por lo visto con
anterioridad es obvio que en ]a mayoria de los casos es preferible un proceso en continuo.
Sin embargo, el capital que e necesita para un proceso en continuo es mucho mayor que el
que se niccesita para un proceso discontinuo, También debe ser tomado en cuenta que un
reactor bstch tiene una mayor flexibilidad y puede ser usado en varios procesos, mientras

que un proceso en continuo require de un disefic mis especifico del reactor.
Muchos factores influirén en el tipo de reactor comtinuo que ses

escogido, a continuacion se muestra una tabla en la que se mencionan lss caracteristicas mas

importantes en Ia eleccion de un reactor.
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TABLA 2.2.1,FACTORES QUE INTLRVIENEN [N LA ELLCCION DL UN RFACTOR PARA

ENZIMAS INMOVILIZADAS

FENOMENOS DE FLUJO TRANSFERENCIA DE CALOR
-Agilacién para un reactor RTCA Reacciones endotérmicas o exotérmicas
-Asreacion Diseiio de sistemas de enfriamiento o de
<Flujo piston ( reactor de lecho empacado ) generacion de calor.
FTRANSFERENCIA DE MASA
-Silaenzima es bia o bria (T ransfe ia de oxigs

+Resistencias difusionales en 1a enzima inmovilizada

CARACTERISTICAS INTRINSECAS DE COSTOS
LA ENZIMA INMOVILIZADA
~Tipode i ilizacién ( b fibrosa Volumen del reactor en funcion de la
esférica) cantidad a procesar.
Reemplazo y/o reg ion de 1a enzima Material de construccion.
-pH dptimo
~Temperatura dptima

~Cindtica de reaccidn

(101)




Desde el punto de vista de la cinética de reaccion, los reactores de
lecho empacado tienen ventajas sobre los reactores de tanque agitado para la mayoria de las
reacciones. Ademss la alta eficiencia de un reactor de lecho empacado, el cuil
frecucntemente aprovechs el funcionamiento del flujo pistén, que tiene una gran ventaja
sobre los demis.

En un RTCA, donde se lleve a cabo una reaccién con cinética normal,
la velocidad promedio de reaccion es menor que en un reactor de lecho empacado debide a
Las diferentes concentraciones operacionales de el sustrato.

El fluto piston y los reactores batch son mis eficientes que el reactor
continuo de tanque agitado, cuando Ia cinética de reaccién es mayor del orden cero. La
vetitaja del flujo piston sobre ¢l RTCA es aiin mayor en ¢l caso donde existe inhibicién por el
producto, Existen casos, como en ¢l de inhibicién por sustrato, donde los reactores de
retromezclado son superiores, pero éstos son pocos en la prictica, El reactor de lecho
empacado por lo general tiene una mayor pérdida de Ia enzima por unidad de volumea del
reactor.

Un aspecto relacionado con Is eficiencia y pérdida de la enzima es el
de Ia Timitacién por transferencia de masa. Aunque en muchos casos précticos, el lecho
empacado no es yna desventaja, los otros tipos de reactores pueden hacer uso de particulss
mis pequefias para inmovilizar la enzima 0 membranas delgadas para evitar las limitaciones
por difusién.
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Los reactores con tanque agitado, ya ses continuo o batch y los de
lecho fluidizado someten a la enzima inmovilizada a tratamientos mas severos que los
reactores de lecho etnpacado,

En un reactor de tanque agitado ¢l riesgo de perder Ia actividad dc la
enzims debido a la desintegracion o solubilizacién det soporte por el agitamiento mecénico
es mucho mayor que en el reactor de lecho en;lncldo. Por lo tanto, solo en preparaciones
relativamente durables de enzimas inmovilizadas debe ser utilizado ¢l RTCA.

Por otra perte, preparaciones de enzimas inmovilizadas sobre
particulas muy pequefias pueden dar como resultado cafdas dc presion inaceptables y
problemas de taponamiento en reactores de lecho empacado. [En este caso las
complicaciones pueden ser evitadas utilizando un reactor de lecho fluidizado.

Los requerimicntos operacionales no han sido todavia tomados en
cuenta. En primer lugar un reactor batch presenta mayores ventajas para las reacciones que
requieren transferencia de oxigeno o Ia adicion de una basc o un dcido para el control del
pH. También el control de Is temperatura es ficilmente alcanzado en un reactor de tanque
agitado, asi como cn los reacteres con recirculecién y de lecho fluidizado. La estabilidad

aperacional es probablemente mayor en los reactores de lecho empacado.

Finalmente, las caracteristicas del reactante pueden dictar la cl
de un determinado tipo de reactor. Particulas, sustratos cofoidsles y preductos son
procesados preferentemente en reactores de iecho fluidizado o con tanque agitado, donde el
taponamiento del reactor es probable que no suceda, como sucederia en un reactor de lecho
empacado.
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2.3. ECUACIONES DE DISENO PARA UN REACTOR IDEAL

El conacimiento de la cinética de reaccion y la forma de operacion del
reactor pucde ser usada para predecir ¢l comportamiento de un reactor ideal para enzitas
inmovilizadas.

Normalmente tres tipos de reactores ideales pueden ser encontrados:
reactores batch ( bien agitados ), reactores de agitacién continua y reactores de flujo pistén.

El siguiente tratamiento cinético, utilizs la cinética de Michaelis -
Meaten, pero el mismo tratamiento matemitico se pucde realizar para otros tipos de cinética
enzimitica . La velocidad de reaccidn para la ecuacion irreversible de Michaelis-Menten

puede ser escrita como:

v=kES (U
Km+S

Donde v=-Va (dS/4T ) ( Vs es el volumen de Ia solucién de sustrato
y tes el tiempo ), k es ¢l nimero de recambio ( constante }, E ¢s Ia cantidad de enzima, S s

Ia concentracién de sustrato ( reactantes ), Km ¢s la constante de Michaelis-Menten.

La ecuacién (1) pueds ser integrada desde un tiempo cero hasta un

tiempo ¢ para obtener Ia siguiente expresion para una reaccidn batch.

kEt/Vs = SoX-Kmis(1-X) @
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Donde So ¢s la concentracidn inicial de sustrato y X = ( So - S ) / So.

