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OBJETIVO GENERAL 

Reallr.ar UD eatudio bibllllll'ífico que permita eleair UD reactor a 

Dl•el labor1torlo pora iDmo•illur 1 la enzim1 i.a•ertaaa, que Une a c1bo la bidrólilil 

de la ucar01.1 en rruetou y al•coaa. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

l .•ElpoDer la1 •entaj11 y da .. Dtaj11 en lol prOHIM de lnmo•ilizaei6n 

enzimíllca. 

2.-PropoDer UD mitodo de 1Dmo.W...ci6n pin 11 emim1 i.ayertau, que 

proporcione UDI buena actividad emimídca. 

3.-Sei11lar loa diferenta tipos de re1ctora eliltenles p1r1 procao1 

enzlmítico1. 

4.·ADlllzar 101 p1rímetro1 que i.atervlenen ea la elecci6n de un reactor 

enzlmíllco. 

!!.-Proponer un reactor enzimítlco de acuerdo a la• car1eteriltie11 de 

re1eci6n de 11 enzim1 in•erta11. 

(1) 



CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

A últimas fechas la tecnolo(!la enzimática ha tenido un IJ1ID impacto 

en la sociedad debido a la1 múlliples aplicaciones de las enzimas. La biotecnología ha sido 

delinlda como la aplicación de 101 principios ingenieriles y cientlficos tndicionales que 

incluyen proce111s de fermentación y caúliais por enzimas aisladas, células y partlculas 

subcelulares eÍI su1 formas libres o inmovilludas. 

NosolttOs debemos preslu atención al tfonino "lngenieria 

Enmnltica" que es fiecuentemente utilizado pan idemificu a éstas como parte de la 

ingenicria bioqulmlca. 

Las enzimas son cataliudores de natural cu proteica producidos por 

los organismos vivos y los cuíles regulan la gran cantidad de reacciones químicas que 

ocurren en la úlula. Poro ésta& no sólo son importantes desde el punto de vista biológico, 

sino desde un punto de vista práctico. Las enzimas han sido utilizadas ampliamente 111 la 

producción de numerosos productos alimenticios por muchos años. Sus aplicaciones 

prácticas en productos fermentados como queso, pan y bebidaa alcohólicas data de muchos 

siglo• atrás, mucho antes de que la naturaleza y función de las enzimas o aún de los mismos 

microorgan;_,s, fucnn conocidos o entendidos (33). 
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Sólo en el principio de este siglo, las enrunas fueron mostradas como 

los agentes responsables dé todos los procesos de fenneornción, incluyendo l1>s productos 

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

se estableció que son compuestos químicos diferentes con propiedades fisicas y quinúcas 

bien definidas. 

Ahora es conocido que todas las eazimas son pro1elnas compuestas de 

grandes cadenas de aminoícidos. Paralelo a las investigaciones sobre Sil estructura, los 

aspectos cinéticos y tennodinámicos de las reacciones catalizadas por eazimas han sido 

estudiados con mayor detenimiento . 

Con la comprensión de la naturaleu enz:imítica y su poder catalítico 

la industria ha comenz.ado a explotar estas caracteristicas tan singulares. Las enzimas 

ofrecen un gran numero de ventajas como cataliz.adores industriales sobre los tr1dicioo1les 

cataliz.adores inorgánicos. El alto grado de especificidad por el sustrato elimina la 

producción de productos indeseables y de esta forma los costos del proceso disminuyen. Las 

enzimas ademís reducen los requerimientos de energía en los procesos, ya que actlian a 

condiciones suaves de temperatura y presión. 

A pesar de estas ventajas, su uso en aplicaciones industriales ha sido 

limitado a solo pocos productos alimenticios y farmacéuticos. 

Primero el costo de la enzima aislada y purificada es todavía alto. 

Esto es debido principalmente a la dificultad de su e><tracción de las células, ya que se 

requieren grandes cantidades de masa celular paro obtener razonables rendimientos de la 

enzima de interés. 

(3) 



Por otro lado la mayoría son inestables cuando son removidas de las 

céhdas viv•s. Otro punto importutc es que muchas coz.imas son empleadas en forma 

soluble en medios acuosos, y es muy dificil y económicamente prohibitivo recobrarlas de los 

cOuentes del reactor y al final de los procesos catallticos. 

Como ejemplo de la aplicación industrial de la catüisis cozimitica 

tenemos a la industria puadera que utiliz.a enzimaa como la amilasa y proteasas para el 

mejorlllliento y ablandamiento de la masa, la industria cervecera utili7.a la amilosJucosidasa 

para remover dextrosa y la ll - glucanasa pua disminuir la viscosidad, la industria amcarera 

que utiliza la amiloglucosidasa y amilasa para convertir almidón a jarabes sJucosados y 

fiuctosados. Esta última utiliza la invertua para producir azúcares reductores apartir de 

sacarosa ( 92 ). 

La hidrólisis de sacarosa por invertasa ha sido seleccionada como una reacción de 

interés a nivel laboratorio por las cancteristicas de reacción de la coz.ima, la obtención de 

sus productos de hidrólisis ( glucosa y fructosa ) de mayor poder edulcorante que la 

11carosa misma y su posible uso dentro de la industria. Por lo tuto la elección de un reactor 

es un elemento importute en el desarrollo del proceso de hidrólisis en el cual se pretcodu 

utili7.ar a la enzima inmovilizada. 

(4) 



1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS 

ENZIMAS 

Lis enzimas más simples son proteínas de peso molecular de 12 000 

hasta 40 000. Lis proteinas están compuestas de pequeftos bloques o residuos conocidos 

como aminoácidos (a.a.) cuyo peso molecular abarca de 75 hasta 200. 

Por consiguiente, la mayoría de las enzimas simples estan construidas 

por 100 o 400 residuos de aminoácidos. 

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

construir moléculas de enzimas, las propiedades de una molécula enzimática dependerán en 

gran medida de la secuencia de residuos de a.a. en la molécula enzimática final. LI larga 

cadena de a.a. que constituye la molécula no se dobla b'bremente. Mb bien adquiere una 

estructura tridimensional definida. Un aspecto que contribuye a la estabilidad de esta 

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

entre residuos de cisteína que actúan como uniones entre diferentes regiones polipeptidicas. 

Durante muchos años los químicos han deducido a partir de sus 

estudios que las enzimas tienen un sitio activo donde realmente ocurre la catálisis. Este es 

un surco a lo largo de un lado de la molécula en el cuál encaja la molécula de sustrato y es 

mantenida fuertemente. Algiwas enzimas grandes contienen más de un sitio activo por 

molécula. Aquellos son a menudo agregados de subunidades idénticas teniendo peso 

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

l.- OXIDOIUU:DIJCI' ASAS1 Se relien a lu rcacQaoea tedox en la cuíl los •tomos 

de oxlgcmo, hidl61eno o loa electrones ion transferidos tllll'O lu moléculaL Esta clase 

incluye las delülrogenasas, oxldasas, oiáaena&1s y peroiádasas. 

2.- TRANSFERASAS1 Eiills cmimas cataliun la transferaucia de un átomo o grupo 

de átomos ( acil, alqull y grupos glicosil ), etttre dos moléculas. 

3.- IDDROLASAS: Las cuílcs nevan acabo reacciones de hidrólisis. Este tipo de 

...mnas son lu más eucontudas m el caqio de la tecoologla emim4tica e incluye las 

esteras&&, ha sllcosidasas, llpaw y pniceassL 

4.- UASAS1 E- enDmls ec4n nlacioudu con reacclooes &I eliminación m las 

cuiles un grupo de átomos es removido del susirato. Este grupo Incluye ha aldolaus, 

descarboxilasas, dehidratasas y algunas pectinasas pero no Incluye hidrolasu. 

!.- ISOMERASAS: Estas enzimas cataliun isomeriucioocs molecularcl e incluye las 

cpimerasas, racem&sas y trlDsferasas intramolecularcs. 

6.· UGASAS: T13 la energla necesaria para llevar a cabo la unión de las primeras, como ejemplo 

pequdlo de ea.zimu que permiten la unión do dos moléculas COll ruphll'I de A P, el que 

proporcl.,..; p...i. pupos de •cuerdo a 11>1 puámeln>s 

do•• tipo de enzimas ltnemos la glutation aiatelasa (47). 

(6) 



dCTWIDAD ENZIMADCd. 

Las actividades enzimitic11 son usualmente medidas en términos de 

activid1d (U), la cuil es definida como la cantid1d de ell2Íml ClplZ de tr1nsformar un µmol 

de sustra10 por minuto bajo condiciones estúulard. Típicamente csro rq>resenta 104. 10-11 kg. 

para enzima• pur1s y , .. , , ... kg. pm prepar1cione• indlllbilles de enmnu. Olru unidodes 

de 1ctividad eimmátic1 han sido recoDIOlldldas. Uno de éitas es el blll (Kat) el cuál se 

define como 11 cantid1d de mzi1111 Clpaz de tr1DSÍ0111W' UDa mol de SUSlrltO por segundo ( 1 

Kat = 60 000 000 U). Esta es una unidad no práctic1 y no ha sido tod1vía muy bien 

aceptada. Eo algunas ocosiones unidades de 1ctividld no estándares son uudas como el 

Soxhlet, Anson y unidades kilo novo, las cuáles son basadas en cambios fisicos como baja 

viscosid1d y son por Jo general utllizodls en la indWllria ( 47). 

La 1ctividld es UDI medido del contenido de enzima, la cuál es 

obviomcnte de 1n1yor inter61 cuando la emiml eo uude en un proceso. Por esta rozón, las 

emimoa son W111lmente vendidos en tt!rminos do lctividld en lugar de peso. u 1ctividld de 

una ell2Íml puedo variar dependiendo de la aplicación p11ticular de 11 enzima. Eo ocasiones, 

prep11aciones con la misma actividld específica pueden diferir con respecto a la est1bilidld y 

tener una productividad catllitica (Sustrato total convertido a producto durante el tiempo de 

vida de el cotalizador b1jo condiciones específicos) co..,1e11D1011te diferentes. us 

condicione• para una actividld máxima inicW no son necesuiammte lis mismas para UDI 

estabilidad mhima. u cantidad de enzñna presente o utiliz.adl en un proceao es dificil do 

detennillar en t6rminos absolutos (p.ej. gramos), debido a que su pureza es frecuentemente 

b~a y una proporción puede estar en un estado inactivo o parcialmente activo ( 92-93 ). 

(7) 



APllC10QNES GENB/UlESDBUSBNZ/MAS 

Las ammu usadas en la industria se obtienen de animales y tejidos 

vegetales asi como de microo'l!anismos (m.o.). Durante allos recientes Jos DL o. se han 

venido convirtiendo m imponantes productores de mzimls para la industria y en genenl Ja 

mayoría do laa emimla usadas ha., ahora en la industria aon do origen microbiuo. 

Una vez que las mzirnas hu sido purificadas y concentradas, el 

principal objetivo do su manufactura es retener la actividad. 

Las enzimas para uso industrial son vendidas sobre las bases de una 

actividad genonl, es decir, el conjunto de éstas. 

Frecuentemonto es encontrada WIA 1111yor accividad que la establecida 

por el f1bricante. Esto es hecho para asqurar que la preparación do eozimas tiene 

garantizada la vida de 11macenamiento. El &bricante usullmento recomienda condiciones 

de llmoccnamicnto y la pérdida de actividad bajo estas condiciones. Esto es de primordill 

importmcio para el vendedor y el comprador de enzimas, que éstas retengan su actividad 

dlirlllte el llllllcenamicoto y durante su uso. Algunas enzimas retienen su actividad bajo 

condiciones do opención por semanas y aún por meses, 1unque la mayo ria no lo hice ( 66 ). 

(8) 



La clave para n!"lltener la actividad enzimá1ica es mantener la 

conformación, prevenir el desdoblamiento y c1mbios en su estructura covalente. Tres 

soluciones son posibles: 

1) Uso de aditivo1 

2) Control de la modllic1el6n cov•lente 

3) lnmoviliución enzimjtl .. 

Lo separación y purificmción de una en.zima que proviene de nn 

organismo requiere primeramente de la ruptura celular, eliminar los residuos de éSla asi 

como los ac. nucleicos, precipitación de protefnu, ullrafiltración de la enzima deseada, 

separación cromalográficm (opcio.W), crÍitallución y secado. El proceso varia dependiendo 

de si la enzima es obtenida intra o extracclulannaite. Entre las diferentes enzimas 

producidas a gran escala tenemos las proteasas, hidrolasas ( pectinasas, lipasas, llctmsa ), 

isomerasas (gluco&a·isomerasa) y oxidasas (glucosa oxidasa). ESlas enzimas son producidas 

por ciertos microorganismos como llacUl11s1 Aspergillus, lllli:.opus en el caso de las 

proteasas, o eJ Flai•obact~ri11m arbottsc~ns que produce la glucosa isomerasa. Un 

dingrama de Oujo general para Ja producción de enzimas induSlrialmente es mostrado en la 

fig. 1.1.1. 

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

microorganismo productor de éSlas. Lo producción puede ser regulada y las condiciones de 

fermentación deben ser optimizadas para la producción de la enzima. Dependiendo de la 

naturaleu in1r1 o extracelubr de la enzima en la célula, el siguiente paso es separar y 

purificar la enzima ( enzimas e><tracelulares ) 

(9) 



Par1 recobrlf enrimas intracelulues el proceso es más complie1do e 

involucra 11 ruptun de lis células y 11 elimin1ción de residuos, 1sí como de los ácidos 

nucleicos. Lis enzimas intracelullres pueden ser obtenid1s incrementando 11 penncabllidad 

de 11 mcmbr1Da celullr. Algunas sales conto el CaCl2 y otras químicas como el dimetil 

sulfóllido ( DMSO ) 1&1 como también el pH pueden &er utiliudos para este propósito. Si 11 

enzima no es obtenidl complet1mente una ruptura posterior de la célula puede ser esencill . 

(to) 



FIG. 1.1.1 PRODUCCION INDUSTRIAL Y 
PURIFICACION DE ENZIMAS 
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Las enzimas liOll utilizadas m difcrc:utes nmas de la industria alimentaria. A 

continuación se muestra una tabla ( 1.1.1).en11 que se ilustran sus diferentes usos: 

TABLA 1.1.1 

PRINCIPALES USOS DE LAS ENZIMAS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA (27) 

INDUSTRLA ENZIMA usos 

AZl1CARERA AMI LASA HIDROLIZA ALMIOON. 

AMILOGLUCJSIDl5A CWPLETA LA CONvERSION DE ALMIDON 

EN JARABE. 

INVERTASA PRODUCCION DE DULCES CON C'NTRO 

SUAVE. 

GLUCOSA- ISOMERASA OBTENCION DE íRUCTOSA APARTIR DE 

GLUCOSA. 

A'llClll..A GLUCOSA-OXIDASA ELIMINACION DE GLUCOSA ANTES DEL 

SECADO DEL HUEVO PARA EVTAR REAC-

CIONES OE lk\ILLARD. 

PROTEASAS MEJORAR PROPIEDADES DEL HUEVO 

DURANTE El SECADO. ALARGAR LA 

VIDA DE ANAQUEL DEL ~UEVO SECO 

COMO DEL íRE'>CO. 

(12) 



TABLA 1.1.1 ( continuoción ) 

PRINCIPALES USOS OE LAS ENZll.4AS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA 

:NDUSTRIA ENZIMA usos 

.G.EJlE&ES AMILASA CONVERSION DE ALMIDON A DEXTRINA, 

INCREMENTO DEL AGUA DE ADSORCION. 

PENTOSANASA RECUPERA El ALMIDON DE LA SEMI-

LLA DE TRIGO EN LA MOLIENDA. 

CA!l~ES Y mc.ADOS PAPAINA ABLANDAMIENTO DE LA CARNE. 

RECUPERACION DE PROTEINA DE LOS 

HUESOS DE CARNE Y PESCADO. 

BROMELINA ABLANDAMIENTO DE LA CARNE. 

CEIMCillA AMI LASA CONVIERTE ALMIDON A MALTA Y Ell-

MINA TURBIDEZ. 

CELULASA HIOROLIZA LOS COMPLEJOS CARBOHI-

DRATADOS. 

TANASA ELIMINA LOS COMPUESTOS POLlíENO-

LICOS. 

rosrATASA HIOROLIZA LOS COMPUESTOS rosrA-

TADOS. 

(13) 



TAfü.!. 1.i.1 ( c.:r.1;,.,1Jación) 

PPINCIPA~E' USOS DE LAc ENZll.it: ;•, lA IN~'c::0 oA A~1•,•:1,::=1-

INOUSTO.i.< ENZIMA u:·:: 

[B!l!OS Y l:lOBl!\l IZAS NA~ANG11:~.:: [Lil!INA o. oA%2 AMAR[.•) :E 

L ;"", :iTRICCS. 

''ECTINA';A AUM[l.TA tl "éNDIMl[IJTO EN 

LA OBTEflCION DE JUGO Y 

ABLANDAIAl[NTQ DE FRUTAS, 

POUFEUOL-OYIOISA PP•)DUCE OSCURECIMl[l:'O 1 

p¡;i:11DA DE VITAMINAS. 

EBODllCIOS 1 ACIEOS LACTASA HIDROLISl3 DE LACTOSA. 

RENINA COAGULA lA CASEINA PARA lA 

FABRICACION DE QUESOS. 

fOSFATASA AYUDA AL CONTROL HECT NO 

DE LA PASTEURIZACION . 

.EAIWll:llA PRDTEASA í ACU A El MANEJO DE lA 

MASA DANDO ELASTICIDAD Y 

TEXTURA 

AIUSAS :~ICREliENTA EL CONTENIDO DE 

AZUCARES PARA LA FERMENTA-

CION DE LA LEVADURA. 
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TABLA 1.1. l ( conlinuoc'n' ) 

PRINCIPALES USOS OE LAS ENZIMAS EN LA INDllSTRIA ALIMENTARIA 

INDUSTRIA ENZIMA !/';(Je, 

i'llMN1COIA PECTINASAS S[ UllllZA PARA CLARlflCA-

CIDN DE VINOS. 