Para un reactor ideal de flujo pistén donde cada clemento de volumen del fluido através del

reactor se comporta como un reactor batch infinitesimal, no existe con los os

adyacentes del fluido, 1a ecuacion (2) puede ser escrito de Ja siguicnte manera:

KE/Q=8So0X-Kmin(l-X) (£)]

Donde Q cs la velocidad del flujo volumetrico

Para un reactor continuo, un balance de materia da la siguiente
expresion;

v=Q(So-5) “)

Donde So es Ia concentracidn det sustrato a s entrada del reactory S
es Ia concentracién en ¢l reactor y a In salida de éste.

El lado derecho de las ecuaciones (1) y (4) puede ser igualado de ta
siguiente forma;

Q(S0-5)= kES/Km+§S 5)

Esta ecuacién puede ser rearreglada y el término de conversion

fraccional X sustituido para dar Ia ccuacién final:

KE/Q=X[Km/(1-X)+So0] %)
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Ecuaciones similares para la cinética de Michaelis-Mcnten en las que
hay inhibicién por sustrato ¢ inhibicion por producto son mostradas en !a tabla (2.3.1))

Generalmente las ecuaciones de velocidad o los datos de operacion de
un reactor pueden ser expresados grificamente como conversién vs tiempo de residencia.
En el caso de catdlisis heterogénea, como en Ia catilisis de la enzima inmovilizada, el tismpo
de residencia debe ser normalizado de forma que refleje la cantidad de cozima presente. El
tiempo de residencia normalizado puede ser expresado en muchas formas. Para un reactor

batch, la ecuacién puede scr expresada como :

Wi/Vs 6 Eat/ Vs ™

Donde W = Peso de la enzima immovilizada y Ea = Actividad
enzimética total. Para un reactor continuo, el tiempo de residencia normalizado puede ser

escrito como:

WiQ ¢ Ea/Q ™

106)



TABLA 2 3.1
ECUACIONES INTEGRADAS PARA REACTORES ENZIMATICOS, TIPO
DE CINETICA Y ECUACION DE VELOCIDAD

LO)]

MICHAFLIS - MENTEN
v=kES/Km+§

FLUJO PISTON!

KE/Q = SoX-Kmin(1-X)

FLUJO CONTINUO:
KE/Q=X[Km/{1-X)+So0]
MACHAKLIS MENTEM ( REVERSIBLE ).

v .
Km +S- KmP/Kp

FLUJO PISTON:

kE/Q=XeS'[(1-Km/Kp)(Xt'-Xi)+Km/St'+(1=-Xe)(KmKe/Kp)In(Xe.Xi/Xe-

FLUJO CONTINUO:

KE/Q={X{-Xi)(Km+St-KC St + .
(L-X-Xt/K)
INHIBICION POR SUSTRATO

v=kEB/(1+Km/S +5/Km)

FLUJO PISTON:

kE/Q=SoX-Kmin(1-X)+S02 X/Km-51X2/2Km)
FLUJO CONTINUO:

kE/Q= XSo[l+Km/So(1-X)+So(l-X)/Km]

(107)




TABLA 2. 3. 1. {(continuacion)
ECUACIONES INTEGRADAS PARA REACTORES ENZIMATICOS TIPO DE
CINETICA Y ECUACION DE VELOCIDAD

v=kBS/ [ S+Km(1+P/KI)]
FLUJO PIBTON:

kE/Q=580(1-Km/Ki)(Xt'- Xi)-(Km+KmSt'/Ki)tn(1-Xe)/(1-Xi)

KE/Qe{X{- . *
(1-X¢)
Donde :
k = Nimero de recambio
Ki = Constante de inhibicién por producto.
Km = Constante de Michaclis-Menten

Km'= Constantc de inhibicién por sustrato

Kp = Coustaste { Tipo Michaellis - Menten pero para la reaccién en
scatido contrario)

Xi= (St'-So)/ St
Xe= Xt en el equilibrio

Xt'= (St-8)/St
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Transferencia de masa interna

Los efectos de resigtencia a La transferencia de mass interna surgen
cuando Is enzima queda strapads en un polimero. Si la reaccién es realizada por una enzima
inmovilizada en un materisl poroso, el gradiente de concentracién de suatrato es hacia el
centro del poro, la concentracion cs mayor en Ia superficic y va dismmuyendo al aumentar la
distancia. Pars ls mayoria de sistemas con enzimas inmovilizadas con limitaciones por
difission en el poro, es razonable asumir que existen condiciones en estado emacionario.

La ecuacién diferencial que describe la difusion en estado estacionario

de unas reaccién quimica cn una osfera:
@3S / &2 +(2/r) (48 / dr) =vi / Deft ©)

Donde r es 1a distancia radisl de la esfera, vi es 1a velocidad intrinseca
de Ia reaccién ( usualmente es una funcién de Ia concentracion del sustrato ), y Deff o Ia
difusividad efectiva. Esta ecuacién puede ser resuclta analiticamente solo cuando vi = Kv
;s', dondo m es una constante. Los casos como la cinética de Michaclis - Menten deben ser

rosueltos numéricamente.
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La relacibn entre Ia velocidad de reaccién observada ( Vmax
" obtenida) y In velocidad si no hubicse limitacién por difision ( Vinax tedrica ), se denomina
factor de efectividad ( m ), en los sistemas enzimiticos el factor de efectividad puede ser
menor & uno.

Se han desarrollado un gran nismero de grificas relacionando el factor
de efectividad con diversos tipos de médulos genieralizados. Estos médulos se clasifican en
dos grupos principalmente, los que dependen del conocimiento intringeco de la cinética y los
que utilizan la informacion de la velocidad de reaccion observada,

El factor de efectividad ( n ) es expresado grificamente como una
funcién del médulo general ( M), el cudl puede ser aplicado a cinética tipo Michaelis -
Menten asumiendo Deff como una constante a varios niveles do 8/ Km { 7). Este mbdulo

¢l cuil relaciona las constantes intrinsecas de reaccion, para geometria plana es:

M=L(Vm /IKmDef)V2 (S5/Km+5) [S/Km-la(1 +5/Km) |2

10)

Donde M s mayor que 2, (v} ) = 1/M. La grifica para varios niveles

es mostrads en la fig, ( 2.3.1 a).
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Un ejemplo del mismo tipo de grificas para un médulo que depende
de las velocidades de reaccion observadas es mostrado en al fig. (2.3.1 b) (68).