GLUCOSA-OXIOASA PREVIENE LA OXIDACIDN DE 

VINOS. 

llM1lSllS USOZIUA HUMANIZACION OE LA LECHE 

DE VACA, CONSERVACION DEL 

CAVLo\R,INHIRE EL CR[Cll.llfN-

TO DE C BOilll IWIM 
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1.2. ENZIMA INVERTASA 

La enzima inven111 fue conocida a mcdi1dos del siglo XIX. En 1860 

Bcrthelot descubrió una enzima en la levadura la cuál fue nombrada invenasa debido a sus 

caractaristie1s de cambiar la dirección de rotación óptie1 de una solución de sacarosa 

(Hidrólisis a gluco11 y fructosa). Es conocida como J3 - O - Fructofuranosidasa, 

fructohidrolasa, EC 3.2.1.26., invenasa, invcnina y/o sacarasa. 

Esta enzima fue muy popular ya que su acción catalítica puede ser 

seguida continuamente con el uso de un polarimctro. Fue wia de las enzimas reponadas por 

Sorcnsen en 1909, y se hablaba del efecto del pH sobre la actividad enzimática, esta enzima 

fue estudiada después por Micbaeli&-Menten en 1913. 

Los problemas que presenta esta enzima para su obtención son 

debidos a la naturaleza glucoproteíca de la molécula. 

La reacción catalizada por la enzima es mostrada a continuación, 

donde los números bajo los compuestos representan la rotación especifica. 

"2º ------cn.ucoaa. 

+•1.s• +52.2• 

(16) 



La velocidad de la reacción puede ser seguida miis convenientemente 

en un polarímetro desde que existe un cambio molar neto en la rotación de 87°. Debido a la 

inversión de la rotación ( +66.5° a -20.5° ) de la solución durante la reacción, a la enzima 

se le dio el nombre de invertasa. 

Una mol de sacarosa produce una mol de glucosa y una mol de 

ftuctosa, 342g. de sacarosa producen 360g. de azúcar invenido. La velocidad de 

producción de 9lucosa puede ser también seguida por el método de cromatografia de 

glucosa • oxidasa • peroxidasa ( 87 ). 

Jl·Fructoforanosidasa se encuentra ampliamente distribuida en la 

naturaleza y er.1á presente en plantas, animales y microorganismos. Se ha encontrado la 

enzima en la saliva de algunos invertebrados. 

Existen dos tipos de enzimas, ll · Fruclofuranosidasa y a • 

Glucosidasa, las cuáles hidrolizan la sacarosa. La unión glucosidica en la sacarosa contiene 

los grupo• reducidos de D • Glucosa, y D - Fructosa. Un tipo de enzimas hidroliza la unión 

entre el C(2) • O(Jl • Fructofuranosidasa ) y la otra hidoliza la unión entre el C( 1) • O ( a • 

Glucosidasa ). 

La mejor forma de distinguir entre las dos enzimas es utiliz.ando dos 

trisacáridos, rafinosa y melesitosa. a • Glncosidasa dirige su especificidad hacia la molécula 

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

(17) 



La modificación del Carbono-6 de esta molécula evita que a -

Glucosidasa puede hidroliur al sustrato. En la melcsitosa el residuo glucosidico unido a la 

fiuctosa no es modificado, y asi, la a - Glucosidasa puede hidroliur a la melesito~. La 

conversión la realiu la verdadera p - Fructofuranosidasa. Su especificidad es dirigida hacia 

la molócull de fiuctosa de la sacarosa y la modificación de esta molécula, como en la 

melesitosa, evita que el compuesto sirva como sustrato. 

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

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

Saccbarolll)'cea cereyjcl1e 

S1cch1rom)'ca cadbcrgensjs 

Saccb1mm)'C:et p11toranjum 

(18) 



1.2.1.PROPIEDADES Y USOS DE LA INVERTASA 

Las siguientes propiedades han sido descritas para ll • 

Fructofuranosidasa. Los valores de Km para sacarosa y rafinosa son de 0.016 M y 0.024 M 

respectivamente. Para poder apreciar la actividad sobre la nfinosa, se deben tomar altas 

concentraciones de sustnto. El pH óptimo de la enzima se encuentra en un rango de 4.5 a 

5.5. La temperatura de la enmna se encuentra en uo rango de 15ºC a JOºC. aunque se ha 

observado que la enzima es estable alrededor de los 3 5 ºC. 

La enzima es inhibida por yodo, por iones de metales pesados ( Hg•'. 

Ag••, cu+2 ), anilina, m-toluidioa, alcabol en concentraciones de 20 a 30% destruye en un 

50% la actividad de la iovertasa. El yodo acetato y el ferrocianuro tienen muy poco efecto 

en su actividad. Se ha demostrado que la iovertasa es inlu'bida por el sustnto (sacarosa) a 

altas concentraciones ( por am'ba del 20% ) y sus productos de hidrólisis. La ll· 

ftuctofuranosidasa, no presenta actividad sobre el isómero de la sacarosa, en el cuál la 

ftuctosa está en forma de piranosa. 

Industrialmente la invertasa se obtiene a partir de Saccharomym 

~ su peso molecular es de 270 000 D y ha sido detenninado por la media del 

equilibrio de sedimentación. Su alto peso molecular se debe a la presencia de carbohidratos 

en un 50% unidos a ella, predomina maoosa y en pequeño porcentaje la glucosamina, la cuál 

como ya se mencionó con anterioridad se define como una glucoproteína (87). 

En la fig. 1.2.1. se muestra la temperatura óptima para la actividad de 

la enzima y en la lig. 1.2.2. se observa la actividad de varias enzimas en función 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 la 11hla &iguientc ( 1.2. I ) se muestran las princi)11le"' pro11iedadcs 

y características de l:t invenasa • 

TABLA t.2.1 

PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DE LA INVERTASA (IO) 

-- -
llfVUTA.•A" U!VADUMA 

LltVADUll.4 

LEVADtrllA 

ILTVBIROSUI 

N.awu 

... 
,,. 

.... 
&21 ... 
.... 
&U 
O.JO 

4.1 WAIXZIMAtlt"'\(',Un>lllotbNAOt'f<UttlJM AUUIGIOa 11r ..... Dlt:Aa.otllllllAfOI 

llH.cailllAl'ONTlfM'-f'llUl.UACTTV.U•ÚM'lllf.UA 
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USOSM,4$ CQMlJNES DE U IM'EBTASA 

La principal aplicación de la invertasa es en la producción de azúcar 

invertido. Es utilizada en la industria pastelera, en la producción de licores, en helados donde 

debe evitarse la cristalización de los azúcares, en el relleno de chocolates, para evitar 

cristaliación de jarabes y en fabricación de mieles lllificiales. 

La hidrólisis de la sacarosa por invertasa ha sido seleccionada como 

una reacción modelo de interés industrial por lo que ha sido ampliamente estudiada, y se han 

requerido de nuevos métodos como la inmovilizlción en su utilización. 

Una propiedad de la sacarosa anteriormente mencionada es su 

capacidad de hidrolizarse, ya sea por acción enzimática o por acción 6cida, aunque ésta 

última produce un color rojizo en el azúcar invertido obtenido, hay caramelización, 

característica que no se presenta en la hidrólisis enzimitica. 

El azúcar invertido ( glucosa- fructosa ) es conocido dentro de la 

Ütdustria confitera como de><trosa y levulosa respectivamente. Una de las principales 

razones del uso de azúcar invertido es que puede prevenir o ayudar a controlar el grado de 

cristalización de la sacarosa. Existen dos causas: 

- Tanto la levulosa como la de><trosa se cristalizan mis lentamente que la sacarosa, de 

modo que la sustitución do una parte de sacarosa por azúcar invertido disminuye la 

criltalizaclón nlpida durante el enftiamiento de los jarabes, cuando la to1yoria de los cristales 

se forma y durante el almscenamiento subsecuente, cuando m6s cristales se agrandan y 

precipitan. 

(23) 



Una mezcla de sacarosa y azúcar invenido es más soluble en agua que 

la sacarosa sola. El aumento en la solubilidad equivale a una disminución en la 

cristalización. 

Como so mencionó con anterioridad la sacarosa puede ser hidroli7.ada 

por un medio ácido o por enzimas. El producto consiste en una mezcla 1:1 de glucosa 

y liuctosa estos productos de hidrólisis son más dulces que la misma sacarosa. La hidrólisis 

enzimática, llevada acabo por invenasa, produce un producto de mayor pureza que la 

hidrólisis ácida. Aún pensando que la producción de azúcar invenido con enzimas solubles 

es relativamente barato, se han realizado ciertos intentos por inmovilizar la enzima para la 

producción en continuo de jarabes con azúcar invenido. La invenasa es nna enzima 

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

(24) 



INMOrtLIZAQON DE U INJIEBTASA 

En 1916, Nclson y Griffin observaron que la invcnasa de levadura ( 

EC 3.2.1.26. ) adsorbida en carbón podía catali7.ar la hidrólisis de sacarosa ( 87 ). La 

invcrtasa proveniente de levadura fue atrapada en fibras de triacetato de celuloS.11 y evaluada 

para su uso industrial ( 49 ). 

En su fonna inmovilizada la enzima tuvo una actividad y estabilidad 

aceptable bajo condiciones de operación, especialmente a allas concentraciones de sacarosa 

donde la enruna en solución mostró ooa severa inhibición por el sustrato. Se concluyó que 

se observaron diferencias entre la invertasa libre y atrapada debido a efectos difusionales. 

En un estudio de invcrtasa proveniente de Caadjda utilis 

inmovilizada cu celulosa porosa, se concluyó que Jos impedimentos difusionalcs ayudan a 

minimizar la inhibición por sustrato ( 19 ). Bajo las condiciones utilizadas, las barreras de 

difusión internas y externas contribuyeron a este efecto. Así, las barreras de difusión, las 

cuáles nomaalm<nte son una desventaja para la utilización práctica de enzimas inmovilizadas, 

en esos casos, influyeron sobre el comportamiento cinético de la invertasa inmoviliz.ada de 

una manera positiva. 

Invcrtasa, atrapada en poliacrilamida, retuvo 90% de su aclividad 

inicial después de estar en operación continua por 450 días a 30'C ( 40 ). Altas 

concentraciones de sacarosa ( 30-50% ) dieron como resultado un incremento en la 

resistencia ni flujo en una columna de operación debido al aumento de la viscosidad de la 

solución ( sustrato ). 

(25) 



Estos y otros estudios sobre invenasa inmovilizada indican el interés y 

el potencial uso de preparaciones para la producción continua de azúcar invenido a nivel 

industrial. Sin embargo, el escalamiento de procesos para la utilización de la enzima, no han 

sido a la fecha reponados. 

A continuación se presenlll una tabla ( 1.2.2. ) en la que se presentan 

diferentes formas de inmovi!U.ación de la invenasa asl como lis características más 

imponantes. 
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TAllLA 1.2.2 

INMOVIUZACIOH DE LA INVERTASA 

aoPmn•TODO oa ...,Daa'IO ~o• ur. 

AMJU:JtlifA 

VIDRIO('ORni;t> 

OPAE-a!l.UJOSA 

VlDRJOl'ORta> 
RllSlHADll 
lNJ"l!JlCAMIUn 
ANIONICO(i\Ml·I) 

VIDIJOl'OROSO 

flBaAS OH A• 
TRAPAMIENTO 
( TRlAC.'TATO 
Dna.uJl.OM) 

""""""'UU>.V. 

0.WXLIUCI<* 111 ACl'IVJDAD 

Al>SORCION 

AJ)ll()lCION 

ADSORCION 

ENIACB COVALam! 

~JONlCO 

ATRAl'AMD!HTO 

AOOORCION 

(27) 
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011.1 
061-09' 

'" 

,. 

NO TMIO Dl!Slllll.:IUN 
EN E! • .Rl!ACTOll,SI! MAN· 
TIJ\o'OIMJ'~'IAPll•l4A 

"""" 

COMM.f.JOU.'iTAJlll!l'ORll 
D1AS,AJO'CYPJl•'•7, 

CON LOS ENU.all TONICOS 
sr. Ml\NTlnHEN L08 SITIO!I 
ACTl\'DS EMAJ..Tl!RADO.'I. • 
ft!.IOl1AYD6SW.TIJ1VJJ• 
ZACONOOIAEMZJMA.. 

ftlOl'JlM()oo ._,,m;cro 
00 D11t9lN. ftE MAS • 
ESTA&BQlllLAliN7lNA. 
NATIVA. 

Vlt>A MEDIA l>li j.100 DIAli 
MAS IM'ARW QUB l>. 
NATIVA."1-4-'AlJ"C. 

'" 
,,., 

(O/ 
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TABLA 1.2.2.( contin1111clón ) 

INMOVILIZACION DE INVERTASA 

IOPORftMETODO DE ACTIVIDM>• COISNTARIOS RJ:F. 
INHJVILIUCION 

Vlllkl01'0RONO HNlACUC . .'tlV/\lDiTl! 
AC.1WIU>ll 

VlllRIOl'ORUS(I ENtAa!.OOV/\lJ:.NTB " (SllAHU~UTJ'A 
IWJ>CIIDO) 

VIDRIO l'OW.090 l:NlACE COVAl"'11l 
011 Mlll.CAM· 
IUOJUNlCO 

OIJ..Dnl'OUA· ATRAPAMIENrO Y 
CIUl~Y All.'lOICION 
CM-CO.lJ!DSA. 

ALUMINA AOSORl.:'ION 'º' l~IACli COVAlJ:NTli 

(28) 

VllJA. M11ltA 1 N 111, JlA. 
1;]11N.&OlllA.\ VJ\JllRl-'i 
l'.lNI,, 11.:os 1ot1"lh'i 
IA l:H/IMA IJlllU 
1.INMllVUJ7AIM. 

MAS l:SIAlllJ: (JL'l 

"" 

VlllRlll 1,11Ul.'iCI !-IN !lfll 
Al."11\'Ail Y 1 N/Lt.IA 
NATIVA. 

"" 
IOOACl¡ IONtCO i>A. 
NAYORJUntDA Qllll tM) 

l':NIAt..1,c11VAUiHTl:. 

IAEl<U.lMAATlAJ'Al>A 
l'IU's::N'fA Ml:.HOI JNlll• 
lllC.10N f'llil CUllllMU· 1'11 
CUJtntulN/.LlJ\TO Y l'lA· 
TAIJlll'l.AAJ>90RlllDA. 

Al.COMrARAalACINJ'• 
TICA llll IA T'lQJMA IN• 
MOVllJ/.AJ>A CON TA 
l'l-/lJMI\ UiSOl.llCIUN· 
Sil loNL"OtflllAIONVA· 
WRUDli J.:m.ll,l\r 116) 
Ml\l:'DIU:SENUN2,.44. 
36"" JU.SI, 1.:'0VAMl::N· 
lE. SJ, 1 OOICO UNA 
Ml\YUR 11.'TAJUIJDIW 
DI: 1A1.J'UIMA INMOVI· 
IJ/AUA 501\Rli IA DI· 
llMAí:H.SOLllt111N.IA 
L"tlAJ. OIDONUYO !>11 
ACTIV lNlC.EN 14% 1:.N 
UlllA.'i 



TABLA 1.2.Z ( conllnu.clón) 

INMOVILIZACION DE INVERTASA 

llOPOltft•TODO DE ACTIVIDAD• CCISll'l'AJUO• ur. 

tlURASDb 
·AWODON 

.......,,. .. 
JUiSTNAIE· 
Off.JOHICO 

(DllJO)CON 
OR.Ut't'.>FUN· 
CIONAL 
SUI.tUNIOO 

JJ91DVILlUClOlf-

AD!IOR.CION 

ADSORClON 

{IR.C 30) CON Al>90R.ClON 
ORUl'OfUN. 
CIOHAI.CAR· 
OOXllJCO 

(lllC 410) CON AU90&ClON 
orotUICJo. 
NALAMINA· 
CUATI!R>IAllA 

(llt 4~) a»t. Al>!>ORCION 
Ol'O.tUNCJO. 
NAI. AMINA· 
ll!ICIAR.IA 

21 

21 

" 

" 
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Sl!IJXlROUMA MAYOR 
ESTAWUDAU D6 lA 
ENZDriaA INMOVUllADA 
YMMn'END>AA!O'C • 
lBTUVO 4CM DB BU {IO) 
ACTlV.POIJOUIAS. sn 
LOORA UNA MAYOR. • 
Ul'ABZLIDAD Dli LA 
!!HllMA EN PRESa/CIA 
DBSACARO.CU\. 

.llBIWAU7.0UNl'Sn1Dl0 
IELEfBCTO DB LA PlS
&lON IOBIB LA VELOCI· 
DAD IERmaOUSlS 08 
MCAROSA. 

m. rn orr. V.u!A oos. 
DBJ-l-5 .LA ACNV. 
aaIMATICA BS f..'i'l"A· 
8UlALRJ!DliJX>R OH 1 ..... 
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TABLA 1.2.2 ( contlnuacl6n ) 
INMOVIUZACION DE INVERTASA 

SOPORTIUa:TODO DI ACTIVIDAD• CCNENTARIOB UF. 

"''" ORUIU ruN· 
CIONA1.S1.Jl,. 
fONICO 

1...,-,,XLl&ACIOM' 

A!lSORCJON 

(IllA900) AllSORCIOH 
ORUPO RIH· 
CIONALAM!NI\ 
C\L\ll!JlNARIA 

(DlA 9J) AOml.CIOH 
ORUl'O f\JN. 
ClONALAWINA 
TEllCl.WA 

SUIJ'ATODll • m«:APSUIACION 
CE!.Ul.()M 

• RUINASTIPOCIL 
••Rf.Sll'fAll TIFO MACllORETICULARU 

" 

2·20 
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1.3. CINETICA ENZIMATICA 

La cinética enzimítica estudia las velocidades de las reacciones 

callliz.adas por enzimas. Es conveniente, por lo tmto, tener conocimiento del tipo de 

reaccionea que se desam>Uan en prnceaoa catllizados por ellas. Estos pueden ser: 

llliACCIONES SIMPLES 

La reacción mis sencilla para un proceso catalizado por um enzima 

corresponde a : 

ENZIMA (E) +sUSTRATO ( S) ->COMPLr.JO(U) ->ENZIMA +PRODUCTO 
<-- <-

llliACCIONES DE ORDEN CERO 

Las velocidades de las reacciones catllizadas por enzimas son de 

orden cero ( con respecto al sustrato ) eumdo la enzima se encuentra saturada con el 

llUSlftto y la emtidad de producto fonnado por unidad de tieqlo resulta dependiente de la 

concentración de enz.hna. 