El médulo es el siguiente:

¢.= L3/Deff|1 /Vc (dn/dt)] 1/S )

El cuil puede ser modificado para una geometria esférica, Deff'es una
constante = Difusividad cfectiva, y L = espesor medio de Ia particula . Este médulo en
particular es muy util en la prictica debido a que el término (1 / VcX dn / dt) se obticne
facilmente, ya que es la velocidad de reaccion observada por unidad de volumen del soporte
poroso. La siguiente correlacién empirica es til para Ia estimacion de Ia difusividad efectiva

72):

log ( Deff / DoB ) = 20% 12)

Donde : Do = Difusividad, £= Relacién entre el diimetro critico del
soluto que se difinde y el didmetro del poro, 6 = Porosidad ( fraccion de espacios vacios ).

Para cada tipo de modulo el mayor problema es determinar o estimar
la difusividsd efectiva. Si el diimetro de la moléculs de sustrato que se difunde es una

fraccion significativa del didmetro del poro, la difusividad efectiva disminuira.
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FIG. 2.3.1 FACTOR DE EFECTIVIDAD
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IRANSFERENCIA DE MASA EXTERNA

Los efectos difusionales de ferencia de masa extena proviencn
de la presencia de una pelicula del liquido alrededor de la particula de enzima inmovilizada.

Existen varios métodos para determinar los cfectos de Ia transferencia
de masa cxterna sobre las velocidades aparentes de reaccién.

La velocided de transferencia de masa ( v ) sobre la supertficie hasta el

total de la solucién puede ser escrita como:

v=Kmam(Sb-S3) {13)

Donde : Km e el coeficiente de transferencia de masa , am cs el area
superficial por unidad de volumen, Sb es Ia concentracién total de sustrato, y Ss es la
concentracion de sustrato en la superficie. La velocidad de transfencia de masa, bajo
condicioncs cn estado estacionario, debe ser igual a la velocidad de reaccién dc la parsticula
en la superficie o la velocidad aparente en la particuls. El coeficiente de transferencia de
masa ( h )puede ser estimado por difercntes correlaciones. Una de las mas reciente es la
siguiente (89 ): -

Para 0,0016 < NRe < 55 < y 0,038<8< 0,75 1)

h=(109/0)NRe2/3
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Para 58 < NRe < 1500

h=(0.250/6) NRe 031 as)

Donde: NRe = dpG /s, J = Kem p / NSc23, NS¢ = 4 / Do, es la viscosidad
del liguido, G es la velocidad de masa por unidsd superficial a través de la seccion
transversal del lecho, p cs la densidad del liquido, Do es !a difusividad del sustrato, 0 es 1a
fraccidn de espacios vacios, y dp es el diimetro de la particula.

El problema de transferencia de masa ha sido estudiado en reactores

de lecho fluidizade { 72 ), para los cuales se cita 1a siguiente correlacion:

(Kmdp /D) =40+ 1.21 NPe?/3, (16)
Donde : NPe = dpw/D y u = velocidad del fluido. Otra correlacién
encontrada es( 72 ):

K'm (NS¢ )%= 038 (gm Ap ) 119 17)
pt

Donde K'm es el valor de Km para una esfera a velocidad terminal, Ap
es In diferencia entre 1a densidad (p) de Ia particuls y el fluido, y (g) es la aceleracién de la

gravedad.

En teactores con tanque agitado, Ia particula atrapada en el fluido
puede limitar la velocidad de transferencis de masa, alin més, si la velocidad de agitacién

aumeota.
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CAPITULO 1l

ELECCION DEL REACTOR PARA 1A
INMOVILIZACION DE LA ENZIMA INVERTASA

3.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

El efecto del pH, temperaturs, fuerza ionica, concentracion de
sustrato y producto sobre Ia enzima inmovilizada son ejemplos de pardmetros cinéticos que
deben scr determinados y comparados con los datos obtenidos para 1a enzima libre,

Estos estudios deben ser realizados de la misma forms para la enzima
libre y para Ia enzima inmovilizada. |

Se pucden realizar ciertas predicciones de como serén afectados

| dmetros, parti ¢ do 12 enzima es adsorbida en un soporte con cierta

(- ¥

carga cléctrica. El pH y la estabilidad de una enzima adsorbida idnicamente puede cambiar a

un pH mis alcatino o mis acido do si el sop es cargado negativamente o

3 a4;
P

positivamente. El cambio es atribuido a el microambiente entre el soporte cargado y la

cliziina,

()




La determinacion inicial de el valor de Km de la enzima es importante,
y la inmovilizacién de ésta puede dar como resultado el aumento o disminucion de éste
parametro. Un valor mas bajo de Km al momento de la inmovilizacion pucde tener ventajas
practicas ya que Is velocidad de reaccién aumentari a bajas concentraciones de sustrato.
Por otro Iado, un incremento cn ¢l Km al momento de la inmovilizacién significa que se
nccesita una concentracion mayor de sustrato para alcanzar la misma velocidad de reaccion
que en la enzima libre.

Otra vez, los cambios de estc pardmetro son atribuidos a los cfectos
del microambicnte en la region donde se encuentra la enzima inmovilizada. Este efecto
pucde ser demostrado reduciendo el tamafio de la particula cn la que Ia cnzima es
inmovilizada o incrementando la velocidad de agitacion de las particulas, lo cudl disminuye
el valor de Km. La naturaleza idnica del soporte puede influenciar en los valores de Km,
particularmente cuando el sustrato posec una carga. El valor de Km de una cnzima
inmovilizada puede disminuir si las cargas del soporte y e! sustrato son opuestas. Si las
cargas son iguales, el valor de Km seri mayor,

Cuando una e¢nzima es inmovilizada en algin soporte se espera un
incremento ea la estabilidad térmica, lo cudl, por supuesto, prolongara la actividad de la
enzima, Sin embargo, ¢s dificil predecir, & un método en particular aumentara la estabilidad
térmica de una cnzima. Un incremento en la temperatura optima de la enzima inmovilizada

no significa necesariamente que su estabilidad térmica haya aumentado.
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Aunque la temperatura optima puede verse incrementada entre 10-20°C, la cnzima
inmovilizada puede ser inestable a temperaturas mayores y perder su actividad ripidamente
sunque 1a velocidad inicial de reaccion se incremente,