(ICo)K • (P)/t • Ko (1) 

(31) 



En donde Ko ( Co11s1ante obseivada de la velocidad de reacción ) es 

una constante que cambia con la concentración de la enzima mientras que K es una 

constante verdadera inde¡lcndientc de dicho valor. La velocidad de reacción de orden cero 

es independiente de dicho valor. La velocidad de reacción de orden cero es independiente 

de la concenuación de sustrato. Su formula general puede escribirse como : 

·dc/dt • Ko""' KoC (l) 

En donde e es la concentración inicial de sustrato que decrece con el 

tiempo ( 29, S 1 ). 

REACCIONES DE PRIMER ORDEN 

Las velocidades de las reacciones cataliZldas por enmnas son de 

primer orden ( con respecto al sustrato ), cuando la enzima se encuentra saturada con el 

sustrato en proporciones menores al So/o y la velocidad de reacción obseivada resulta 

dependiente de la concentración de enzima y sustrato. 

(lo)K - (l.3/t) loe(So/S) - Ko (3) 

En una gráfica del producto formado contra el tiempo de una reacción 

calaliZlda por una enzima, se obtiene una cuiva semejante a la de la fig.1.3.1 

(32) 



FIG.1.3.1 PRODUCTO VS. TIEMPO 
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La primera parte, conocida con el nombre de estado preestable, 

correopondc a un periodo de tiempo corto en el que se equilibran las reacciones 

correopondientes a la ecuación general: 

11: + s _Kl->ll:S 
,KJ_ 

+ p (4) 

La segunda parte, correoponde a una reacción de orden cero, ya que 

la enzima se encuentra totalmente satunda con el sullrlto. 

La tercera parte de velocidad decreciente, puede corresponder a una 

reacción de primer orden, ya que filcu'blemente su pérdida de velocidad se debe a que la 

emima se encuentra cada ve:i menos saturada con el su11rato ( 29, 51 ). 

Como se mencionó con anterioridad Ju cndmas son sustancias 

allamente complejas, de alto peso molecular, de gran tllDillo, de composición dificil de 

preciur y ademis presentan el fenómeno de saturación por Slllllato y producto. Por lo tanto 

no ea dificil de extrallar que muchos puámetros afecten la velocidad de reacción. Entre los 

mia importantes se encuentran la temperatura, pH, concentración de sullrlto. 

(34) 



Para e>q>licar la actividad enzimática, en la cuál se fom1a un producto 

•partir de la interacción enlÍIDl-sustnto, tenemos el modelo cinético propuesto por 

Micbaelifl.Menten (M.M.) 

Donde: s 
Vmu 
Km 
V 

.. ll9lu.ll 
S+Km 

Concentncióo del sulll'ato 
Velocidad míxima. 
Con•ante de Michaelis - Menten 

(5) 

Velocidad inicill de reacción con una concentnción 
determinada 

La ecuación de Michaelifl.Menten describe el comportamiento que 

presenta la mayor parte de las enzimas con respecto a la concentración de sulll'lto. La 

conllanle Km oe define como la concentnción de sulll'lto a la que la velocidad de la 

reacción es la mitad de la mbima. Por lo tanto, oi una enzima tiene un valor pequeño de 

Km, consigue una eficiencia catalllica mblma a .,._. concentraciones de IUllnto. La 

masnitud de Km varia ampliamente con la enzima y con la natural- del aastnto, 

La fig. l. 3. 2. es la forma esquemática de la ecuación de Michaeli .. 

Menten, se gra6can la velocidad de reacción y la concentración de sustrato. Podemos 

observar que el orden de la reacción va cambiando de acuerdo con la concentnción de 

sustnto respecto a Km. En el inicio tenemos una reacción de primer orden donde la 

con-uación de sustnto<Km, al incrementane la concentración del sustnto oe produce un 

cambio 111 el orden de la reacción, es decir, Wta reacción de orden cero (S] > Km, hagar 

donde oe tiene una Vmax de reacción. 

(35) 
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Un método mejor para determinar los valores de Vmax y de Km fué 

formulado por Hans Lineweaver y DclD Burk en el que utitizMon el reciproco de la 

ecuación de Michaeli .. Menten. La ecuación obtenida es: 

l/v = ti VIRu + (K• / V•u )( l/S) (6) 

Esta es una ecuación lineal en 1 I V y 11 (SI . Si oc repl'CIClltan estas 

cantidades, el mélodo de Uneweaver-Burk o de los dobles rcclprocos, i. pendiente de i. 

linea recta es KllllVmu, la intersección en IN es INmu y la intersección con i. abscisa es -t 

1 Km ( fig. 1.3.3. ). 

Una desventaja de Clla representación es que la mayoría de medidas 

experimentales implican [ S ) relativamente elevadas que se acumulan en i. parte izquierda 

de i. grafica. Además, para valores pequeflos de [S] , pequeflos errores en v conducen a 

grandes errores en IN y de ahí se obtienen grandes errores en Km y Vmax. 

En generaL los gráficos de Lineaweaver-Burk son valiosos para la 

presentación visual de los datos cinéticos y son ademís, útiles en el análisis de datos 

cinéticos de enzimas que requieren mis de un sustrato. 

(37) 
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EEECIDJ)EL TIEMPO EN U A.CTIJllDAD ENZIMA UCA. 

Cuando se efectúa una reacción enzimática, se observa un aumento en 

la concentración del producto y una disminución en la concentración de sustrato hasta que 

la reacción termina o 1lcanD 111 punto de equilibrio. El Cllllbio observado en la 

concentración inicill respecto 11 tiempo se denomina velocidad inicial de reacción y, en 

general, se expresa en unidades internacionales o moles de producto por minuto. 

LI fig. 1.3.4. represent1 la curva obtenid• en una reacción 

eozimática y su dependencia del tiempo. Como podemos observar, la concentración del 

producto se va incrementando con el tiempo hasta llegar a un punto máximo en el cuál la 

curva se mantiene constante y ya no existe ningún incremento en la concentración del 

producto con el piso del tiempo. 

(39) 
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BFJICW DE U TRMPliMTl!IY EN U ACTIYllMD ENZJMAUCA Y EN U 

.tCfWIDAD INICU.L 

A medid1 que se 1ument1 11 temperatura ocurren dos reacciones 

sinmltíneas: 

l.· La velocidad de reacción aumenta como sucede en todas las reacciones qulmicas 

nollllllea. 

2.· La estabilidad de la enzima disminuye por inactivación térmica. Las constantes de 

reacción aumentan con la temperatura. Este efecto fué descrito por Arrenhius ( teoria de 

colisiones ) mediante la ecuación K ~ A exp( -E /RT J, donde K es la constante de velocidad, E 

es la enersfa de activación, Res la constante de los gases y Tes la temperatura absoluta. La 

C1Dtidad A ( constante de Arrenhiu ) representa la ftecuencia total de colisiones entre las 

moléculas que reaccionan. El &ctor exponencial ( ·EIRT ) representa la fracción de 

colisiones moleculares que posee una energia de activación igual o mayor que la enersfa de 

activación E . En las reacciones catalizadas por eozlmas la energía de activación oscila entre 

4 000 y 20 000 cal / mol . 

En la fig. 1.3.5. se muestra el resultado de estas dos reacciones. En la 

curva podemoa contemplar que al principio hay un aumento en la velocidad de reacción 

debido al incremento de la temperatura, hasta llegar a una temperatun óptima de reacción 

donde se observa la máxima velocidad, al superar esta temperatura la velocidad de reacción 

dhmiauye basta llegar a un nivel minimo, esto es debido principalmente a la inactivación 

tmmca de la enzima. 

(41) 



FIG. 1.3.5. EFECTO DE LA TEMPERA TURA 
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EFJiClrJ DEL PH 

Las enzimas son moléculaa anfutéricas que contienen wi gr111 número 

de grupoa jcidos y b'5icos, situados principalmente en la superficie. Los cambios sobre 

estos lllllPºª varían, de acuerdo a IUI constantes de disociación y el pff del medio. Esto 

afectaú la carga neta total de la enzima y la distribución de cargas en la superficie eKterior 

de éstas, ademís de la reactividad de Jos grupos catallticamente activos. 

Existe un pH característico para cada enzima, en el cujJ la carga nelll 

de la molécula es cero. Este es conocido como el punto isoeléctrico ( PI ), en el cuü la 

enzima generalmente tiene una mínima solubilidad en soluciones acuosas. De una forma 

llhnilar ocurre en las enzimas, la diitn"bución de cargas sobre el sustrato, producto y 

coenzimas seó también afectado por cambio& en el pR 

E!dste también un pff óptimo, en el cu'1 la actividad de la enzima ea 

múima, por encima o por debajo del cujl, la actividad disminuye (47). 

Cuando se hacen modificaciones del pH alrededor del sitio óptimo, la 

actividad de la enzima se modifica, pero se welve a la normal si el pH regresa al óptimo. En 

otros casos una modificación amplia del pH puede provocar Ja desnatunliz.ación de la 

protelna QOll dellNl:oión irreversible de la ac!Mdad enzimjtica. Algun11 enzimas muestran 

rangos 1111p6o1 de pff m loa que actúan a Vmax. 

(43) 



El pH óptimo varía de una reacción rc\'crsible y una reacción no 

reversible. La v1riación de actividad con el pH, se encuentra en un rongo de 2 - 3 unidades 

de pH. cambiando así el PI de la enzima, esto se presenta principalmente en procesos 

reversibles. Condiciones extremas de pll, causan una dependencia del tiempo-temperatura y 

conllevan 1 una desnaturalit.lción irreversible ( 4 7 ). 

Cuando las enzimas son inmovilizadas se producen c1mbios en el pH 

óptimo de éstas. La eKplicación de estos cambios se atribuyen al microamhicnte de la 

enzima. Este fenómeno es debido a la desigual distribución de los iones hidrógeno, hidrúxilo 

y la carga de los sustratos. La concentroción local de iones hidrógeno en la cercanía del 

sopone-enzima depende de 11 carga del sopone. Si esta cargado neg1tivamente ocurrirá una 

acumulación de iones hidrógeno en su superficie, si su carga es positiva, se acumularán iones 

bidróJdlo. 

Por ello, en la superficie del sopone donde se encuentra loc11izada la 

enzirtlll, el pH será mayor o menor que en el seno de la solución, creando un cambio en el 

perfil de pH. 

Otros muchos factores ambientales pueden afectar la actividad 

enzimític1, éstos incluyen la fuerza iónica del medio, la presión (especialmente si uno de los 

reactivos es gaseoso ), los bulfers empleodos, la pureza de los reactivos y de la enzima, etc. 

Todos ellos' deben determinarse experimentolmente, o por lo menos escogerse 

arbitrariamente y D11Dtenerlos constantes dur1Dte cualquier estudio emimático (94). 

(44) 



1.4. INMOYUIZACION DE ENZIMAS 

Desde un punto de vi>1a práctico, el término enzima inmovilizada, 

puede ser definido como un nema o prepuación en el cuál una enzima es fijada en una 

región definida en el etpacio. 

La enzima puede llel' fijatb por uno de los muchos mecanismos 

exillentea a la superficie de un soporte sólido, o limitado fisicamente en un medio sólido o a 

una barrera Uquitb. El uso de enzimas en aplicaciones indust..Wea ha sido limitado a ciertos 

productos alimenticios y fannacéuticos por muchos &ctores. 

Primero, el costo actual de la obtmción y purificación de enzimas es 

totbvla elevado. La fuente principal de las enzimas son las células vivas, por lo tanto se 

necesita primeramente realizar una preparación de éstas. Tomando en cuenta que catb célula 

contiene alrededor de 1000- 2000 enzimas, se requieren grandes cantidades de masa celular 

para obtener una ra:ronable producción de la enzima de interés. En adición a lo anterior, se 

necesita de métodos de aepHaclón muy delicados pHa obtener la enzima de Jos residuos 

celulares sin dañarla. 

Segundo, la mayoria de las enzimas son inestables cuando son 

separad11 de las células. 

(45) 



Tercero, muchas enzimas son empleadas en forma soluble en medios 

acuosos, lo que hace dincil y económicamcme llrohibiti\'o 1ccobrnrlas de los efluentes del 

reactor al final de un proceso catalítico. 

Muchas de esas limitaciones pueden ser evitadas con el uso de 

enzimas mmovilizadas, durmtc la última década la mgcnieria enzimática ha mostrado W1 

interés creciente en esta tecnología. 

Si comparamos las ventajas de las enzimas inmovili7..adas sobre las 

enzhnls solubles se puede explicar este creciente interés. Las enzimas que son muy caras. 

cuando son inmovili7.8das, pueden ser reutilizadas. Los procesos que involucran enzimas 

inmovilizadas pueden ser operados continuamente y controlados más ficilmente, además. los 

productos son separados sencillamente de la enzima que cataliza la reacción y en algunos 

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

inmovilización, se ha encontrado también que se rCduce favorablemente la inhibición por 

producto. 

A la fecha solo pocos procesos basados sobre enzimas inmovili.7.adas 

son operativos a escala industrial ( tebla 1.4.1 ). Todas estas aplicaciones son ejemplos de 

simples reacciones enzimáticas como la hidrólisis y la isomerización. Reacciones más 

complejas hacen necesario el uso de coeozimas que no han sido todavía desarrolladas para 

uso industrial. Estas reacciones, sin embargo, tienen W1 gran potencial para la utilización en 

la catálisis industrial ( 36 ). 

(46) 



TABLAU.1. 
APLICACIONES POTENCIALES DE CELULAS Y ENZIMAS 

INMOVILIZADAS EN LA INDUSTRIA 

- PRODUCCION DE L - AMINOACIDOS 

- PRODUCCION DE JARABE DE MAIZ RICO EN fRUCIOSA 

- MODIFICACION DE PENICILINA 

- CONVERSION DE ACIOO FUMARICO A ACIOO ASPARTICO 

- SINTESIS DE ACIDO MALICO APARTIR OE ACIDO FUMARICO 

- INVERSION DE SACAROSA 

- CONVERSION DE ALMIOON A GLUCOSA 

- CLARIFICACION DE JUGOS Y VINOS 

- ELABORACION DE QUESO 

- INCREMENTO DE LA VIDA DE ANAQUEL DE LA LECHE 

- HIDROLISIS DE PROTEINAS 

- PROOUCCION DE ACIDO GLUCONICO 

- MOOIFICACION DE ESlEROIDES 

- HIOROLISIS DE LACTOSA EN LECHE Y SUERO 

- TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES 

(47) 



TECN/CAS DE INMOVIL IZACIQN ENZ/MATICA 

La 1ctividad catalitic1 de una enzima reside en su litio activo. que es 

el lugar en el cuál la molécula de sustrato se une a la enzima y es convertido en su 

consecuente producto. El oitio activo cooue por lo general m la unión de muchos 

aminoicidoa en una relación eopacial e!ipocllica. 

La conformación tridimensional ( estructura 3ª ) de la enzima es 

también muy importante en la acción catalítica de la enzima. Consecuentemente, para la 

expresión de la actividad enzimática de la mzima iomoviliz.ada, es necesario retener la misma 

estructura sin aherar los relliduos de amioo6cidos del sitio activo o afectar su estructura 

terciaria. Por esta razón los ~odos de iomovi!iDción enzimática requieren de condiciones 

extremadamente precisas. 

Por lo tanto es necesario reali1.ar las reacciones de iomoviliz.acióo bajo 

condiciones suavea de operación ( temperatura por abajo de los 1 OOºC, presión atmosférica 

y pH casi neutros). 

Las reacciones a temperaturas altas, los tratamientos ácido-alcali y las 

altas concentraciones de sal deben ser evitadas para conservar la integridad de la estructura 

de la enzima. 

(48) 



Los métodos de inmovili1.a ... ·ión enzimática se agrupan bajo cuatro 

categorias básicamente. Sin embargo, en algunos casos, el método US1do es Wla 

comhinnción de dos o mis de estos categorías ( 70 ): 

1.- Ad1orcl6n en ua. 1upcrficie 1ólid1. 

2.- Unión covalente. 

3,- Atrap1mlenlo o encop1ul1ción. 

4,- Entrecruzamiento ( frecuentemente utilizado en combin1clón con 1 y 3 ), 

(49). 



ADSQBC/ON 

Este ea prob1blemente el mis simple de todos los métodos. u enzin11 

adsorbida es retenido sobre un soporte sólido por fuerus diferentes a la de unión covalente, 

fueru1 fisicllDCllte débiles como lis de Van der Wuls o fuerus de dispersión. El sitio 

1ctivo de 11 enzima 1dlorbidl no es .Cect1do y cooserv1 toda su actividld dur1nte 11 

1~( fig. 1.4. l.). Sin embargo, 11 enzima puede ser ficilmente desorbida por c1mbios 

en el llllbiente, como pH, fueru iónic1 y/o temperatur1. 

Debido 1 lo mterior se debe tener un control estricto de las 

condiciones de proceso para evitar UDI desorción de la enzima. Uo1 grm ventaja de este 

método, es 11 simplicidld en prepuu 11 inmoviti7.lción de 11 enziml. La adsorción puede ser 

estabilizado por entrecruzamiento con glutanldebldo. 

En 11 mayoría de los casos 11 inmoviliución es alcmzada ripida y 

1C11cil11D1C11te, sólo con poner en cootacto 11 solución donde se encuentra contenida 11 

enzima con 11 superficie 1dsorbente. El adsorbeote debe poseer una grm lfinidld por 11 

enzima y c1uur UDI minima desn1lurlli1.lción. Debe tener t1mbién una grm cap1cidad de 

unión protclc1. Las enzimas hm sido adsorbidas sobre muchos soportes dlfcr011tes como 

poUmcros orginicos, ules mioerolea, óxidos metilicos, carbón activ1do y pu cmtid1d de 

resinas de intercambio iónico. 

Lis resio1s de intercambio ióuico ( DEAE-Sephldex y DEAE

Celulosa ) hin sido utiliudu exitosamente como adsorbentes para enzimas en procesos 

industriales. 

(50) 



Utilizando los principios de cromatografia de afinidad, se han 

deaanollado técnicas más especificas para la adsorción de enzimas. 

Existen muchos ejemplos de preparaciones de enzimas adsorbidas. 

Estos incluyen la adsorción de : 

a) Ribonucleaaaa aobre Dow .. -!!O resina de Intercambio iónico. 

b) Alpara11Dau, quimotrip1lna y tripalaa aobre CM-flluloaa. 

e) Aminoacllaaa, pepaina y varlu proteo111 aobre DEAE-celuloH. 

d) lnvertau sobre urb6n •. 

son entre otros : 

Algunos do los soportes más utilizados pan la adsorción de enzimas 

ALUMINA 

AMUIU.ITA 

UNTONITA 

COLA CENO 

VIDRIO 

CD.ES DI l'OU'ATO 

CM~lJLOSA 

SILICA.(;IL 

(SI) 



Las ventajas y desventajas m:is comwics de la inmovilización por 

adsorción son : 

Bajo costo. 