Los datos que se muestran en la figura 3.1.1.(a) muestran un ejemplo
de lo dicho con anterioridsd. En esos datos, 1a invertass mucsizan un incremento en la
estabilidad cuando es adsorbide, y cuando es unida covalentemente a celulosa
microcristalina. La fig. 3,1.1. (b) rouestrs que Ia enzima inmovilizada es mis estable durante

I operacion que In enzima libre ( 34).
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3.2, INMOVILIZACION DE LA ENZIMA

Como hemos podido observar en capitulos anteriores, dependiendo
del tipo de inmovilizacién al que se somete una enzima se puede obtener una mayor o metior
actividad de la misma,

De acuerdo al estudio bibliografico realizado, se encontraron dos
métodos de inmovilizacion ( adsorcién y enlace covalente ) en los cukles la invertasa
presenta uns mayor actividad con respecto a otras formas de inmovilizacion,

Debemos agregar que los métodos de inmovilizacion por adsorcion y
enlace covalente han sido utilizados para operar diversos tipos de seactores (19. 49, 79), por
lo cukl cs factible su utilizacién para una operacién en continuo de hidrélisis de sacarosa.
Por lo tanto, teniendo como base el estudio bibliogrifico previamente realizado y de uc.ucrdo

a las caracteristicas de Ia inv , 58 prop estos dos métodos de inmovilizacién para

ser implementados en el reactor enzimdtico.
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3.3. ELECCION DEL REACTOR

Para ia cleccion del reactor donde ¢l elemento catalitico sea una

i

enzima (inventasa), existen una gran diversidad de factores que su funci

Dentro de estos factores tenemos los siguientes:

a) Naturaleza del biocatalizader.- La enzima puede estar disponible en forma de un
producto comercial soluble o bien de un biocatalizador dondc las enzimas o células
completas que contien han sido insolubilizadas.

b)  Caracteristicas cinéticas del proceso- La enzima puede temer un

cinético simple, obedeciendo ¢l modelo de Michaelis- Menten o bien estar

w b

sujeta a diferentes tipos de inhibiciones ( por sustrato o por producto). Puede igualmente
prescntar reacciones laterales o cierto grado de reversibilidad. Para la invertasa es sabido
que presenta una inhibicion por sustrato a concentraciones por arriba del 20% aunque
cuando la enzima es inmovitizada la inhibicion por sustrato se ve ampliamente disminuida y
se puede trabajar a concentraciones de hasta 30 y 50 % (22), la enzima ademas presenta una
inhibicion por sus productos de hidrélisis.

Se¢ ha cncontrado que la enzima invertasa presenta inhibiciones a altas
concentraciones de sustrato y por sus productos dec hidrélisis ( 87 ). Por lo tanto sera

necesario tomar en cuenta estos pardmetros al momento de la eleccion del reactor.
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c) Caracteristicas fisicoquimicas del procese.- Existen diferentes factores de
importancis a considerar.

i) Temperaturs y pH.- Lz reaccion puede ser exotérmica o endotérmica o bien
requerir la regulacion del pﬁ.

ii) Presencia de varias fuses.- La generacién de gases en I reaccidn, el uso de
solventes orginicos, Ia presencia de sustratos o productos insolubles. En el caso de ta
reaccidén de hidrélisis de sacarosa via catélisis enzimitica, no hay generacion dc gases y el
sustrato y producto son solubles.

iii) Estabilidad de Is enzima.- La invertasa es una enzima que presenta estabilidad
operacional siempre y cuando se mantenga a temperaturas de operacion en un rango de 40 a
55 °C y pH entre valores de 3.5 - 4.5 (62,22,19).

Para Ia eleccion del reactor en ¢l cudl se lieve acabo la reacion de
hidrélisis de sacarosa, haremos primeramente Ia comparacién entre Ia forma de operacion de
fos reactores batch y continuo.

El reactor batch por lo general se utiliza cuando enzimas en solucidn
son necesarias para la catilisis, ya que por lo general no se recobra la enzima. En ¢l caso de
utilizar enzimas inmovilizadas, se necesita de una separacién adicional para recobrar las
misinas, esto ademis de incrementar el costo del proceso, se refleja en una pérdida de
activida de la enzims. Ademis la importancia de la inmovilizacién radica en las ventajas
openacionales que representa un proceso en continuo,

(121)



Dado lo anterior, se propone un reactor que opere en forma continua.
Entre los reactores de flujo continuo tenemos principsimente el reactor continuo
perfectamente agitado ( RTCA ) y cl reactor de flujo pistén de lecho empacado ( RE ).

El costo de una cnzima es quizas la parte mas importante dentro del
anilisis economico total de un proceso. A continuacién se muestra un estudio en cuanto al
requerimiento de enzima de los dos tipos de reactores mencionados con anterioridad (
RTCA) y (LE)(93).

Dependiendo de la ccuacion cinética de la enzima, la constante de
equilibrio, 1a conversion deseada y los efectos de mhibicién por sustrato y producto, la

conversion puede diferir ampliamente de un reactor a otro.

La cinética de una enzima puede ser descrita por la ecuacién de
Michaclis-Menten:

v =aVmax S/ Km+§ (L))

Velocidad de reaccion

n

Donde; v
vmax = Velocidad mixima de reaccion

Concentracion de sustrato

Constante de Michaclis-Menten

]

Km
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A altas concetraciones de ssutrato (S>>Km) la velocidad de reaccién
os do orden cero mientras que cuando S>>0 ( S<Km ) la reaccion se aproxima a las
cancteristicas de primer orden.

Para reacciones con inhibicion por sustrato, una dismtinucion en la
velocidad de reaccion de la enzims s observada a altas concentraciones de sustrato. Con

inhibicion competitiva la ecuacion (1) se lee:

veVmax 5§/ Km+S(1+S/Kis) Q)

Donde: Kis es la constante para la inhibicion por sustrato.

Entre mis pequeiias es Ia relacion Kis / Km, cs mayor Ia disminucién

en la velocidad de reacciém.

La resccitn con inhibicién competitiva por producto puede ser escrita

v VusS/Km(1+P/Kip)+8 (0]

Donde: P ¢s Ia concentracién del producto, Kip es Is constante pars
inhibiciéa por producto.
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Por lo tatito un incl enlac tracién del producto conduce
a una disminucion en la velocidad de reaccién. Similar a la inhibicidn por sustrato, ¢l efecto
de la inhibicién por producto aumenta cuando disminuye la relacion entre Kip / K.