Método sencillo. 

La estructura de 11 enrima no se modifica. 

Pueden existir la adsorción en multicapas, lo que limita el acceso de sustrato a las 

c1p1s internas. 

Se pueden presentar problemas de altas caídas de presión en reactores biológicos. 

Puede ocurrir desorción de la enzima. 

La enzima adsorbida esta en equilibrio con la enzima en solución y puede ser 

despluada por otras especies iónicas ( proteínas o sustratos ). 

(52) 



ENYCE COVAl.J1NTE 

Este es el método mis 1111pliameote estudiado para la inmovili:r.ación 

de enm1111 ( fig. 1.4.1. ). 

Como co..-umcia de la unión covalente de las protein1s 1 uno de 

loa sopones sólidos, una o más c1den1s de aminoácidos do la proteinas son modific1dos. 

Est• modific1ción no debe ocurrir en los 1minokidos que son esenciales para In actividad 

enzimítica. 

Par1 retener la 1ctividad enzimático después de la inmovili:r.ación es 

conveniente elesir una reoccióo de 1coplamiento que no afecte el sitio 1ctivo do la enzima. 

Este, puede ser protegido Uevmdo a cobo la inmovili:r.ación en presencia de un sustrato o 

inluoidor coqietitivo. Lis enzimls inmovili:r.adas por entrec:ruz.amiento, donde las 

moléculas están unidas covalentemente a otra&, utili:r.ando 1gentes bifuncionales como el 

glutaraldebldo o el bis diazo bemldico -2-2- 'cúlo disulfónico, se han prep1rado en tres 

diferentes maneras: 

(1) Enzimas con enloce enlrecruzodo con glutoroldehido poro formar un agregado 

insoluble. 

(2) Adsorción de uno enzima sobre uno superficie ocompo~odo de un 

enloce entrecruzado. 

(J) Impregnación de un material poroso con la enzima, seguida de un 

enloce enlrccruzado. 

(53) 



Existen varios grupos funcionales de la enzima que podriln reaccionar 

con sopones activados, en la práctica sólo cuatro han sido utiliz.ados. 

1) FUNCIONES AMINADAS 

2) GRUPOS CARBOXIW 

J) ANILWS FENOLICOS DE LA TIROSINA 

4) GRUPOS SULFRIDRIW DE LA CISTEINA 

~) GRUPOS OXHIDRILO DE LA SERINA, TREONINA Y TIROSINA 

6) GRUPOS IMIDAWL DE LA HISTIDINA 

7) GRUPOS INDOL DEL TRIPTOFANO 

Como se mencionó anteriormente los más utiliz.ados han sido los 

amino, Cllbmólos, o los anillos aromáticos de la tirosina y la histidina. 

Las reacciones más comunes que se empican son : 

1) R .. cclones de acilaeión.- En éstas intervienen los grupos amino de las 

proteinas y grupos acilantcs del polímero como son el cloruro de azida o 

anhldridos de ácido.Estas reacciones se llevan acabo a pH entre 7.S -8.S 

ya4ºC. 

2) Reacciones de arilaeión y alquilación.- En éstas probablemente intervienen 

los grupos amino de las protefuas y sustituyentcs en los polímeros derivados 

del anillo aromático que tienen halógenos como sustituyentes y otros 

adicionales. 

(S4) 
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y 

3) Mffodo de bromuro clan6geno.- Este es el método más emplC1do para la 

preparación en el laboratorio de enzimls inmovilizadas así como para 

preparar adsorbentes insolubles para cromatogralla de afinidad. El 

polisacárido se hace reaccionar con el bromuro de cianógeno a pH entre 10 y 

11.5. 

4) Reacciones de carbamilacl6n y tiocarbamilacl6n.- Muchos polimeros 

contienen como grupos funciooales isocianatos. isotiocianatos los que bao 

sido utilizados como reactivos para la catbamilación o la tiocatbnmilación 

5) 

6) 

acoplar protefoas al soporte. 

Reacciones de amidinaci6n.- Rccientcmente se han emplC1do polímeros que 

contienen grupos Unido éster para la inmoviliuci6n de protefoas. Estos 

reactivos pueden ser preparados trataodo nitrilos de polímeros con alcoholes 

HCI. 

Reacciones con grupo• aldehído del pollmero.- So hao descrito varios 

polfmeros que contienen como grupo funcional un aldehido. Los grupos 

alddúdo reaccioDID con los grupos amino de la protefoa para formar una base 

de Shifl; los grupos sullbidrilo e imidazol pueden sufrir reacciones similares. 

Las reacciones secundarias pueden tener efectos dailioos sobre la actividad de 

la enmna. 
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7) ROl<eiones con glutaraldehido.- Este reactivQ bifuncional puede reaccionar 

con po1imeros que contengan grupos amino primarios para obtener matrices 

que contengan a la función aldehido. 

8) Reacci6n de dlazociaci6n.- Esie tipo de reacciones puede efectuanc enue la 

proteína y un polimero que contenga grupos funcionales ariJ.diuonío . 

9) Reacciones de intercambio tiol~disulfuro.- Los derivados poliméricos de 

disulfuros pueden ser usados para las reacciones reversibles de acoplamiento 

los grupos sullhidrilo de la proteína a través de la reacci6n de intercambio 

tiol- disulfuro. 

10) Reacciones de condenuci6n de cuatro componentes.- En este tipo de 

reacciones se condensan cuatro componentes como carboxilato,amino, 

aldebldo e isocianato para formar una amida N-sustiluida. 

(56) 



VENTAJAS DE LA INMOVILIZAC/ON POR ENLACE COVALENTE 

a) Método útil para la inmovilización de enzimas de al&o costo. 

b) Mitodo útil p1u evillr 11 presencia de enzim11 en ti producto. 

c) Se puede 1umenllr 11 etllbilidad de la enzima. 

DESVENTAJAS DE LA INMOVILIZACION POR ENLACE COVALENTE 

a) 

b) 

reacción 

e) 

Us enzimas pueden ser danatur1lizadas por sol,·entes orgánicos. 

Las enzimas pueden ser desn1turaliZllda1 por 181 condiciones de 

en que 1e efectúe el enlace. 

Los rendimientos de inmoviliz.lcl6n ion menores por que las cantidades 

de enzima inmovilizada son pequeñas. 

(57) 



ATJIAf>AMIENTO YBNC4PSl!LACJON 

La fnmoviliución por atrapamiento o encapsulación (fig. 1.4.1.) 

difiere de otros métodos de irunoviliución en el aspecto en que las moléculas de la enzima 

estío hlnes en aolución, pero restringidas dentro del espacio intersticial de geles o 

membranas. La Ollnlc:tura del polímero de atrapamiento debe ser suficientemente eSlrccha 

para prevenir que la enzima se fihre a través de él y al mismo ti cmpo debe ser 

suficientemente dispersa para permitir al sustrato y al producto la peoetración. 

Consecuentemente, sólo las reacciones que utilizan reactivos 

relativlJllellte pequcllos pucdeo ser utilizadas exitosameote utilix.ando preparaciones para 

enzimas atrapadas. 

La téaiiea de atrapamiento mís ampliamente utilizada ha sido la 

oclusión de mzimas o células microbianas en poliacrilamida. Las enzimas pueden ocluine 

dentro de geles de m•trices entrecruzadas llevándose acabo la reacción de polimcriz.ación, 

permitiendo asi la fonnación de un gel en solución acuosa que contiene a la enzima. El gel 

rcaullante puede ser mecánicameote dispersado en partículas de tamaño definido. La 

polimeriz.aclón del glóbulo ( Bead politneriution ) es realizada en un sistema de dos fases. 

Una solución acuosa que contiene la enzima y un monómero acrílico que eSla dispersado en 

una &se bidrófuba ( p. ej. tolueno o cloroformo ) y la subsecuente polimorinción de la 

emulaión produce las partículas esféricas bien definidas ( 35,59 ). 

(58) 



Las enzimas 1tr1p1d1s en fibras porosas pueden ser alcooudls de 11 

siguiente forma (20): Un solvente orgánico ( no miscible en 1gua ) que contiene un polimcr0 

formado por libros es emulsific1do con un1 solución 1cuosa de la enzima y esta emulsión 

pasa a tr1v6s de fino~ poros dentro de un coaguloote el cuál preciph1 el polimcro en un1 

furma filllnalto11. El pollmero mía comunmente utili7Jldo es el triacct1to de cclu1011, pero 

tambit!n otro• dcriv1dos de cclu1011 pueden ser uudoa. 

Finllmente, las enzimas pueden aer ene1psuladls en microcápsulas 

scmiperme1bles de nylon ( 11 ) o en liposomlS ( 28 ). Las prcpar1ciones de enzim1s 

microencapsuladls sólo hao sido utilizadas en aplicaciones m6dic1s. 

del 

Entre lu vent1j1s y desven11j11 de este m6todo tenemo&: 

a) Baja actlvld1d enzildlica aobre macromolkula1. 

b) Puede ocurrir pá'dlda de la enzima en condicloou dr1btlca1 de 

formacl6n de gel, 

c) La estructura de la enzima no 1e ve modificada. 

d) Toda 11 contldad de eozilna que oe pone en contacto con el gel ea 

inmovllizad1. 

e) 

f) 

1> 

La• propied1dea medolcaa del gel dificultan au manejo en la lndu1tria. 

No H pueden predeelr camblo1 ea la• propledadu intrlo1eca1 de 11 

enzima. 

La aetlvldad de la cozilna inmovilizada depende en forma Importante 

mftodo de prcparaci6o. 

(S9) 



Eliill.EClWZAAlJEl'!lID. 

Las enzimas pueden ser inmoviliz.adas por entrecruzamiento 

intramolccular dentro de largos agregados utilizando reactantes bi o muhifuneionales. 

, 1 ·111que este método es relativ1mente simple, no b1 sido utilizado 1mpfuimente debido 1 las 

dificultades en controlar el taOllilo y las propied1des mecínicos del get 

El cntrecruumicnto de la enzima ( fig. 1.4.1. ), sin embargo, ha 

probado su valor en combin1ción con otras técniclS de inmovilización. Las enzimas 

adsorbidas en sopones sólidos han sido entrccruudas para incrementar la estabilidad de la 

enzima inmovilizada y de est1 forma minimizar la filtración de la cnzñna 1 trovés del sopone 

( 83 ): El cntrecruumicnto de enzimas 1trap1das ha mejorado la estabilidad de ést1s ( 12). 

El cntreeruumicnto intramolecular entre la cnzñna de interés y una 

protein1 inene como el co1'gcno ( 39 ), gelatina ( 75 ) o la quitina ( 76 ) han recibido mayor 

1tención a últimas fech1&. 

Este método es en genera~ una fonna de enlace covalente a un 

sopone insoluble. 

En cada uno de estos casos el agente de entrecruumiento 

generolmcnte utilizado es el glutaraldehído, un díaldebfdo que reacciona con las aminas 

primarias para formar uniones estables. La nsturaleu eueta de este tipo de unión no ha sido 

tod1vía bien establecida. 
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Ha sido sugerida la posible adición de un grupo amino hacia las dobles 

cadenas etílicas del alli-3-insaturado oligomérico de glutaraldebído. 

La inmovilización de enzimas por unión covalcnte o por 

entrccruumiento intramolecular elimina algunas de IJS dificultades relacionndas con otras 

formas de inmoviliución. A la inversa, la unión covalente altera la química de las enzimas y 

puede afectar su reactividad. En algunos casos, el sitio activo de la enzima puede ser 

afectado por la reacción de fijación al sopone, llevando esto a la pérdida de actividad 

enzimitica. 
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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 ) 

C,\8ACit;.M1$IIC'M ADSORCION 

flRJPApAC!ON SIMPLE 

rl!IBZ&DlllMllJ~ DKBIL 

a,gu'.IDADD:llllA UCULAR 
IUWMAI 

BE<IDt.EIW:.llll! fOSIBL! 
D&Ul!BIBU 

cmmJIU.A BAJO 
INMPVfl.IZAMON 

ADJCACIWI SI 

DIO'.I&a::IO:r! D:E- NO 
IA l!UllH !l!li. 
AI&Ql.llMILllO· 
~ 
Ll'Ill.U 

UNION COVAL&NTr. ATRAPAMIENTO Y ENTUCKUZAMIENTO 
ENCAPSl'LI.CION 

DIFICIL DIFICIL REGULAR 

rmRT! RIGULAR nJP.RTE 

ALTA BAJ.\fAJ BAJA 

DlnCll.cll IMl'OSIULE IMPOSIBLE 

ALTO RECULAR REGULAR 

NO SI NO 

NO SI UNl'OCO 

Al AcnvUIAD F..artanCA •.U.UoalD\'4lXJ ~ Uf:lllDO A •UllUUI Pltl~IOIULD. 

•1 Al.ClN19~tbftTl'.DmlDHCll'IDADOll\'INJOl'l*o.\O). 
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TABLA 1.4.3. 

ENZIMAS INMOVILIZADAS 

IN/11,W; MI IOllll'. 111 INl.lilVll l/AI 'llN l·''l!lllNIW1 

J\l.CCJllC)J.1>1 ... -.11U>R<><IENl\SA m~l. l>b l'UIJACRllAMll>A (51>1 

AMINllACll/\.'V\ AllSORCUIN A l>l!JW.Clil.lll l ISA "1 

J\11'1\·AMllAS/\ INCI 1 ISIC IN U<l c;1:¡ 111: l'tll IACRllAMlllA t~.11 

Al.h'\·AMll.lKll.11CllSIOASA .\llSllK<:l<lNAll\:Al:.(.'l·llllllSA 
" 1 

1\Sl'AIV\lilNASA liNIACI! ENTRECRlf/.All<l '" 
llllllMEIJNA l:NIACI: CllVAIJ~NTJ¡( CMC-AZlllAI ttl~t 

Cl:l.lll.OSA (421 

rnw~m.tfl.o.'V\ (ll) 

COIJNB.<;l"l:KJ\!'iA INCl.USION EN Rl:.SlNA SllA.~TICA ({11) 

l>IASTAM lilil, llE l'OJ.IACKllAMllJA '" 
l·NOIASA INL"l lFSlc IN l·.N lil:l.111·. l'tlUACKll..\MllJA ,,,¡ 

MCCINA CMC-1\i'.IOA (!SI 

11-<IAIACl'<ISIUASA Al>SOKCION A l>llAE-Clil.111..0SA (74) 

l'Al'AINA ENJACJl.COVAIJ•.fltll: (ll) 

11!.IUIXllJN\A ENlACH COVA1Ji.N11! (CMC) (5') 

Rl:NINA Cl:l·AIUISI\ (ll) 

llKMSA MICN<K'Al'SllJ/l.(NYl.<lN Y CCJl.Oll>llN 11-'1 
AIJSORClllN l:N l'..'il l!Rl'AlCl IJJ: IJARlll) 

lJlllM<ffKll~INA l:NIACE l:llVAIJ:NTE ((•) 

(64) 



Lis propiedades de una enzima inmovilizada pueden ser un poco 

diferentes a las características de la enzima en forma soluble. Los cambios pueden ser 

atn'buidos a olteracioncs de la molécula de la enzima o a la naturaleza fisica y químico del 

soporte. Por lo tanto, la transformación de ta enzima de una catálisis homogénea a 

hc1erogénc1 puede producir ciertos cambios c.."11 las propiedades catalíticas. 

La estabilidad es la parte medular de w1a enzima inmovilizada para 

operar wt proceso a gran escala. La mayoría de las enzimas incrementan su estabilidad 

cuando son inmovill1.ados. Este incremento de la estabilidad puede ser el resultado de 

reducir la inactivación por la conformación de la enzima, así como a una reducción en el 

ataque de solutos reactivos debido a una protección estérica. 

LI estobilidad operacional es un parimctro muy importante dentro de 

un proceso que emplea sisternos con enzimas inmovilizadas. El incremento en· la estabilidad 

no solo reduce el costo de la enzima, sino también reduce el costo de operación, ya que el 

reactor se necesita recargar con ésta en W1 número menor de ocasiones. 

La estabilidad de opcroción es expresoda como el tiempo medio de 

vidl, el cuil es el tiempo requerido paro que se pierda el 50% de lo actividad inicial. El 

tiempo medio de vida, puede ser expresodo, como una ecuoción de velocidad incorporando 

la colllil111te de desactivación. 
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La c~1abilidad de almace11amie11to adquiere gran impnnaucia cuando 

Ja preparación de Ja enzima es usada sólo intcmlitentemcnle o durante w1 nlmacenamicnto 

prologado. Si se observa una buena estabilidad de ahnacenamicolo, grandes lores de 

emdmas pueden ser producidos y de esta fonna. el costo de preparación se ver:i reducido. 

Las enzimas inmovilizadas pueden también mostrar cambios en la 

esuhilidnd 1ém1ica y de pH. 

COMP<JRTAMIENTO C/NET/CO 

Cuando una enzima es inmovilizada a un sopone sólido los 

parámetros cinéticos de la reacción son alterados de wia fonna considerable. Los 

parámetros cinéticos básicos como Km y Vma.x son diferentes. Los cambios son causados 

por efectos estéricos, microambientales y resistencias difusionales. 

Las limitaciones cstéricas que afectan la actividad enzimática son 

especialmente observadas cua11do la enzima inmovilizada esta catalizando una reacción 

donde el sustrato posee un alto peso molecular. Ha sido mostrado que se obtienen 

diferentes tamaños de péptidos cuando la misma proteína fué hidrolizada por w1a enzima 

inmovilizada que por una enzima en solución ( 46 ). 

Así. el comportamiento cinético puede ser modificado y obtenerse un 

producto de composición completamente diferente cuando una enzima inmovili7.ada ca1alizl 

la reacción. 
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El 1mbiente alrededor de una enzima inm0\·ili1J1da frecuenten1en1c 

difiere 11 de la enzima en solución. Si la enzima es unida a un sopone polielectrolilico, las 

interacciones electrostáticas conducirán a una distn1mción desigual de iones entre la fase del 

sopone y la f15e liquid1. En un sopone polianiónico, la concentr1ción de iones con cargas 

positivlS serí mayor que en la solución externa. Consecuentemente, el pH dentro de un 

polímero seri menor que el del medio y el pH de la enziml inmoviliDd1 tenderá 1 tener un 

mayor v1lor. En un polímero polic1tiónico, la situación opuest1 prevalece, el pH óptimo 

par1 la enzima inmovilizada es menor que para la enzima en su estado natural. 