El fincionamiento de un reacter (RTCA) y el de flujo pistén. es

analizado comparando la cantidad de enzimas requerida para cada reactor a un cierto grado

de conversion ( X) definido como:

X = (So-8)/So )

Donde: So = concentracion inicial ( emtrada del reactor), § =
concentracion final ( salida del reactor ).

Como s¢ observa en la fig. 3.3.1, para una reaccion de primer orden el
reactor de flujo pistén ¢s mucho mis eficiente que cf (RTCA). Para ¢l caso de
concentraciones iniciales de sustrato menores a 100 Km, aim a bajas conversiones es
considerablemente menor la cantidad de enzima que necesita un reactor de flujo piston que
1a necesaria para ¢l (RTCA). Por ¢jemplo cuando tenemos So / Km = 0.1 y se desea una
conversion de 73% se nccesita dos veces mas enzima en el (RTCA) que en el reactor flujo
piston, Para conversiones de 90 a 99% sc necesitan aproximadamente de cuatro a veintidos

veces mayor cantidad de enzima en un (RTCA) que en un reactor de flujo piston (37).
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FIG. 3.3.1. REACCION DE PRIMER ORDEN
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Come lemos podido ver es importante fa concentracion inicial de
sustrato en la cleccién de un reactor. Por lo tanto, si se descan obtener altas conversiones a
bajas concentraciones de sustrato un reactor de flujo pistén sicmpre requierc de menor
cantidad de enzima que ¢l (RTCA) y la influencia de la inhibicién por sustrato o producto no

tiene importancia.

Ahora bien en el (RTCA) Ia enzims estari en presencia de la mixima
concentracion posible de producto, por lo que de esta forma s¢ generan las condiciones del
miximo efecto inhibidor. Evidentemente en este caso también ¢l reactor mis convenicote es
¢l de flujo piston, donde solo Ia enzima ubicada en Ia ultima parte del reactor estari sujeto a
la inhibicién por producto.

Una forma clara de apreciar las diferencias en los dos sisternas bisicos
de reaccion en continuo, es mediante un andlisis de grificos como los que se muestran en ls
fig. 3.3.2.. En ¢éstos, el tipo de grifica depende det comporamineto cinético y de acuerdo
con las ecuaciones de disefio de los reactores es posible determinar grificamente los tiempos
de residencia.

Para la cinética representada en la grifica 3.3.2. en las figurasa y b se
muestra que para ir de una concentracion inicinl de sustrato (So) a uns concentracién final
(Sf), en el caso del (RTCA) se requiere de un tiempo de residencia mayor, y por lo tanto de

un reactor mis grande que si se emplea un reactor empacado.
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Una comparacitn de las ecuaciones de disefio para los dos tipos de
reactores, permite establecer las ventajas del reactor empacado (RE) con respecto al

(RTCA).

=50X - - ®
RE KZEt=80X-Kmla(l-X)

Donde K2 = actividad de la enzima, E = concentracion
de la enzima , X = conversién deseada, So = concentracién inicial de sustrato, ¢ = tiempo de

residencia,

Micntras la reaccibn se mantiene en orden cero el término
multipticado por Km es despreciable, por lo que para aliss concetraciones de sustrato se
requiere de volumenes iguales de ambos reactores para uns determinada conversion. Sin
embargo, para bajas concentraciones de sustrato, 0 altas conversiones aiin a alas
concentraciones de sustrato ¢l volumen requerido de (RTCA) es ny superior al del reactor

empacado para una detcrminada operacidn,
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FIG. 3.3.2 REPRESENTACION GRAFICA DE
LAS ESCUACIONES DE DISENO PARA
REACTORES IDEALES (A) REACTOR

EMPACADQO, (B) REACTOR CONTINUO DE
TANQUE AGITADO
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Siguiendo con el estudio de los dos tipos de reactores, tencmos que
tomar encuenta otro factor de gran importancia, la inmovilizacién de la enzima, es decir, que

Ia actividad catalitica de la enzima no se ve afectada por el funcionamiento del reactor.

Los métodos de inmovilizacion propuestos son ¢l de adsorcion en
DEAE SHEPADEX 'y enlace covalente en un soporte de vidrio porose. En un (RTCA)
debido a las altas velocidades de agitacion y a que ésta es constante se puede producir una
desorcion de Ia enzima, en cambio cn el RE la enzima queda fija al lecho y al no existir una

agitacion de este Ia enzima presenta uns mayor estabilidad.

Otro factor que hay que tener en consideracion es la necesidad de una
operacion adicional para recuperar Ia enzima inmovilizada en ¢l (RTCA), ya sea colocando
un filtro a [a satida del reactor o una membrana de ultrafiltracién lo que conlleva a un

incremento en ¢l costo del reactor.

En cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas del proceso éstas son

mas ficilmente controladss en un (RTCA) aunque también pueden ser evaluadas en cl

reactor de lecho empacado,
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Después de la comparacion eptre los reactores (RTCA) y de lecho
empacado flujo pistén podemos concluir, que para Ia hidrélisis continua de sacarosa en
fructoss y glucosa, ¢l reactor que offece msyores ventsjas en cuanto a consumo de enzima,
volumen del reactor, cinética de la enzima, tiempos de residencia ¢ inmovilizacion cs el
resctor de lechko empacado, por lo tanto para 1a inmovilizacién de la enzima invertass y su

operacibn en continuo se propone un resctor de este tipo.
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3.4. ECUACIONES DE DISENO PARA UN REACTOR IDEAL DE FLUJO
PISTON (LECHO EMPACADO)

Las variables de disefio que controlan el funcionamiento de un reactor
con uns enzima inmovilizada son (2) Tiempo de residencia, (b) Concentracion de sustrato,
(c) Cantidad de enzima mmovilizads, (d) Temperatura v pH de la reaccion. El
funcionamiento del reactor puede ser analizado por Ia conversibn final (X) definida como:

’ X = 80-8/So ®)

Donde: So = Concentracion a la entrada del reactor.

s = Concentracion del sustrato a la salids del reactor

Para un reactor empacado la suposicidn de idealidad cousiste en
establecer un flujo piston dentro de la columaa. De esta forma la concentracién de sustrato
en la direccién radial es ls misms, solo modificindose en Ia direccion axial como
consecuencia del desplazamicnto de flujo. Otro efecto que se considera despreciable es Ia
difusién en la diveccion axial, fenémeno que se conoce como retromezclado.

En este reactor el tiempo de residencia esta definido por Ia ecuacion:

t=0V/Q [y]

Donde: V = Volumen del resctor

Q = Velocidad de flujo
El factor de¢ porosidsd ( fraccién vacia 8 ) es necesario
incorporario a la ecuacién anterior debido a que comesponde al porcentaje del volumen que
~ queda libre cusndo ia enzima jamovilizada es empacada en el reactor.
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Lo primero que se realiza es un balance de materia en el reactor
empacado, dadas las condiciones cambiantes a lo largo del reactor, se realiza un balance en
un elemento diferencial de volumen dV :

Eatrada - Salida = Consumo (8)
QSo(1-X) QSo(1-X-dX) (-vi)dv
Q So dX =(-vi)dV
v X
av/QSo = 0 dax /(i) )
Donde: @ = Gasto de alimentacion del sustrato

-vi = Modclo enzimitico de Michaelis-Menten

X = Conversion deseads

Ls ecuacion anterior pucde representarsc graficamente en la fig.3.3.2
(A), donde ¢l irea bajo la curva equivale al tiempo de residencia. Para resolver Ia ecuacion

(9) tomamos el modelo de Is ecuacidn de Michaelis-Menten donde:

vi = K2ES/Km+§ (10)
Sustituyendo la ecuacion (10) en (9) ¢ integrando obtenemos la

ecuacion que describe ¢l comportamiento del reacter empacado.

KEOt=SoX-Kmia(1-X) an
Donde: K2 = Actividad de la enzima
£ = Concentracitn de la enzima

Km Constante de Michaelis - Menten

[}
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De acuerdo a la literatura revisada la invertasa presenta inhibicién por
sustrato, aunque se ha encontrado que la enzima inmovilizada presenta una actividad
aatisfactorin bajo condiciones operaéiunnles, especislmente en altas concentraciones de
sacaross donde I enzima libre mostré una fuerte inhibicion por el sustrato (49,87, 90).

Para una cinética de orden cero So >> K donde la conversion esta
dada por:

X =¢tKIE/So 12)

Cuando 8s << Km la ecuacion (11) se reduce a:

KiCotmKmin(l-X) )
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TRANSFERENCIA DE MASA

Para obtenerse las condiciones en que debe operarse un reactor
cmpacado de manera de evitar las resistencias difusionales externas, éste se opera a
diferentes gastos y para diferentes concentraciones de sustrato. Si el sistema se encuentra
timitado difusionslmente la ecuacion del reactor estara definids por pseudoconstantes ( K2 "

y Km " ) del modelo de Michaclis - Menten y dependicates del gasto:

SoX = Km"ln (1-X)+K2"Et 14
Reamreglando Ia ecuacién:
SoX/tm Km"In (1-X)/¢t+K2"E Qs)

En Ia fig.3.4.1. s¢ presenta grificamente 1a ecuacién (13), donde los
puntos experimentales se arreglan en lineas de isoconcentracién, es decir agrupando en una
linea los resultados de conversion obtenidos pars una conccutracidn dada a diferentes
gastos.

La pendiente de estas lineas esta dada por:

m = SoX/i(l-X) 6)

Siendo posible demostear que:

lim SoX/In(1-X) = -So an
x-->0
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Las lineas con pendiente - So, que parten del origen son lineas que se
obticnen cuando x-->0, ¢l flujo al infinito y por lo tanto en ausencia de problemas
difusionales. En la fig. 3.4.1 sc trazan estas lineas. Los puntos de interseccién se uncn entre
si para generar una nucva linea correspondicnte & las condiciones libres de problemas

difusionates de cuya peadicnte ¢ interseccion se obtienen Km * y K2 *.
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F1G. 3.4.1 METODO GRAFICO PARA LA
DETERMINACION DE CONSTANTES DE
MICHAELIS - MENTEN APARTIR DE DATOS
EXPERIMENTALES EN UN REACTOR DE
LECHO EMPACADO LIMITADO POR LA
DIFUSION EXTERNA

/ SoXjt

Lineas de pendiente
{m)=-So

Sin limitacibn '
difusional externa
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Recientemente se ha desarrollado un modelo para la determinacion de
los efectos por difusién extcrna e interna (37). Para el caso de un reactor que opera bajo
condiciones de estado fijo en donde ¢l flux de masa através de la capa limite es igual que

dentro de ls membrana, por lo tanto:

J = KL(5h-53) =L KoSs {18)

Donde: J = Flux de masa en estado fijo

KL = Cocficicnte de transferencia de masa

Sb = Concentracion de sustrato dentro de la membrana

Ss = Concentracidn de sustrato en ls membrana (superficie )

L = Espesor medio de la membrana

Ke= Pseudoconstante que determina s velocidad en una
reacoidn de primes orden que es igual s K2 E /Km

n = Factor de efectividad = tenh ©

© =Mobdulo de Thiele =L (XK /De)t/?

De = Difusividad cfectiva

K = Constante de la velocidad para i de primer

orden

(137)



La ccuacion (18) puede ser escrita como:
Sh-Ss=1/KL: y Ss/J=1/nKolL 19)
De lo cual se obticne:
Sh/J = t/KL+1/n Kol 20)
6 I/K'= t/KL+1/nKoL an
Donde: K' = J/Sb
K' = Coeficiente combinado de transferencia dc masa.

d

Asi este modelo puede ser pare una seric de resistencias,

v

desacoplando los efectos de difusién y reaccién. Nosotros podemos escribir la siguiente

ecuacidn para el funcionamiento en general de un reactor de lecho empacado:

m(i-X) = -K'at )

Donde: & = Area superficial de catilisis por unidad de volumen del

reactor, la constante general de transferencisde masa - cinética (K), es obtenida

experimentalmente conociendo X y t que es el grado de conversién y ¢l tiempo de residencia

respectivamente.
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El coeficiente de transfi ia de masa KL esta en funcién de la

velocidad lineal. Por lo tanto una correlacion de datos experimentales entre K’ y velocidad
de flujo pueden ser desarrollados.