Los efectos electrostáticos pueden ser frecuentemente reducidos o 

eliminados, ajust1ndo la fueru iónica del "buffer". 

Debido a la n1tuJ'lle1J1 heterogéue1 de las eozimas unidas a un 

sopone, la reacción c1talftica es solo una pane en una secuencia de pasos importantes que 

dan como resultado la transformación global de sustrato a producto. 

Primero, el sustnto, los iones, inhibidores y cofilctores, se difunden a 

tnvés de la Clpa del fluido alrededor del sopone sólido ( difusión extem1 ). Este piso es 

seguido por la re1cción con la superficie de la enzima unida 111 sopone ( difusión interna ). 
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Con estos pasos en mente, se puede identificar un gran número de 

f.iclores que afectan la cinética de las enzimas inmovili1 .. adas. factores que puedcu c-ausar un 

componamienlo diferente en relación con las enzimas en solución. Estos factores pueden ~cr 

agrurados en dos calegorias básicamente: 

1) liftclos de inmovl/i:ación sobn 111 molécMl11 dt la tn:im11. 

2) Efectos sobn el micl'Ollmbltnlt dt l11s tn:im11S inmovilizadas. 

Dentro del primer punto nosotros podemos considerar los cambios 

confonnacionales, inleracciones con el soporte. efectos estéricos los cuáles pueden no sólo 

afectar la velocidad de la reacción sino también la especificidad y estabilidad. 

El segundo grupo de factores. frecuentemente llamados " Efectos 

microambientales 11 incluyen efectos de panicióo electrostáticos y resisaeocias difusionales 

tanto intem1 como externa. 

Las limitaciones en la transferencia de masa pueden causar 

alteraci.ones en la dependencia. a la temperatura de la enzima inmovilizada. variación en la 

velocidad de reacción con el sustrato, producto. "bufferº, aún más, cambios en la estabilidad 

oper1cion1I de 11 enzima. 
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CAPITULO JI 

REACTORES ENZIMATICOS 

El diseilo, operación, simulación y escalamiento de bioreactores 

constituye el elemento esencial de un gran número de bioprocesos, cuya eficiencia depende 

de un adecu1do diseilo y operación del sistema de re1cciiío. El diseño de reactores donde el 

elemento cttalítico es constituido por una enzima~ se ve influenciado por una gran diversidad 

de f1ctores que .rectan de maner1 importante su funcion11niento. 

2.1. TIPOS DE REACTORES 

Diferentes tipos de re1ctores pueden ser utilizados pua procesos con 

enzi11111 en eslldo libre o inmoviliZld1s. 

El uso de enDmls en snlución por lo gener1l se lleva 1cabo en 

opencioncs batch en tanques con agitación. Para procesos continuos con enzimas en 

solución se puede utiliur una membrana de ultrafiltración en el procesn. 

Un gran número de diferentes tipos de reactores han sido utilizados 

con mDmla inmoviliZldaa 1 nivel labor1torio y a nivel industrill. La clasificación de éstos 

puede aer hccltl de acuerdo al modo de operación ( reactores discontinuos y continuos ). 
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El reactor discontinuo. es el tipo de reactor más comunmenle 

utilit.ndo cuando enzitnas solubles son utilizadas en la catálisis. En la mayoria de los casos no 

se intenta recobrar la enzima. 

El reactor discontinuo, es sencillo y necesita wt equipo experimental 

reducido. Los reactores discontinuos ( fig. 2. l. l. ), son esencialmente tanques agitados en 

los cuales la enzima y el sustrato se introducen a un mismo tiempo. se mezclan, se deja que 

reaccionen un tiempo determinado. y finalmente el reactor es drenado, para Wla posterior 

separación de la enzima y el producto. Esta es una operndón no estacionaria en la que la 

composición va variando con el tiempo, aunque en cada instante es uniforme en todos los 

puntos del reactor. Si se empican enzimas solubles, éstas son separadas por una 

desnaturalización térmica generalmente. Este método es económico cuando la enzima es 

barata. Por otro lado, cuando enzimas de un costo elevado son utiliZadas en una operación 

discontinua, una separación adicional es requerida para recobrar la solución donde se 

encuentra la enzima. Durante el proceso en el que se intenta recobrar la enzima en solución 

existe Wla apreciable pérdida de la enzima inmovilizada, así también. puede ocunir una 

desactivación de la enzima. debido a los repetidos ciclos de recuperación. Es por lo tanto. 

obvió que este tipo de reactores tienen un potencial limitado en la industria donde se utilicen 

enzimas inmovilizadas para la catílisis. Además. el uso de reactores discontinuos no 

aprovecha las ventajas de la operación en continuo, que es una de las mayores ventajas de 

los sistemas con enzimas inmovili1.adas. 
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Existe una amplia variedad de métodos para recobrar enzimas 

inmovt1izadas de operaciones discontinuas. En algunos casos la enDma puede ser 

recuperada por ultrafiltración sin haber sido inmovilizada. Se han recuperado cnñmas en 

solución, utiliundo pollmeros de aho peso molecular, los cuáles permitieron la separación 

por ultrafiltración aún en la presencia de los productos de la reacción y que éstos tenían un 

peso molecular relativamente alto ( 62 ). 

Las enzimas inmoviliz.adas también pueden ser recuperadas por 

filtración y sedimentación. También se han inmoviliudo enzimas sobre partículas 

magnéticas, las cu•les son posterionnente recuperadas magnéticamente utilizando la 

tecnología existente. 

Otros estudios han incluido el uso de reactores con tanque agitado en 

el cuál la enzima inmovillz.ada fué encerrada en contenedores de malla fijada al agitador para 

asi obtener una agitación sin desgaste de la enzima inmoviliz.ada ( fig. 2. 1.1. )( 30 ). 

La compañia italiana Snam Progett~ ha elegido el uso de reactores 

con recirculación para explotar su proceso de atrapamiento de enzimas en los poros de fibras · 

sintéticas húmedas de hilo ( como el triacetato de celuloss o el trimetil-potiglutamato ). 

Muchas de estas técnicas pueden ser utilizadas para retener la enzima 

inmoviliz.ada en reactores continuos de tanque agitado ( RTCA ). En genera~ la mayoria de 

los ejemploa anteriores fueron originalmente ussdos en R TCA. 
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1.os reaclores de flujo con1iuuo pueden ser agmpados en dos tipos 

hasicamente: El reactor continuo de tanque agitado ( RTCA ) y el reactor de flujo pistón ( 

RFP). 

El reactor de flujo pistón ( fig. 2.1.1.), es también conocido como 

reactor de flujo tapón, de flujo 1ubular ideal. y de flujo unifom1c. Se caracteriza porque el 

flujo del fluido a través de él es ordenado. sin que ningún clemerllo del mismo sobrepase o se 

mc1.clc con cualquier olro elcmenlo situado antes o después de aquél. cu realidad. en este 

reactor puede haber mezcla lateral de fluido, pero nunca ha de exislir mu.cla o difusión a lo 

largo de la trayectoria del flujo. La condición necesaria y suficiente para que exista flujo en 

pistón es que el tiempo de residencia en el reactor sea el mismo para rodos los elementos del 

fluido. es decir, se debe tener la misma velocidad y gradien1e de concenlración sólo en la 

dirección del flujo. 

Un mélodo para el uso de enzimas inmovili7..adas es empacar el 

ca1alizador dentro de una colunma y hacer que el sustralo fluya a través de la columna, el 

produclo es obtenido a la salida. Reactores de este tipo son conocidos como" Reactores de 

Lecho Empacado ". Este tipo de reactor es ideal cuando el perftl de velocidad de flujo a 

través de la sección tr111sversal de la 00111111111 es complet1meute pl1no ( flujo pistón ). En la 

práctica, el flujo de sustrato puede entrar por 11 pane superior o inferior de la colunma. 
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Cuando el sustralo es adicionado por la pone atr1 de la columna las panículas 

cmp1codls tienden a juntarse, obstruyendo la miSllll. 

En los reactores de lecho empac1do, cargados con panículas 

c1t11íticas, los siguientes mecanismos tienen lugor: 

l. - /J;sperstiín en lo lose fJ/tncjx;/ del llv1ilo. 

.l. - ko11sfe/e11aiJ o'e 111oso del svs/10/0 o lo svper!téte 

e.r/c1110 rlr• lo po1/1rvlo rolr1/t/odo1r.~ 

J. - !ltlvst0/11i1/c11/{/ rld sttJ'ltolo m 1t1s poto•· t!d co/oho1h1. 

{. - AdsomOll so/;1c• los sil/os oc/iros m lo JY1pe1!ti;é del poto. 

5. - Reocctiín en lo svpernc1;· tld poto se90ido dt• lo dlvs10n 

tle los ¡;rotlvchs de lo 1eocc1im 

Si hi velocidad de difusión en el poro es menor a la de la velocidad 

intrínseco de Ir. reacción. los gradientes de concentración se producirán en el poro de la 

panlcula y consecuentemente 11 velocidad observado serí diferente comparada con la 

velocid1d ev1luada en la concentración en hi superficie. El filctor de efectivid1d ( r¡ ) se 

define como la relación de 11 velocidad de re1cción observada ( con limitación por difusión ) 

y la velocid1d de re1cción sin limit1ciones difusionlles. El vllor de r¡ es un1 medido de la 

limit1clón por difusión. Paro r¡ < 1 lo convenión cs limit1da por hi difusión, p1r1 r¡ = 1 lo 

conversión es limit1da por 11 velocidld de reacción y lis limit1ciones por difusión son 

despreciables. 
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Para sislcmas que tienen clc\'ados \'alorcs de calores de rcaccion. lo!-> 

gradientes de t1..•mpcra1ura se desarrollan a través de la interfase y la particula. Por lo que d 

factor total de efectividad dependerá de los gradientes térmicos así como de los gradientes 

de concentración. 

La mayoría de los lechos empacados son formados por la 

aglomeración de panículas porosas, en los cuáles existen estructuras de este tipo bidispcrsas. 

Los poro~ de las partículas son llamados microporos y los poros entre el aglomerado de 

particulas se conocen como macroporos. Para cada sistema la resistencia a la difüsión en las 

regiones de macro y microporo pueden tener w1 efecto significativo sobre la velocidad de 

reacción. 

Las resistencias difusionales pueden ser observadas a diferentes 

niveles en enzimas inmovilizadas. Estas resistencias varían dependiendo de la naturale1.a del 

material donde son empae1das ( poroso o no poroso ), condiciones hidrodinámicas 

alrededor del lecho y distribución de la enzima en éste. 

Si la resistencia a la difusión tiene un efecto significativo ~obre la 

velocidad de la reacción enzimática, esta dependerá de la velocidad relativa de la velocidad 

de reacción y velocidad de difusión la cuál es expresada por el número de Damkohler ( Da ). 

Da = Velocidad mátrima de retcdóo 
Velocidad máxima de difusión 

:\!al.__ 

Kt.[Sb] 

Donde Vm = Velocidad míxima de reacción. 

Sb = Conc•'lltración de sustrato. 

K1. = Coeficiente de transferencia de masa 

(74) 
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La velocidad de conversión enzimática puede ser limitada por la 

difusión del sustrato o reacción dependiendo del número de Damkobler. Si Da">> 1, la 

velocidad de difusión es la limitante; pan Da << 1, la velocidad de reacción es la limitante y 

para Da aprox. = 1 las resistencias difusiooales y la velocidad de reacción son comparables. 

La selección del tipo de empaque pan la enzima y que posteriormente 

se utilizar• en un reactor depende de varios factores. Las propiedades deseables son: 

/.- Jlolumen desocupado grande pa,.. dinnlnulr la caldo de 

presión. 

2.- Qulmicamente illate al suJIJ'ato. 

J.-Areo supa/ldlll gN11de por unidad de empaque. 

4.- Pao litJa'o pao resislellte. 

S.- lluata dlmi""ci411 MI fluido. 

6.- llum llumedecimknto. 

Ademb de dichas propiedades, existe una limitación del empaque y es 

que su tamailo no debe ser mayor que wi octavo del ~etro de la torre. Si el tamaño del 

empaque pan una torre es demasiado gnnde, provocari una dÍllllinución en el rendimiento 

de operación debido al acanalamiento a lo lar110 de la pared de la columna del reactor. 
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l.os factores principales 'IUC influyen en la caída de presión son : el 

tamaño y fonnn del empaque , la densidad y velocidad de masa del sustrato. El principal 

efecto de la velocidad del liquido es llenar los espacios \'aCÍos y. de este modo. disminuir el 

csp1cio posaülc para el flujo de gas ( aire ). Al sustrato retenido en los poros del empaque se 

le conoce como retención dinimica. Para una velocidad de sustrato constante. la caída de 

presión 1umcnt1 con el incremento del gasto del aire. Si la cantid1d de aire llega a ser lo 

suficientemente grande. se alcanza una región en la que ocurre una retención significante del 

sullreto en el lecho. 

Esta se define como la región de carga. Después de 1lcmzar el punto 

de carga de la columna, ta caída de. presión aumenta más rápidamente con el aumento del 

Dujo de ges hasta que se alcanza el punto de inundamiento. El inundamiento se conoce como 

la condición a la cual todo el espacio vacío en el empaque se llena con el sustreto y este no 

lluiril a través de la colunma. Esto produce una caída de presión de 2 a 3 in de agua por pie ( 

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

un reactor de lecho empacado. Una gran reducción del régimen de flujo, que por lo general 

se conoce como la relación de disminución, provocad el acanalamiento a través del lecho 

empacado y con frecuencia tendrí como efecto un pobre rendimiento del reactor. Sin 

cnibargo ello depende del rmgo de operación. 
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DISPl:BSION AXIAi. 

Como se ha visto con anterioridad el reactor de Rujo pistón se basa en 

la &11posici6n de que el sustrato Huye a través de éste, con un perfil plano de velocidades, y 

que cada porción del sustnto pennanece el mismo tiempo en el reactor. Pero en la práctica 

muchas vocea este no es el caso. La no uniformidad del empaque, la mala distn'bución del 

líquido, diferentes velocidades de Rujo, la difusión turbulenta y molecular, pueden llevar a 

trayectorias preferentes, o a regiones en donde el Rujo del líquido es anonnabnente grande, 

Como resultado, no ocurre únicamente el flujo de tipo pistón dentro del Ruido, hay además, 

un movimiento relativo, paralelo al eje de la torre, este movimiento se describ~ en fonna 

diferente como ''Dispersión axial" y 11Retromezclado11
• 

El modelo de dispersión es utiliz.ado para descn'bir los reactores 

tubulares no ideales, en este modelo existe una dispersión axial del sustrato, es decir, hay 

una prolongación del tiempo de permanencia en el flujo unidireccional, debido al alejamiento 

del fluido de tipo tapón, las partículas del fluido se mueven hacia adelante, pero a diferentes 

velocidades. 

El número de Peclet ( Pe ) es un número adimensional que relRciona : 

Pe = Tupsfermcja de IDIM por copycccjóp = 
Transferencia de masa por difusión 

Donde: V =Velocidad ...perficial 

Da= Coeficiente de dispersión efectiva 

L = Longitud del reactor 
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Existen dos tipos diferentes de nlimero de Pe en uso común. No!tiotros 

110demos llamar Pe. al número de Peclet para el reactor, este utiliz.a el largo del reactor ( L ) 

Jl&ra nombrar así las caracteristicas de longitud en éste. El otro tipo de número de Pe puede 

ser llamado el 110. de Peclet para fluidos Per, este utiliza las caracteristicas de longitud que 

determina el comportamiento mecánico del fluido, en lUI lecho empacado esta longitud es el 

diímetro de la partlcula ( dp ). Para lechos empacados es preferible utiliz.ar el promedio de la 

velocidad intersticial =V / t este es comunmente utilizado como el ténnino de velocidad 

para lecho empacado. 

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

Pe = y_dp_ 
tDa 

Donde t = Fracción de espacios vacios. 

(3) 

El número de Peclet se encuentra en la mayoria de las correlaciones 

relacion1do con el no. de Reynolds ( Re ), debido a que ambas entran dentro del 

comportamiento mecánico del fluido. 

Re = d¡üL¡t = Eumudgjncri;ja (4) 
µ Fuerzas viscosas 

Al reciproco del no. de Pe = Da/ (V) (L) se le conoce como número 

de dispersión. 
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Una fuente común de ineficiencia en los reactores que utiliun el flujo 

pistón es el retromezclado. El retromezclado es el flujo en retroceso en una dirección 

opuesta a la del flujo neto. 

El significado del rctromezclado, el cuál se encuentra presente en 

todos los reactores reales, puede ser evaluado calculando el número de dispersión (44). El 

número de dispersión es definido como Da I VL<, don de De es el coeficiente de dispersión. u 

es la velocidad intersticial y Le es lo profundidad del lecho. 

El número de dispersión puede ser escrito en términos del número de 

Peclet: 

D1/VL< •dp/L<NPe (S) 

Una correlación bassda en datos experimentales entre el número de 

Peclet y el número de Reyoolds para lechos empacados ( 17): 

Nh 9 / Z • 0.10 +O.ti NRe0.411 

(6) 

Donde: z = l pua lecho empacado 

Para número de Reyoolds menores a 1 O en lechos empacado• el 

número de Pedel ea aproxiblldamcnte igual a 0.5. E•e multado puede ser obtalido de la 

ecuación (6) sin tomar encuenta el ténnlno donde se encuentra el número de Reyoolds ( 

cuando éste ea muy pequello) y tomando una fi:acción de espacios vacíos de 0.4. 
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/1lSIJUll1LQUNlllIIIEMaJSJHiRESIDENC/A PAR 4 REACTORES DE 

LECHOEMPACMW. 

GENERALIDADES 

En los reactores que son empacados con e11ziD11~ el sustrato 

usualmcnle no tiene un Oujo unifonne a través de éste. Más aún. pueden existir secciones en 

el lecho empacado las cuales ofrecen poca resistencia al flujo, esto da como resollado que 

una porción del fluido pueda tener " Trayectorias preferentes ". Consecuentemente las 

moléculas que siguen estas trayectorias no pemwicccn mucho tiempo cu el reactor. como 

aquellas que fluyen a través de las regiones de afta resistencia al flujo. Nosotros podemos 

observar que existe un distribución de tiempo ( fig. 2.1.2.) en el que las moléculas del 

sustrato pennanecen en el reactor en contacto con el catalizador ( tiempo de residencia ). 