Un método préctico para estimar los efectos por difusion por el poro

es comparando la variacion de la velocidad de reaccion o la actividad con la temperatura
para enzimas inmovilizadas vs Ia enzima soluble. Si la grifica de Arrhenius ( log de la
velocidad de reaccibn  vs el reciproco absoluto de la temperatura ) para la cnzima
inmovilizads ds una linea recta con una pendiente similar a la de 12 grifica para la enzima
soluble, esto indicars que no existen limitaciones por difusién del poro. Las limitaciones por
difusién interna por lo general dan una pendiente menor a bajas temperaturas.  Se ha
encontrado que el factor de efectividad cae por debajo de La unidad, cuando la energia de
activacién también disminuye ( 86).

Panpodumdiulouﬁetosdgmmamummm
reactor de lecho empacado se puede cambiar la profundidsd de el lecho mientras se
mantienen ¢l mismo tiempo de residencia. Si los efectos de difusion de Ia capa son
significantes, el cambio en la velocidad lineal causaré un cambio en la conversién del reactor
ain cusndo sea e mikno tiempo de residencia. Se debe observar un rango lo
suficientemente amplio en la velocidad lineal para detectar si existe algiin efecto presente.

A altas concentraciones de sustrato ( S > Km ), Is reaccién sigue um

cinética de Michaelis - Menten de orden cero y las conversiones no son afectadas por el

retromezclado.
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EFECTOS DE LA TEMPERATURA

Como se vio con anterioridad la actividad de la enzima se ve muchas
veces reducida por los cfectos de la temperatura. Generalmente la dependencia de la
temperatura puede se descrita por la ecuacion de Arrhenius. Las energiss de activacion se
encucntran generalmente en un rango entre 5 a 20 Keal / g. mol , mientras que Is energia de

desactivacion se cncuentira en rangos de 10 a mus de 100 Kcal / g. mol.
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3.5 ESTRATEGIA DE OPERACION

Es claro que el funcionamiento de un reactor con enzima inmovilizada
se vera influenciado no solo por las caracteristicas de inmovilizacion del agente cha!itico
sino también do Ia manera en que es empacado dentro del reactor y la operacion de éste. La
uniforinidad a 1a hora de empacar el lecho es muy importante para alcanzar una buena
distribucién del flujo. Estudios por separado sobre las distribucién de tiemnpos de residencia

&

han cstablecido que el lecho, es empacado corr te tiene una vida operacional

mayor que cuando éste no sc realiza apropiadamente.

En una operacién donde el flujo vaya hacia abajo el sustrato se filtrara
2 través de cl lecho empacado por gravedad, para realizar esto, es necesario tener una
cantidad suficiente de liquido arriba del lecho y ser mantenida todo el tiempo. La
alimentacion a Ia entrada y silida deben ser disefiados de forma de mantener el lecho
empacado sicmpre himedo.

Es nccesario operar el reactor de manera de obtener un producto
final dc calidad uniforme y un contenido constante de glucosa y fructosa.

Usualmente es deseable maximizar la cantided de alimentacion
procesado por unidad de enzima, volumen de reactor o alguna variable que minimice el

costo del proceso,
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La produccion total Pt de un reactor durante un periodo de ticmpo tp
a una velocidad de alimentacion Q puede definirse como:
t

Pt = QSo Xdt (P X))

Sin embargo, ia principal caracteristica que limita la operacién de un

reactor enzimatico es la vida del catalizador. Es imprescindible conocer el comportamiento
de una cnzima en lo que se refiere a la estabilidad en operacion, no solo para un disciio
adccuado del reactor, sino por que éste sera el criterio que permite establecer una cstrategia
de opcracion.

Por lo tanto, es requisito cfectuar estudios de estabilidad de

almaccuamicato con la enzima, incubando a dife temp as y siguiendo la cvol
de la actividad con el tiempo. Esta informacién es de utilidad pero sc requiere efectuar
estudios de cstabiidad en operacion, con el fin de analizar €] efecto estabilizador del

sustrato. De ésta manera la estabilidad de Ia enzima puede expresarse de acuerdo con los

modelos de orden cero, de primer orden o medi delos mas plej En nuestro
caso se analizard el caso de una enzima que es desactivada de acuerdo a un modelo de
primer arden,
En cste caso la actividad de Ia enzima (K2 ) puede expresarse como:
K2 = Kloesp(-Kt) 4
Donde: K20 = Actividad inicial
K2 = Actividad al tiempo (t)

K

Constante de deactivacidn de primer orden

(142)



CAIDA DE ACTIVIDAD EN OPERACION

Considerando un reactor empacado con una enzima que se deactiva
de acuerdo con el modelo de la ecuacién (24) y que sigue un comportamiento cinético tipo
Michaclis - Menten. De acuerdo con las ecuaciones anteriormente analizadas, la conversion
a la salida del reactor estard descrita por la ecuacion (11). Si en ella introducimos la
ecuacion (24) para tomar ¢n cuenta la deactivacion del catalizador, obtenemos:

K2oesp(-K()E = So X-Kmin{l1-X) (25)

La ecuacion (25) describe la caida de la conversion con el tiempo cn
_ un reactor empacado opcerando cn continuo,

Dado quc la conversién no puede despejarse de la ccuacién es

necesario resolverla en forma iterativa. Si consideramos orden cero, entonces :

X = K20 exp (-Kt)/ So 28)
Al sustituir la ecuacioén ( 25 ) en ( 27 ), tendremos la cantidad de

ido d el tiempo de pr iento tp. Nucvamente la ccuacidn

producto ot
resultante solo puede resolverse numéricamente, por lo que tomemos el caso de la ecuacién

{26 ), para orden cero:

tp
R o= Q. Sokoexp (-Kt)  dt

0 So
que results en:
Pt = Q K2of 1-esp(-Kip)] / K @n

(143)



OPERACION A CONVERSION CONSTANTE

Es cvidente que cn muchos procesos, no ¢s convenicnte dejar

disminur la conversion conforme transcurre cf tiempo. Una alternativa para mantener la

d ivacion de Ia \

conversion a la salida del reactor constante, a pesar de la
consiste en disminur cl gasto en la alimentacion. Sera nccesario hacer una programacion del
gasto, que sera ahora en funcién del tiempo. Para ello consideremos Ia ecuacion (24) para la

estabilidad del biocatalizador y quet = 0 v/ Q. Sustituyendo en la ecuacion de disefio:

K2oexp (-Kt JEV/Q(t) = So X -Km In{1-X)
Despejando el gasto:

Q) = Koexp(KOE OV (28)
SoX-Kmin(t-X)

Al tiempo cero, ¢l gasto inicial csta dado por:

Qo= __K¥o E © ¥ 9
SoX-Km In{1-X)

Sustituyendo en (27):

Q0 = Qoexp (-Kt) (30)

La ccuacion (30) describe 1a programacion del gasto durantc la

operacion del rcactor, necesaria para mantener una conversion constante .