En uu reactor de ílujo pistón ideal todas las moléculas del sustrato 

dejan el reactor exactamente en la misma cantidad de tiempo. El tiempo en que éstas 

pennanecen dentro del reactor es conocido como tiempo de residencia de las moléculas de 

sustrato en el reactor. 

La distnüución de tiempos de residencia puede afectar el 

funcionamiento del reactor. 
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DETERMINACION EXPERIMENTAL DE TIEMPOS DE RESIDENCIA 

La disinl>ución cxperimmt1I de tiempos de residencia es reali7.ad1 

inycctmdo un químico incne ( indic1dor ). al rc1ctor 1 un tiempo t = O y después se mide la 

cmacentracióo lnz.lcb ( C ), en la lineo de flujo como un1 filnción del tiempo. El indicador 

debe poscu propiccbdcs fisicaa limilues a las del su&Ulto y debe .., complet1mentc 

soluble, 1demís, no debe ser adsorbido por las puedes u otros superficies en el reactor. Los 

matcrioles colorc1dos son comunmcatc utiliudos. 

CARACfERISTICAS DE LA DISTRIBUCION DE TIEMPOS DE 

RESIDENCIA 

La fig. ( 2. 1.31 ) reprcseot1 la diSlnl>ución de tiempos de residencio 

cen:a de la idcolidod puo un reactor emp1c1do de flujo pistón. La fig. ( 2.1.3.b ) represento 

11 disiribución de tiempos de residencia para wt reactor de lecho cmp1c1do con 

cualizacioncs y mnlS muen1s. LI forma en que cSlo puede ocurrir es mo&Uldo en la 

&iguicnte figuro ( 2.1.Jc ). Lis mnas mucn1& siJven paro reducir el volumen efectivo del 

reactor, indiCllldo que el volumen activo del reactor es menor que el esperado. 
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A la fecha. el tipo de reactor más amp.liamente utili7.ado en 

operaciones a nivel industrial~ es el reactor de lecho empaC1do. Por ejemplo. The Clinton 

Cont Processing Company que utilWI glucosa- isomerasa inmovilizada para la conversión de 

glucosa a liuctosa y Tanabe Seiyaku Compaoy con anúnoacilasa unida a DEAE- Sephadcx 

para la obtención de D-L- aminoácidos hacen uso de reactores tipo lecho empacado. 

Debido a su alta eficiencia y facilidad de operación, el reactor de lecho 

empacado probablemente continuará dominando las aplicaciones comerciales a grao escala. 

Se han estudiado y operado reactores tubulares de membrana para la 

hidrólisis de almidón por p.Amilasa. El almidón y la enzima fueron contenidos por la 

membrana, la cuál retuvo el almidón, pero fué permeable a el producto (maltosa) ( 9 ). 

Existen variantes a este tipo de reactor como el monolito, desarrollado para catálisis 

automáticas, o los sistemas de membrana enrrollada y retromczclado, que poseen una 

estructura más abierta con un mayor volumen ( 2S, 38 ). Esta estructura puede ser una 

ventaja en el caso de enzimas con una actividad especifica aha donde las distancias 

difusionales cortas darán un factor de efectividad mayor. Para enzimas costosas, un factor 

de efectividad alto, puede ser eseocial para aceptar cienos procesos comerciales desde un 

punto de vista económico. Sin embargo, la mayoría de las aplicaciones industriales que 

utili7.an compuestos enzimáticos tienen un factor de efectividad alto, con un tamaño de 

partfcula aceptable. En este caso, la actividad por unidad de volumen, serí mayor que para 

un reactor de diseilo abierto. 
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Otra vez lo -cillo y el bajo cosio de el lecho empacado son 

atnctivos. Para el caso de partlculas ÍnOll!Úlicas que pueden oer regeneradas para su 

reutilización, el coSlo del sopone puede ser en algunos casos mínimo. 

Reactores tubulares con paredes eomuáticamente activas son claros 

ejemplos de reactores de lecho empacado. En aplicaciones analíticas donde la eficiencia no 

e1 imponante o en aplicacionea biom6dicas donde bajaa caldas de presión y baja turbulencia 

ea necellril, los reactores tubulares pueden ser usados. 
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REACl'ORES DE LECHO FLUIDIZADO. 

En un reaclor de lecho lluidizado como el que se muestra en la figura 

(2.1.1. ), el liquido fluye hacia arriba a lravés de un cilindo vertical largo. Las enzimas 

inmoviliz.adas son suspendidas por fuenas de 1rrastre ejercidas por el sustralo, el cuál pisa 

de la parte más baja a la p1rte más aha de columna a una velocidad fija, la cual debe ser lo 

suficientemente grande para subir y mezclar las partículas de la enzima inmo\iliz.ada en la 

columna. Debido a que las partículas de la enzima imovilizada son más densas que el medio 

de reacción ellas pennanecen en la parte b1j1 de la columna, a pesar de que la velocidad de 

flujo es elevada y estas pudieran ser lransportadas a la parte más aha. Asi, de esta manera 

re1liundo un bllance cuidadoso entre las condiciones de operación y las características de la 

enzima inmovilizada, estas son retenidas en el reaclor mienlras el medio fluye a través de la 

torre continuamente. 

De esta fomta cuando el sustrato es introducido a la columna como 

una Uoea de flujo el lecho de partículas es lransfonnado a un estado de fluidizacíón. 

haciendo que las partículas de la enzima inmovilizada se separen y muevan en la columna. 

La colunma adquiere la apariencia de un líquido hirviendo. Este efeclo produce el mezclado 

del catalizador con el sustrato. 
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De acuerdo con las características fisicas de wt sistema con enzima 

inmoviliz.ada y de el sustrato empleado en el reactor, dos problemas pueden presentarse. El 

primero es que la reacción pued1 ser altamente cxoténnica, lo <¡uc conduce a w• 

sobrecalentamiento. El segundo es que grandes capas de sustrato puedan estar presentes 

alrededor de las partlculas cataliudores, resultando en un ineficiente mezclado de este con 

las enzimas. 

Ambos problemas pueden resolverse, incrementado la velocidad de 

flujo a través del reactor. Esto conlleva s una reducción del tiempo de residencia en el 

reactor, por lo tanto se obtendrá un grado menor de conversión del 111strato. Esta 

disminución en el grado de conversión, puede resolverse empleando un reactor más largo, o 

una serie de reactores interconectados. Otra alternativa, es la de reciclar parte de la linea del 

producto en el reactor, el tiempo de residencia efectivo del sustrato dentro de este 

aumentará, 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 TANQlll: AGUADO CONTINUO. 

El reactor de tanque continuo agitado (RTCA) fig. ( 2.1.1. ), se le 

conoce también como reactor de mezcla completa, reactor de rctromezcla y como su 

nombre lo indica es el reactor en el que su contenido esta peñectamente agitado y su 

composición en cada instante es la misma en todos los pwltos del reactor. Por consiguiente, 

la corriente de salida de este reactor tiene la misma com11osición que la del fluido dentro del 

mismo. 

En este tipo de reactores la velocidad de reacción es afectada por la 

velocidad de agitación y la velocidad de flujo. La velocidad de flujo controla el tiempo de 

residencia de la enzillll-sustrato. Es muy importante la elección del tamaño del tanque. la 

actividad enzimática, y la velocidad de adición del sustrato, ya que el porcentaje de 

conversión de sustrato a producto puede ser ajustado según las necesidades. p. ej. para 

velocidados bajas de flujo. w1 tallllño de reactor grande ( tiempos de residencia elevados ) y 

Wla elevada actividad enzimática nos conducirá a altas cantidades de producto. 

Otro factor importante es la velocidad de agitación, ya que esta afecta 

directamente la velocidad de difusión del sustrato a la enzima, por lo que el reactor 

aumentará su eficiencia. La agitación, sin embargo puede causar la ruptura del soporte 

debido a las fuerzas de agitación o por el choque continuo de una partícula con otra. 

Algunas enzimas necesitan de oxígeno para poder realizar su actividad 

catalitica, por lo que es necesario suministrar el gas dentro del reactor. 
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Exisien varios tipos de agitadores como los de propela, turbina. paleto 

etc. El flujo modelo puede ser dependiente del tipo de agitación. En el caso de utilizar el 

RTCA para reacciones liquido-gas , la fase líquida y las panículas son bien mezcladas en w1 

tanque a una velocidad de agitación lo suficientemente elevada para obtener una mezcla 

homogénea, mientras que la fase gaseosa puede ser inyectada en un flujo pistón. 

La enzima inmovilizada puede permanecer dentro del reactor por 

filtración de la linea de producto, incmporando a este un tanque, donde la enzima 

inmoviliz.ada sobre particulas magnéticamente activas y reteniendo la enzima en un campo 

magnético ( lo cuál también siJve para agitar las paniculas) o inmovilizar la enzima en las 

paletas del agitador figura ( 2. l. l.a ). 

Los R TCA pueden ser con binados con procesos de ultrafiltración que 

permiten el uso de enzimas inmoviliudas solubles en el reactor fig.( 2.1.1.b ). Esia clase de 

operación resultaria útil cuando el SUSlrato 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 inyección de éSle al reactor. En 

casos donde la enzimA sea aerobia el reactor más recomendado es el de tanque agitado con 

awninistro de mdgeno ( aereación ). 
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AEREACION. 

La velocidad de transferencia de masa entre las fase liquida y gaseosa 

esta fücrtcmcntc inílncnciado por la solubilidad del gas en el liquido. El oxigeno es poco 

soluble en soluciones acuosas. en consecuencia en muchos procesos aerobios el suministro 

de oxígeno es el factor crucial detcnninantc de la velocidad de reacción por lo que la 

transferencia de masa del oxigeno tiene w1 papel importante en el diseño del reactor. 

La transferencia de oxigeno a la enzima durante la acrcación del 

reactor implica la transferencia de oxígeno desde las burbujas de aire a la solución. la 

transferencia de este gas a través del medio a la célula y finalmente la absorción de oxígeno 

por la enzima. 

La velocidad de transferencia de masa esta dada por la diferencia que 

existe en la concentración de oxigeno disuelto entre la interfase líquido gasesosa y el 

volumen total del liquido. 

Velocidad de transferencia de masa= ( KL ) ( Arca ) ( CI - CL ) (7) 

Donde: 

CI = Concentración de oxigeno disuelto en la interfase liquido .. gas 

CL =Concentración de oxigeno disuelto en la 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 1través del área interf1cial por unidad de tiempo es llamado " 11u>< de masa " de e 

el cual se escribe por Ne: 

Ne = KL ( CI • CL) (8) 

La transferencia de masa es afectada por elementos de liquido ricos en 

C CD la intemse siendo remplazada por bajas concentraciones de C de la superficie total del 

liquido. Lo que nos lleva a la lliguiente ecuación: 

KL = 2 ..J ( De/ 1110<) (9) 

Donde: 

De= Coeficiente de difusi6n de C en el liquido. 

t. = Es el tiempo para el cual cada elemento es expuesto a la 

interfase líquido-gas. 

Para evaluar el coeficiente de transferencia de masa ( KL ), se 

nccellÍta el valor de tiempo de exposición ( t. ), el cuál debe ser medido experiementalmente 

o calculado de las propiedades fisicas del sistema. Una forma común de estimar In en un 

sistema con burbujas es,por ejemplo, tomar el tiempo en que una burbuja recorre una 

distancia igual 1 su propio diimetro. El valor del tiempo de exposici6n es por lo tanto el 

diámetro de la burbuja dividido entre su velocidad. 
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El recipiente el cual contiene a la enzima inmoviliuda es usualmente 

un cilindro con el agitador montado a través del eje del núsmo, la forma básica del recipiente 

es descrito por la relación entre la ahura y el diámetro. El tipo mis barato de construcción 

tiene 11111 rellción de aproximadamente uno, debido a que de esta forma el cilindro necellÍta 

una menor irea superficial para contener wi volumen dado. 

AGJfACION. 

El agitador esta COllllihddo por lo general de una o mis twtrina• 

montadas sobre un soporte alineado con el eje del cilindro. El soporte es usulhnente 

suspendido sobre el recipiente y entra a través del mismo por medio de 1D1 sello mecinlco. 

Para que el mezclado se mantenga homogbieo, es preferible un 

diámetro laJBo, una baja velocidad del agitador con un número pequello de hojos. Sin 

embargo, si se necesita disolver el aire , Ja acción del agitador rompo el flujo de éste en 

bwbujos y previene que e1111 mism.1111e aglomeren en unos de m1yor tlUDlllo, por lo cual un 

sistema con elevada velocidad de agitación y una velocidad del agitodor menor con un 

número elevado de hojas es prefen'ble. 
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SELECCION DEL AGITADOR. 

Un método para seleccionar et sistema de dispersión aire-liquido 

consiste en calcular el poder de disipación del gas como una fw1ción de la velocidad 

superficial del mismo y la velocidad de el agitador, así como de el diámetro de este, estos 

factores son comúnmente utili7.ados en las correlaciones para controlar el nivel de oxigeno 

disuelto. 

anterioridad: 

Donde: 

La siguiente correlación muestra un ejemplo de lo descrito con 

KLa = p 0.4 Vs o.s N o.s 

P = Poder de disipación del agitador 

Vs = Velocidad superficial del gas 

(10) 

N = Velocidad del agitador en revoluciones por unidad de 

tiempo. 
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TRANSt'ERl:NCIA DE CALOR. 

Para que las reacciones se produzcan a velocidades deseadas, debe 

suministrarse o eliminarse energía del reactor. Durante los procesos de control de la 

teqieratura existe una transferencia de calor. En la catálisis se produce energía que se 

disipa en forma de calor lo que tiende a elevar la temperatura del proceso. También se 

puede generar calor como resuhado de la energía mecánica necesaria para los procesos de 

1ereación y agitación. Cuando los biorcactores fimcionan a temperaturas superiores a la 

temperatura ambiente, se necesita una fuente de calor para mantenerla. Las exigencias netas 

del calentamiento o enfiiamiento del reactor se detenninarán realiz.ando w1 balance entre los 

procesos que generao y consumen calor siendo necesario usualmente utilizar 

intereambiadores. 

En los reactores la transferencia de calor se produce mediante 

circulación de agua a través de una chaqueta por el exterior del recipiente o mediante 

serpentines situados dentro de los reactores. Las reacciones aerobias son usualmente 

exoténnicas y las reacciones anaerobias presentan un caracter cndotérmico. 
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PRINCIPIOS BASICOS llF. TKANSFF.Kt:NCIA DE CAL.OH. 

La ecuación que define a la transferencia de calor puede ser expresada 

como: 

Velocidad de transferencia ~Coef. de transf. de calor (Arca de 1ransferenc1aHfuer1.a transnusora) 

(11) 

En el caso de transferencia de calor. la fuerza transmi~ora es Ja 

diferencia de temperaturas (AT), como por ejemplo, entre la superficie fria y el fluido que es 

enfriado, de fonna que la velocidad de transferencia de calor (q). a través del área (A). es 

dada por: 

q=hA(óT) 

Donde: 

h = Coeficiente de transferencia de calor entre el Ouidn y la 

superficie 

(12) 

El valor del coeficiente de transferencia de calor depende de varios 

factores. como la conductividad témiica. calor específico, la densidad y viscosidad del 

Ouido, así como del grado de agitación. 
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GRUPOS ADIMENSIONAl.F.S 

Los grupos adimeosionales. que son importantes en los procesos 

donde se u1ilice11 re1ctores de 1anque agitado, involucran la transferencia de masa y la 

tnnsfereneúl de calor .. 

1) Número de Sherwood ( Sh ).· E• lo rellción entre 11 tronsferencia de masa 

totll y la transferencil de IDlsa difusionll. El número de Sh se define como: 

Sh a KLdl.JDc=<Cgcfistonto do lmDIÍN!nda é: nwa'tCarw:1od1tjGM do '®sibvf) 
( 13) Dillllividad 

b) Número de Schmidt ( Se ).· Significa lo rellciim entre el momentum de 

difusividad y 11 difusividod de 11 1n1sa. Eote número e&11 deocrito por los propiedodes flsicas 

del fluido, por lo tanto e& con&llnte por• un fluido newtonilllo 1 tcmperltura, presión y 

composición constante. Por ejeqilo Se es 1proximld1meote 400 1 25ºC para un sistema 

mágeno-agua, para Huidos no newtonianos se debe ulillur 11 viscosidad 1parente ( ~1A): 

Se = µ I p De = viscosidad / ( densidad ) ( difusividad ) (14) 

e) Número de Péclet ( Pe ).· Es la relación enlre 11 transferencia de masa por 

convección y transferencil de IDlll difusionll: 

Pe= V dL I De = (Velocid1d )(c!Wnetro) I Oifusivid1d (15) 
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d) Número de Reynolds ( Re ).- Rcprcsenla la relación enlrc las fuer.r.as 

inerciales y las fucr1~1s viscosas. en sistemas con agi1ación el número de Rey11olds que se 

utili7.a es el del agitador. el cual incluye la velocidad de este ( N ) en revoluciones por unidad 

de tiempo. 

Re = dVp/ ¡1 N o2p/¡t = ( Velocidad )( diámetro )( densidad ) I Viscosidad 

(16) 

e) Número de la polencia ( Np ).- Significa la relación del poder disipado dcnlro 

del sistema ( P ) por un agitador hacia el poder inercial, expresado en términos del diámetro 

del agi1ador ( Di ), velocidad del agitador ( N ) y densidad del fluido ( p ). 

Np = PI pNllJi5 (17) 

1) Número de aereación ( NA ).- Muestra la relación entre la velocidad del flujo 

volúmetrico de gas (G) y la capacidad del agitador para dispersar el gas denlro del liquido: 

NA = G / ND1l - Velocid1d volumetrica del flujo ¡aseam... (18) 
Capacidad de dispersión del agitador 

g) Número de Nussell ( Nu ).- Relaciona la 1ransfcrencia de calor por 

convección y conducción: 

Nu = h DI k = C.cu;ficiente conyectjyo de transferencia de calor ( DjámetmJ ( 19) 
Conductividad ténnica 
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DJSTRIBUCION DE mMPOS DE RESIDENCIA EN BTCA. 

En WJ R TCA donde se emplee wi gas ( oxigeno ), la superficie 

gaseosa entra al reactor en fonna de bwbuja mientras que el sustrato es alimentado al 

reactor por medio de una tuberia. La reacción tiene lugar en la interfase liquido -gas de laa 

bwbajas. La fase liquida continua pude acr coo&idenda como una mezcla perfecta y la 

velocidad de reacción es proporcional al írca 111perficial de la bwflilia que entra en contacto 

con la enzima. El írca superficial de una bwbuja en particular depende del tiempo en que 

ésta permanezca en el reactor. 

Algunaa bwbujas de gas eacapan del reactor casi inmediatammte, 

mientras que otras paun suficiente ticqlo dentro de el, de forma que estas llOll 

completamente CCIUllllidu. El tieq>o que la burbuja permanece en el reactor es coaocido 

como tiempo de rellidencia del pa en el reactor. 

En el R TCA la alimentación introducida dentro del reactor a WJ 

tiempo dado se mezcla completamente con el material alrededor del mitmo, en otraa 

palabras, parte del sustrato que entra al RTCA lo deja cui inmediatamente, debido a que el 

material es continuamente desalojado del reactor, otra parte del sustrato permanecerj en el 

reactor casi liempre debido a que todo el materiAI nunca es removido totalmente del reactor 

a un solo ticqlo. La diJln'bución de tiempoa de resldenc;. de un reactor de tanque continuo 

agitado es una cuacterfstlca 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 

Z=O ZONAS MUERTAS Z=L 
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FIG. 2.1.3. DISTRIBUCION DE TIEMPOS DE 
RESIDENCIA 
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:1.2. Cll.ITBll/OS PAll.A LA SBLBCCION DE 11.EACTOll.ES 

En el disedo de un proceso, un• de lis primeras decisiones que debe 

oer hecho es li el reactor operan en continuo o dilcoatin111111ente. Por lo visto con 

1nterioridad es obvio que en la m1yoria de los cosos es prefen"llle un proceso en continuo. 

Sin emborgo, el c1pit1I que oe neceoit1 pora un proceoo en continuo es mucho moyor que el 

que se nece&ita poro un proceso discontinuo. Tambim debe ser tomado en cuenta que un 

reactor batch tiene un1 moyor fleXI"llilidld y puede ser usodo en varios proeeooa, mientns 

que un proceso en continuo require de un disello más e.,.clfico del reoctor. 

Muchos &ctores influirin en el tipo de reoctor continuo que 1e1 

escogido, 1 contiouoción se muelltnl una tibia en ll que se menciODID lis c1r1cterillicas más 

importonteo en ll elección de un .-or. 

(100) 



TABLA 2.2.1.FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA HLCCION IJ[ UI~ Rf ACTOR PARA 

ENZIMAS INMOVILIZADAS 

FlINÓMENOS DE FLUJO TMNSFE/fENCIA DE CALO/l 
-As)laeión pora un reactor RTCA Reacciones endoténnieas o exotérmicas 
-Amación Diseño de sistemas de enfriamiento o de 
·flujo piltón ( reactor de locho empacado ) generación de calor. 

TMNSFE/tENCIA DE M4S.4 

·SI la enzima es-. o anaerobia (T!lllllferencia de oxipno) 
·Reliltencias dituaionales en la enzima inmovilizada 

CAllACTERISTICAS INTRINSECAS DE COSTOS 
LA ENZIMA INMOVIUZADA 

-Tipo de inmovilización ( membranOia)ibroia Volumen del reactor en función de Ja 
esférica) cantidad a proce¡,ar. 
-Reemplazo y/o regeneración de Ja enzima MateriaJ de construcción. 
-pHóplimo 
-Temperatura óptima 
-Cinética de reacción 
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Desde el punto de vista de la cinética de reacción, los reactores de 

lecho empacado tienen ventajas sobre loa reactores de tanque agit1do paro la mayoria de las 

reacciones. Además la aha eficiencüi de un reactor de lecho empacado, el cuál 

&ecucntemente 1provech1 el limcionunlcnto del Oujo pistón, que tiene una gran vcnt1ja 

IObre los demás. 

En 1111 llTCA, donde se lleve 1 c1bo una reacción con cinético nortn11~ 

la velocidad promedio de CC1cción es menor que en un fClctor de ledlo empicado debido a 

las diferentea concentncionea operacionales de el swtrato. 

El flujo pistón y los reactores bllch son más eficientes que el rC1ctor 

continuo de tanque 1gitado, CU111do la cinético de CC1cción es mayor del orden cero. La 

v111t1j1 del flqjo pistón sobre el R TCA ea 1ún mayor en el caso donde exiile inlu"bición por el 

producto. Exitlcn CllOI, como en el de inht"bición por sustrato, donde los reactores de 

reuomezdldo liOD llU¡leriore1, pero '-tos aoo pocos en la prictico. El reactor de lecho 

emp1codo por lo general tiene una mayor p6rdida de la enzima por unidad de voluu.i del 

reactor. 

Un aspecto relac!on•do con la eficiencüi y pétdida de la enzima es el 

de la limilsción por transferencia de maSI. Aunque en muchos casos prácticos, el lecho 

empacado no ea uu dcwcntaja, los otros tipos de reactores pueden hacer uso de panlculas 

más pequcilas para inmovilizar la en>itna o memhraus deJsadas pars evitar las limitaciones 

por difia&ióa. 
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Los reactores con tanque agitado, ya sea continuo o batch y los de 

lecho Ouidizado someten a la enzima inmovilizada 1 tratamientos mis severos que los 

reaclores de lecho empacado. 

En un reaclor de lanque agit1do el riesgo de perder 11 activid1d de la 

enzi1111 debido a la desintepación o solubiliución del oopone por el 1gitamien10 mecánico 

es mucho mayor que en el reoctor de lecho empac1do. Por lo tonto, solo en preparociones 

relalivamenle durobles de enzllnls inmovilizados debe ser utilizado el RTCA. 

Por 01r1 pane, preporaciones de eazimas inmoviliudls sobre 

p1nícul1s muy pequeilos pueden dor como resull1do caldos de presión in1cept1bles y 

problemas de 11ponamien10 en reactores de lecho empicado. En este caso las 

complicaciones pueden ser evitadu uliliundo un reoctor de lecho fluidizado. 

Los requerimien1os operocionales no bon sido todavil tomados en 

cuenta. En primer !usar un reoctor b11cb presento mayores venlajas para los reocciones que 

requieren 1r1nsferencia de O><Í8eno o 11 1dición de una bise o un ácido para el conlrol del 

pH. También el conlrol de 111empera1ura es liícilmenle alcanzado en un reaclor de tanque 

agitado, así como en los reactores con recirculación y de lecho fluidiz.ado. La estabilidad 

operacional es probablcmenle 1111yor en los reactores de lecho empac1do. 

Fmalmente, las características del reactante pueden dictar la elección 

de un delennillado tipo de reactor. Panículas, sustra1os coloidlles y productos son 

procesados preterenlemente en reaclores de lecho fluidiz.ado o con tanque 1gitado, donde el 

taponamiento del reactor es prob1ble que no suceda, como sucederúi en un re1ctor de lecho 

empacado. 
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1.J. ECUACIONES DE DISEÑO PARA UN REACTOR IDEAL 

El conocimiento de 11 cinética de re1cción y la fol1Tl8 de operación del 

reoctor puede - uudl pan predecir el compon1mimto de un reoctor ide1I pu1 enzi1111s 

Nonnllmm.te tres tipos de reoctorea ideales puedm - eocontrodos: 

reoctores batch (bien 1gitados). reactores de agitación continua y reactores de Oujo piSlón. 

El siguiente IJ'ltllllieoto cino!tico, utilizl 11 cinética de Micbaelis -

Mmten, pero el mismo tratamiento 1111tem6tico se puede reoliur para otros tipos de cinética 

enlilnítica . La velocid1d de rcacción pan Ja ecuoeión irreverS11>le de Micbaelis-Menten 

puede _ _. como: 

V •....11.ll 
-+s 

(1) 

Donde v •-V• ( dS / dT) ( V• es el volumen de 11 solución de sustroto 

y t ca el ~o ), k es el número de recombio ( constante ). E es Ja cantid1d de enzillll, S es 

la concentr1ción de sustrato ( re1ctantes ), Km ea 11 constante de Micb1eli .. Menten. 

La ecu1ción ( 1) puedo - intel!l'ldl desde un tiempo cero basta un 

tiempo t pan obtener 11 siguiente ClCJlresión pua una reocción batch. 

k1Et/V1•SoX-Kmla(1-X) (2) 

(104) 



Donde So es la concentración inicial de sustrato y X = ( So - s ) I So. 

Para un reactor ideal de flujo pistón donde cada elemento de volumen del fluido através del 

reactor se co11111orta como un reactor batch infinitesimal, no existe mezcla con los elementos 

adyacentes del fluido, la ecuación (2) puede ser escrito de la siguiente manera: 

Kl!/Q •SoX-Km ln(l -X) (3) 

Donde Q es la velocidad del Oujn volumetrico 

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

cxpresióo: 

VªQ(So-5) (4) 

Donde So es la concentración del 111str1to a la entrada del reactor y 5 

es la concentración en el reactor y a la salida de éste. 

El llldo derecho de las ecuaciones (1) y (4) puede ser igualado de la 

siguiente forma: 

Q(So-5)• kES/Km+5 (!) 

Esta ecuación puede ser rearrcglada y el término de conversión 

fraccional X sustituido para dar la ecuación final: 

kEIQ• XIKml(l-X)+Sol 

(IOS) 
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Ecuaciones similares para la cinética de Micbaelis-Menten en las que 

hay inlnl>ición por austrato e inhibición por producto son mostradas en Ja tibia (2.3. l.) 

Generalmente las ecuaciones de velocidad o Jos datos de operación de 

un nactor pueden - expresados gdlieammte como conversión vs tiempo de residencia. 

En el caso de eatálilil hccerogáica, como en la caü&is de la enzima inmoviÍiuda, el tieqio 

de residencia debe ser normaliudo de fu11111 que refleje la cantidad de enz.ima presente. El 

tiempo de residencia normalizado puede ser expresado en muchas fo11111s. Para w1 reactor 

batch, la ecuación puede ser expresada como : 

Wl/V1 6 Ell I V1 ('7) 

Donde w = Peso de la enzima inmoWiada y 1:11 = Actividad 

emiJútk:a tolal. Para un reactor continuo, el tiempo de rulcleacia normalizado puede ser 

cacrito como: 

W/Q 6 1:11/Q (1) 
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TABLA 2 .3.1 

ECUACIONES INTEGRADAS PARA REACTORES ENZIMATICOS, TIPO 

DE CINETICA Y ECUACION DE VELOCIDAD 

Vª kES/Km+S 

l'Lt1JO PXaTON: 

kE/Q = SoX·Kmln( l·X) 

FLOJO CONTINUO: 

k E/ Q •X ( Km I ( 1 ·X ) + So J 

V• k B l S .. ptlC. l 

Km+S-KmP/Kp 

FLUJO PISTON: 

kE/Q•Xe St' [(l ·Km/ Kp)( Xt' -Xi¡+ Km/St'+ ( 1-Xe )(Km Ke/ Kp) In ( Xe ·Xi/ Xe • 

FLUJO CONTINUO: 

k E/Q=C Xt' .. Xj lC t)m+ St' .. Kt' St'+ Km Ss' Xs' IKp> 

(l·X·Xr/K) 

.lllHIBICIQN POR SUSTBA,TO 

v•kE/(l+Km/S +S/Km) 

11.0.JO PI8'l'Cllh 

k E/Q= So X· Km In( 1 ·X)+ So> XI Km· S•X•/2Km l 

n..oJO CONTINUO: 

kE/Q~ XSo( 1+Km/So(1 ·X)+ So( l ·X)/Km] 

(107) 



TABLA 2. 3. 1. (conllnu.clón) 

ECUACIONES INTEGRADAS PARA REACTORES ENZIMATICOS TIPO DE 

CINETICA Y ECUACION DE VELOCIDAD 

J:NHIBJCION CQHPETITIVA POR PROD!JC'l'O 

v•kl!S/ l S+KmCl+P/Kl)) 

kl!/Q• So( 1-Km /Ki )( Xt' • Xi )·(Km+KmSr/Kl )In( 1·Xe)/C1 ·Xi) 

ru:JJO a.TlWO: 
kB/Q,.,.(Xt'-Xi)(St' ( 1 .. Xt') tí Km +kmXt'Sr l/KiJ 

Cl·XO 

Donde: 

k = Númen> de recambio 

Ki = Constante de inhibición por producto. 

Km = Coosl.lllte de Micbaeli&-Menten 

Km'= CoDsl.IDtc de inhibición por sustrato 

Kp = Constante ( Tipo Micbaellis - Menten pero para la reacción cm 
sentido contrario) 

Xi = ( St' - So ) I St' 

Xe = Xt' en el equilibrio 

Xt' = (St' - S )/ St' 
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Trt111lf-11cl11 di! llllUll llltU1111 

Loa efeccoa de nliamda • la tnnlllnncia do mua interna IUtl• 

c:uando la mñma queda lllnplda m un potimero. Si la naccióa ea rellizada por una enzima 

iamovilluda ea un material poroso, el sradilllte de concentración do lllilrlto ea hacia el 

centro del poro, la coocentnción ea 11111yor m la superficie y va diaminuycndo al aumentar la 

clialanda. Pan la mayoría do lillemas con enzimu illmoviliz.adaa CDll limitacioaoa por 

clifiasión ea el poro, es ruonable asumir que e!daea condiciones ea Ollado Olllcioaario. 

La coc:uaci6n diferencial que doacribe la clilWi6n m alado Olllc:ionuio 

de una nacc:ióa qulmica ca una eafen: 

M t •rl +(2/r)(llS / dr) •vi/ Dolr (9) 

Donde r es la clialanci.a radial de la oafin, vi es la velocidad intrinaoca 

do la reacción ( u111almento os una filllci6n de la concentración del lllllnlo ), y - ea la 

clifullividad efectiva. Ella ecuación puedo ..,. remella llllllllicamento solo cuando vi • Kv 

s•, donde • as una conllallto. Los cuoa como la eint!tica do Michaalia • Mcatm deben ser 

roaualtos nummicamlllle. 
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La relación entre la velocidad de re1cción observada ( Vm1x 

obccnida) y la velocidad si no hubiese limitacióo por difusión ( VDllX teórica ), se denomina 

filctor de efectividad ( 'I ), en los sistemas enzñnáticos el filctor de efectividad puede ser 

menor a uno. 

Se bu deurrollado ua gran número de gñficas relacionando el filctor 

de efectividad con divcnoa "'°' de m6duloa 1enera11Ddoa. Ealoa m6duloa se claaillcan en 

cloa ¡rupo1 principalmente, los que dependen del conocimiento inhfllleco de la cinética y los 

que utili7.an la infor011ción de la velocidad de -cción observada. 

El filctor de efectividad ( q ) es cxprcado gñficamcnte como una 

fiwcióa del módulo 1eneral ( M ) , el cuí1 puede 1er 1pticado 1 cinética tipo Michaetis • 

Menten uumimdo Dd'r como UDa con•ante a varioa niveles de s / Km ( 7 ). Este módulo 

el cuál relaciona las conotantee iatrin111c111 de -cción, pua 1eomctria plao1 es: 

(10) 

Donde M es mayor que 2, ( 'I ) = I / M. La gñfica pm varios niveles 

es momada en la fig. ( 2.3.1 a). 
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Un ejemplo del mismo tipo de gráficas para un módulo que depende 

de las velocidades de reacción observadas es mostrado en al fig. (2.3.J b) (68). 

El módulo es el siguiente: 

+..• L'/D<frJl /Vc (da/dlJJ l/S' (11) 

El cuál puede ser modificado para un• geometria esférica, Defr
0

es una 

constante = Difusivid1d efectivo, y L = espesor medio de la p1rticula . Este módulo en 

partlcullr es muy útil en la prictic1 debido a que el término (1 I Ve)( dn I dt) se obtiene 

ficihnente, ya que es Ja velocidad de reocción observ1dl por unidld de volumen del soporte 

poroso. Lo siguieole correlocíón empfricl es útil pira Ja estimación de Ja difusivid1d efectiva 

(72): 

... (Dolf/Doe) • -2.0~ (12) 

Donde : Do = Difusividad, ~= Rel1ción eotre el diámetro critico del 

soluto que se difunde y el di6metro del poro, 9 = Porosidld ( fracción de esp1cíos vacíos ). 

Pira codo tipo de módulo el mayor problemo es detennioar o estimar 

Ja difusividld efectiva. Si el ddmetro de la moléculo de suslrllo que se difunde es una 

fricción significotiva del diámetro del poro, Ja difusividld efectivo disminuirá. 
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FIG. 2.3.1 FACTOR DE EFECTIVIDAD 

a) Cinética tipo Michaclis-Mcn!cn 

b) En función de las velocidades de reacción 
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TRANSFERENCIA DE MASA EXTERNA 

Los efectos difusionales de transferencia de masa eKtema provienen 

de la presencia de una pelicula del liquido alrededor de la panicula de enzima inmovili7.ada. 

Existen varios métodos pan detonninar los efecto• de la transferencia 

de masa e>rtema sobre las velocidades aparentes de reacción. 

La velocidad de transferencia de masa ( v ) sobre la superficie hasta el 

total de la solución puede ser escrita como: 

v•Kn11m(Sb-S1) (tJ) 

Donde : Km ea el coeficiente de transferencia de masa ~ am es el área 

superficial por unidad de volumen, Sb es la concentración total de sustrato, y Ss es la 

concentración de sustrato en la superficie. La velocidad de transfencia de masa, bajo 

condiciones en estado estacionario, debe ser igual a la velocidad de reacción de la panícula 

en la superficie o la velocidad aparente en la panícula. El coeficiente de transferencia de 

masa ( h )puede ser estimado por diferentes correlaciones. Una de las más reciente es la 

siguiente ( 89 ): · 

Para 0.0016 < NRe <SS< y O.OJ!<&< 0.7! 

h •( t.09/0) NRe·l/J 

(113) 
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P•ra 55 < NRe < 1500 

b •(0.J!O /8) Nlle-0.JI (I~) 

Donde: NRe • dpG /µ, J • Km p / NSc"', NSc • µ / Do,µ es la viscosicbd 

del liquido, G es la velocidad de masa por unidad superficial a tnvés de la sección 

tnnsverul del lecho, p es la denlicbd del liquido, Do es la difuslvlcbd del suotrato, 9 es la 

&acción de npacioa vacíos, y dp ea el diámetro de la partlcula. 