. (144)



Si sustituimos en la ecuacién (23), obtendremos la produccion del

sistema:
tp
Pt = o Qoexp (-Kt)So X dt
Pt = QoSoX(1-exp (-Ktp))/K on

Otra solucién al problema de disminuir 1a velocidad de fiujo o la

velocidad de produccion es utilizando un sistema maltiples de reactores. Estos reactores los

" &

cudles arrancan en forma escalonada a ti pr dos con anterioridad pueden ser
operados en seric o paralelo. La velocidad de produccion puedc ser mantenida a un nivet
cspecifico utilizando un nimero suficiente ('lc reactores.  El nimero de resctores que se
requiercn para mantener la velocidad de produccion en un nivel establecido de tolerancia que
esth en funcién del nimero de vidas medias para el cudl el reactor es operado antes que la

enzima inmovilizada sca reemplazada (31).

Rp = exp(-HIn2)/N (32)
Donde: N = Nimero de reactores
H = Nimero de vidas medias de la enzima inmovilizada.
Rp = Velocidad de produccién desde un miximo a un
minimo
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DETERMINACION DE CONSTANTES CINETICAS

Tradicionalmente la cinética d¢ la enzima ha sido determinada
utilizando graficas lincales de datos de velocidad inicial. Tres tipos de grifica han sido
utilizadas. La mas comen ¢s la grafica de Lincaweaver - Burk ( 1/V vs 1/8). la grafica
de Hofstee (v vs v/ s )y la grifica de Eadie - Hanes ( S/ V vs § ) éstas dos dtimas son las
menos utilizadas.

Para aplicaciones comerciales, los sistemas con enzimas inmovilizadas
son normalmente cstudiados bajo condiciones similares a las de operacion. Los niveles de
conversion son por lo general altos,

Un procedimiento simple para graficar y estimar las constantes
cinéticas de Ia enzima, es ¢l ¢jemplo de la fig. 3.5.1., el punto de Ia velocidad de reaccién
sobre el ejc vertical es unido con el punto de cencentracion de sustrato sobre el eje
horizontal para cada velocidad medida. Cada punto de interseccion es una estimacién de
Kmy Vmax . Las mejores estimaciones de Km y Vmax, son tomadas como la media para
cada grupo de estimaciones { 24 ).

Uno de los factores que hay que recordar cuando sc aplique cualquier
técnica para tratamicnto de datos de la cinética de la enzima inmovilizada es que, aunque la
cinética de la enzima soluble puede ser obtenida ficilmente, las limitaciones por transferencia
de masa pueden cambiar la cinética aparente de 1a enzima,

Sin cmbargo, con los criterios apropiados de escalamiento, los
graficos de conversion vs los tiempos normalizados de residencia deberdn dar siempre una
descripcion exacta del comportamiento de la reaccion.
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FIG. 3.5.1 ESTIMACION DE LAS

CONSTANTES CINETICAS
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J.6. ESTIMACION DE COSTOS DEL SISTEMA

Para determinar la visbilidad de un sistema en el cuil se emplean
sistema con enzimas inmovilizadas, se debe hacer una preestimacion de costos. El primere
es ¢l de la inmovilizacion de la cnzima. Para ésto se debe evaluar el valor del soponte los

costos de la enzima y su inmovilizacién,

Evaluando fos datos de costos de inmovilizacién y funcionamiento def
reactor se pucde relacionar la produccion total y la cantidad de enzima inmovilizada
utilizada. Asi el costo del proceso atribuible a la inmovilizacién de la enzima puede ser

calculado por unidad de producto.
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3.7 RECOMENDACIONES

Un uso potencial de la invertasa en México seria la obtencion de
aziicar invertida apastir de la caila de azicar, debido a que la sacarosa es comercializada en
forma cristaling, siendo la mayoria de sus aplicaciones en forma soluble, de tal manera que se
podria comercializar en forma de aaicar invertido teniendo como ventaja un shorro en el
proceso de cristalizacion que ¢s el paso mis costoso dado el alto consumo de energia.

Para un mejor funcienamiento del reactor es mecesario rcalizar un
estudio s fondo sobre los parimetros cinéticos y de transferencia de masa en la columna
empacada, ssi como un anélisis para las resistencias difusionales externas.

Otro aspecto muy importante es ¢l de analizar la estabilidad del
biocatalizador y la forma de incrementarla, ya que 1a principal caracteristica que limita la
vids operacional de un reactor ¢s In vida del catalizador,

Es recomendable tomar en cuents la caida de actividad de operacién
dc la enzima, para realizar modificaciones en el reactor tratando de mantener una
concentracifn constante de producto ain con la caida de actividad de 1a enzima.

En la prictica sc deben de realizar experimentos para estimar las
condiciones que prevalecen en un reactor de lecho empacado antes de que las constantes

intrinsecas sean determinadas

Seria importante realizar estudios manteniendo Iz produccién
constante, mediante el uso de colummas empacadas en serie o paralelo.
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3.8 CONCLUSIONES

Se debe prestar mayor atencién al campo de la biotecnologia, ya que
tigne un enorine potencial de aplicaciones en la industria alimentaria, sin que ¢ste haya sido

explotado hasta la fecha,

La inmovilizacion de enzimss es un método que presenta aliemativas
a la industria para una mayor utilizacion de éstas, ya que con la inmovilizacian se ve

disminuido el costo del proceso.

Para la eleccién de un reactor es muy importante tomar en cuenta las
caracteristicas de inmovilizacion de la enzima, ya que uno esta en funcién del otro cn

aspectos de eficiencia y costos del sisterna en general. .

El uso de reacteres con enzimas inmovilizadas muestra amplias
expectativas de desarrollo dentro de la industria alimentaria, ya que con un estudio mis a
fondo de los mismos se puede lograr una disminucién en los costos de produccion, donde

sc cmpleen enzimas.

(150)
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