El problema de transferencia de masa ha sido estudiado en reactores 

de lecho fluidizado ( 72 ), para los cuíles se cita la siguiente correlación: 

encontrada ea ( 72 ): 

( Kmdp / D >2 = 4.0 + l.JI NPe" J, ( 16) 

Donde : Nh • ..,.,., y u • velocidad del fluido. Otra correlación 

K'• ( NSc >""- 0.31.úm.AP.l ''' 

P' 
( 17) 

Donde K'm es el valor de Km para una esfera a velocicbd terminal, Ap 

es la diferencia entre la densidad (p) de la partlcula y el fluido, y (1) es la aceleración de la 

gravedad. 

En reactorea con tanque •Bitado, la partlcula atnpada en el fluido 

puedo limitar la velocidad de trauf'crcncia de mau, aún mb, si la velocidad de •&ilación 

llUllllllL 
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CAPITULO 111 

ELECCION DEL REACTOR PARA LA 

INMOVILIZACION DE LA ENZIMA INVERTASA 

3.1. DliTEiRMINACION DE LA ACTWIDAD ENZIMATICA 

El efecto del pH, temperatura, fiaerza iónica, concentración de 

suSlrato y producto sobre la emirna inmovilizada son ejemplos de parimctros cinéticos que 

deben ser determinados y compuados con los datos obteoidos pua la enzima h'bre. 

Ellos e&1udios deben ser rcaliudos de la misma forma pua la enzima 

h'bre y para la enzima inmoviliuda. 

Se pucclcn realiur ciertas predicciones de como serán afectados 

algunos parámetros, particularmente cuando la enzima es adsorbida en un soporte con cierta 

carga eléctrica. El pH y la estabilidad de una emirna adsorbida iónicarocote puede cambiar a 

un pH más alcalino o más ácido depcodiendo si el soporte es cargado negativamente o 

positivamcote. El cambio es atn'buido a el microambicote cotre el soporte cargado y la 

enzima. 
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La detenninación inicial de el valor de Km de la enzi!IUI es importante, 

y la inmoviliuci6n de ésta puede dar como resuhado el aumento o disminución de éste 

parámetro. Un valor más bajo de Km al momento de la inmoviliz.ación puede tener ventajas 

prácticas ya que la velocidad de reacción aumentará a bajas concentraciones de sustrato. 

Por otro lado, un incremento en el Km al momento de la inmovilización significa que se 

necesita una concentración mayor de sustrato para alcanz.ar la misma velocidad de re1cci6n 

que en la emima libre. 

Otra vez, los cambios de este parámetro son atribuidos a los efectos 

del microambiente en la región donde se encuentra la enzima inmovilizada. Este efecto 

puede ser demostrado reduciendo el tamailo de la partícula en la que la enzima es 

inmovilizada o incrementando la velocidad de agitación de las partlculas, lo cuál disminuye 

el valor de Km La naturaleza iónica del soporte puede inOuenciar en los valores de Km, 

particularmente cuando el sustrato posee una carga. El valor de Km de una enzima 

inmovilizada puede disminuir si las cargas del soporte y el sustrato son opuestas. Si las 

cargas son iguales, el valor de Km será mayor. 

Cuando una enzima es inmovilizada en algún soporte se espera un 

incremento en la estabilidad térmica, lo cuál, por supuesto, prolongará la actividad de la 

enzima. Sin embargo, es dificil predecir, si un método en particular aumentará la estabilidad 

ténnica de una enzi!IUI. Un incremento en la temperatura ópti!IUI de la enzima inmovilizada 

no significa necesariamente que su estabilidad térmica baya aumentado. 

(116) 



Aw1que la temperatura óptima puede verse incrementada entre 10-20ºC, la enzima 

inmoviliuda puede ser inestable a temperaturas mayores y perder su actividad rápidamente 

aunque la velocidad inicial de reacción se incremente, 

Los datos que se muestran en la figura 3.1.1.(1) muestrlD W1 ejemplo 

de lo dicho con uterioridad. En esos datos, la invert1sa muestr1n un incremento en la 

estabilidad cuando es 1d11>rbida, y cuando es unida covllentemaite a celulosa 

microcristalina. La fig. 3, l. l. (b) muestra que la enzima inmovilizada es más estable durute 

la operación que la enDml libre ( 34 ). 

(117) 
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J.2, INMOlllLIZACION DE l.A ENZllllA 

Como hemos podido obsetVar en capkulos anteriores, dependiendo 

del tipo de inmoviliz.ocl6n al que se IOmete uno enzima se puede obtener Wta mayor o menor 

1ctividod do lo mismo. 

De •cuerdo 11 estudio bibliográfico reoliudo, se encontnron dos 

métodos de inmoviliucl6n ( 1dsorci6n y enloce covolente ) en los cuáles lo invenasa 

presenta uno mayor 1ctivid1d con respecto 1 otns formas de inmoviliución. 

Debemos agrepr que los métodos de inmoWiz.oción por 1d11>rción y 

enloce covolente han sido utili7.ados pira operor diversos tipos de reactores (19. 49, 79), por 

lo cu'1 es factible su utiliuci6n pora uno opcncl6n en continuo de hidrólisis de ucsrosa. 

Por lo tonto, teniendo como bise el estudio bibliográfico previamente reoliudo y de acuerdo 

1 111 cancterilllicaa de lo invertasa, so proponen e5tos dos métodos de inmoviliucl6n paro 

ser implementodos en el reoctor eazimítico. 
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J.J. ElECCION DEL REACTOR 

Para la elección del reactor donde el elemento catalítico sea una 

enzima (invenasa), e.'1:'.istcn una gran diversidad de factores que afectan su funcionamiento. 

Dentro de estos factores tenemos los siguientes; 

a) Naturaleza del biocalalizador.- Lo enzima puede estar disponible en formo de un 

producto comercial soluble o biL'll de un biocatalizador donde las enzimas o células 

completas que conticn han sido insolubilizadas. 

b) Caracterí11ica1 ciniticH del procno. - La enzima puede tener un 

comportamiento cinético simple, obedeciendo el modelo de Michaelis- Menten o bien estar 

sujeta a diferentes tipos de inlul>iciones ( por sustrato o por producto). Puede igualmente 

prescntu reacciones laterales o cierto grado de reversibilidad. Para la invertasa es sabido 

que presenta una inhibición por sustrato a concentraciones por arriba del 20% aunque 

cuando la enzima es inmovilizada la inhibición por sustrato se ve ampliamente disminuida y 

se puede trabajar a concentraciones de hasta 30 y 50 % (22), la enzima además presenta una 

inhibición por sus productos de hidrólisis. 

Se ha encontrado que la enzima invenasa presenta inhibiciones a altas 

concentraciones de sustrato y por sus productos de hidrólisis ( 87 ). Por lo tanto será 

necesario tomar en cuenta estos parámetros al momento de la elección del reactor. 
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c) Características fisicoqulmic11 del proceso.· Existen diferentes factores de 

importancia a considerar. 

i) Temperatura y pH.- La reacción puede ser exoténnica o endoténnica o bien 

requerir la regulación del pH. 

ü) Preaeacia de varia1 r11fl.· La generación de gases en la re1cción, el uso de 

IOlveatcs orsínicos, la presencia de illstratos o productos insolubles. En el CISO de la 

re1eción de hidrólisis de sacarosa vía catálisis enzimática, no hay generación de gases y el 

illslr1to y producto son solubles. 

iii) E111bilid1d de la enzima.- La invertasa es una enzima que presenta est1bilid1d 

opet1cioaal olempre y cuando se mantenga a temper1rur1s de operación en un rango de 40 a 

55 ºC y pH entre valorea de 3.5 • 4.5 (62,22, l 9). 

Par1 la elección del re1ctor en el cuál se Ueve acabo la reación de 

hidrólisis de sacarosa, haremos primeramente la comparación entre la forma de oper1ción de 

los re1etorea batch y continuo. 

El reactor batch por lo general se utiliza cuando enzimas en solución 

son necesaria& pua la catílisis, ya que por lo genenl no se recobt1 la enzima. En el CISO de 

utilizar enzimas inmovilizadas, se necesita de una separación adicional para recobrar las 

mismas, esto ademb de incremcntu el collo del proceso, se refleja en una pérdida de 

1ctivida de 11 enzima. Ademb la importucia de la inmovilización radie1 en laa ventaj1s 

opencionales que representa un proceso en continuo. 
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Dado lo anterior, se propone un reactor que opere en forma continua. 

Entre los reactores de flujo continuo tenemos principalmente el reactor continuo 

perfectamente 1gitado ( RTCA ) y el reactor de Dujo pistón de lecho emp1c1do ( RE ). 

El costo de una enzima es quiz.ás la pane más imponante dentro del 

1nálisis econónúco total de un proceso. A continuación se mue.tri un estudio en CUlfttO 11 

requerimiento de enzima de Jos dos tipos de rc1ctores mencionados eoo 1ntcrioridld ( 

RTCA) y (LE)( 93). 

Dependiendo de Ja ecuación cinétic1 de Ja enzima, Ja conSllDte de 

equilibrio, Ja conversión dese1da y Jos efectos de inhibición por suSlroto y producto, Ja 

conversión puede diferir 1mpli1mente de un re1ctor 1 otro. 

CJNETICA DE U ENZIMA 

LI cinética de una enzima puede ser descriu por 11 ecu1ción de 

Michaclis-Menten: 

V aVmuS/Km+S (1) 

Donde: v = Velocidad de reacción 

VmH = Velocidld míxiDll de reacción 

s = Concentración de sustrato 

Km = Const1nte de Mich1clis-Menten 
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A ah11 concetnciones de ssutrato (S>>Km) la velocidad de reacción 

es de ordm cero mientras que cuando S>>O ( S<Km ) la reacción ae aproximll a las 

caacterfallcaa de primer ordm. 

Para reacciones con inhibición por sustnto, una disminución en la 

velocidad de reacción de la ClllZÍllll ca obacrvada a ahas concentraciones de sustrato. Con 

inhibición competitiva la ecuación ( 1) ae lec: 

v • V•H SI IKll+S(l+S/Kl1) (2) 

Dmde: Kis es la constante pan la iahihición por SUllnto. 

Eatre mú pequcilaa es la rdaci6n Kis I Km, es mayor la dillninución 

m la velocidad de reacción. 

La reacción con inhibición competitiva por producto puede aer cterita 

como: 

y• V-S/IKll(l+P/Klp)+S (J) 

Donde: P es la concentración del producto, Klp es la constante pan 

inhiblcl6a por producto. 
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Por lo tanto un incremento en la concentración del producto conduce 

a una disminución en la velocidad de reacción. Similar a la inhibición por sustrato, eJ efecto 

de la inhibición por producto aumenta cuando disminuye la relación entre Kip I Km. 

El funcionamiento de un re1ctor (RTCA) y el de Oujo pistón. es 

1n11iudo compar1ndo la c1ntid1d de enzimos requerida por• cada reoctor 1 un cieno gndo 

de conversión ( X) defmido como: 

X a (So·S)/So (4) 

Donde: So = concentración inici1I ( entnda del reactor), S 

concentr1ción fin1I ( &1lid1 del reactor ). 

Como se observa en la fis. 3.3.1. para una reacción de primer orden el 

reactor de flujo pistón es mucho mis eficiente que el (RTCA). Pita el caso de 

concentraciones inici1les de sustmo menores 1 100 Km, aún 1 b1j15 conversiones es 

considerablemente 1111.'llOr 11 cantidad de ennma que necesita un reoctor de flujo pistón que 

la necesaria para el (RTCA). Por ej~lo cU1Ddo tenemos So I Km = 0.1 y se desea un1 

conversión de 73% se necesita dos veces más enzima en el (RTCA) que en el reactor flujo 

pistón. Pira conversiones de 90 a 99% se necesitan 1proximldlmente de cuatro a veintidos 

veces mayor cantid1d de enzima en un (RTCA) que en un reoctor de flujo pistón (37). 
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FIG. 3.3.1. REACCION DE PRIMER ORDEN 
PARA REACTORES (RTCA) Y FLUJO PISTON 
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Como hemos podido ver es importante la concentración inicial de 

sustrato en la elección de un reactor. Por lo tanto, si se desean obtener 1has conversiones a 

bajas co11ccntr1ciones de sustrato un reactor de flujo pistón siempre requiere de menor 

cantidad de enzima que el (RTCA) y la inOuencia de la inhibición por susuato o producto no 

tiene imponancia. 

Ahor• bien en el (RTCA) ll enzima estuí en presencia de ll máxima 

conccotr1ción posible de producto, por Jo que de esta ÍOllDll se generan lis condiciones del 

máximo efecto iolu"bidor. Evidentemente en este caso t1mbién el reoctor más conveniente es 

el de Oujo pistón, doode solo ll enzima ubiclda en ll úhiml pone del ractor estori sujeto a 

11 inlu"bición por producto. 

Uu follDll cllra de 1precilr lla difcrmcias en loa do• sistenua bá&icos 

de reocción en continuo, ea medilllte un aúlisis de Pflco• como Jos que se muestran en ll 

fig. 3.3.2.. Eo éstos, el tipo de gráfico depende del coqionamineto cinético y de 1cuerdo 

con los ecmciooes de diseilo de los reoctores es posa1ile determinar grificaroente Jos tiempos 

de reaidencill. 

Par• Ja cinético represeotad1 en ll grific1 3.3.2. en lis figuras a y b se 

muestr1 que paro ir de una cooccotr1cióo inicilll de BUStrato (So) a uu concentración finll 

(SI), en el coao del (RTCA) se requiere de un tiempo de residencia moyor, y por Jo tanto de 

un reactor máa gronde que si se emple1 un reactor empicado. 
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UDI comparación de las ecuaciones de diseño para los dos tipos de 

reactores, permite establecer las ventajas del reactor ...,acado (RE) con respecto al 

(RTCA). 

RICA IQD•loX-KwX/11-Xl (5) 
U: Klll:t•SoX-Kalo(l-X) 

Donde K2 = actividad de la enzima, E = concentración 

de la enmna , X = conversión deseada, So ª conCCBtración inicial do sultrlto, t = ti...,o de· 

midmcia. 

Mientru la reacción • lllllllieao en orden cero el término 

twltiplicado por Km os dotpreciablc, por lo que para allla concetraciones de sustrato se 

requiere de volun.les iguales de unbos reactores para una determinada convenión. Sin 

embargo, para bajas concentraciones de sustrato, o 11!11 conveniones aún a altas 

concentraciones de ... rato el volumm requerido de (RTCA) os muy superior al del reactor 

...,acado para una detenninada operación. 
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FIG. 3.3.2 REPRESENTACION GRAFICA DE 
LAS ESCUACIONES DE DISEÑO PARA 
REACTORES IDEALES (A) REACTOR 

EMPACADO, (B) REACTOR CONTINUO DE 
TANQUE AGITADO 
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Siguiendo con el estudio de los dos tipos de reactores. tenemos que 

tomar encucnta otro factor de gran imponancia. Ja inmovilizlción de la enzima. es decir. que 

la actividad catalítica de la cnzinia no se ve afectada por el funcionamiento del reactor. 

Los métodos de inmoviliución propuesios son el de adsorción en 

DEAE SllEPADEX y enlace covalente en un soporte de vidrio poroso. En un (RTCA) 

debido a las altas velocidades de agitación y a que ésta es constante se puede producir una 

desorción de la enzütuo, en cambio en el RE la enzima queda fija al lecho y al no •><Í•1ir una 

agitaCión de Cllle la enzima presenta una mayor esiabilidad. 

Otro factor que hay que tener en consideración es la necesidad de una 

operación adicional para recuperar la enzima inmovilizada en el (RTCA), ya sea colocando 

un filtro a la salida del reactor o una membrana de uhrafihración lo que conlleva a un 

incremento en el costo del reactor. 

En cuanto a las caracteristicas fisicoquímicas del proceso éstas son 

mis licilmente controladas en un (RTCA) aunque también pueden ser evaluadas en el 

reactor de lecho empacado. 
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Después de la comparación entre los reactores (RTCA) y de lecho 

e...,acado flujo pistón podemos concluir, que para la hidrólisis continua de sacarosa en 

liucto&a y p¡cosa, el reactor que ofrece Ollyores ventajas en cuanto a consumo de enzima, 

volumen del reactor, cinética de la enziOll, tiempos de residencia e inmovilización es el 

reactor de lecho ~acado, por lo tanto para la inmoviliución de la cmima iovenasa y su 

operación eo continuo 10 propone un reactor ele elle tipo. 
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3.4. ECUACIONES DE DISEÑO PARA UN REACTOR IDEAL DE FLUJO 

PISTON (UiCHO EMPACADO) 

la• variables de diieilo que controlan el funcionamiento de un reactor 

con una auüna inmovt1izada son (a) Tiempo de residencia, {b) Concentración de sustrato, 

(c) Cantidad de Cll1Íllla inmovilizada, (d) Temperatura y pH de la reacción. El 

fimCÍOllllllimtO del reactor puede llCf 1111oliudo por la conversión final (X) definida como: 

X• So·S/So (i) 

Donde: So= Concentración a la entrada del reactor. 

s = Concenuación del &USUato a la aJida del reactor 

Para un reactor eqiacado la 111¡>oliclón de idealidad coullte en 

Ollablecer un flujo pittón dentro do la columna. De esta forma la concentración de .. strato 

en la direcci6n radial es la misma, solo modificíndose en la dirección axial como 

con-..encia del desplaz.amiento de Oujo. Otro efecto que se considera despreciable es la 

difusión en la dirección axial, fenómeno que se conoce como retromci.clado. 

En ello reactor el ti~o de residencia Olla definido por la ecuación: 

t• OV/Q ('7) 

Donde: V = Votun.I del reactor 

Q ~ Velocidaddoflujo 

El láclor de porosidad ( ftacci6n vacla 9 ) es necesario 

incorporarlo a la ecuación anterior debido a que corresponde al porcentaje del volumen que 

qllOlla lilre c:uando la eazima Ílllll0\'ili7.lda 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 WI balance en 

un elemento diferencial de volumen dV : 

Eatnda 

QSo(l -X) 

V 

S1tld1 

QSo( 1 ·X-dX) 

Q So dX•(-vi)dV 

X 

dV/QSo ~ dX/(vi) 

Consumo 

(·vi)dV 

(9) 

Donde: Q = Gasto de alimentación del sustrato 

-vi = Modelo enzimá1ico de Michaelis-Menten 

X = Conversión deseada 

(1) 

La ecuación anterior puede represenlarsc gráficamente en la fig.3.3.2 

(A). donde el írea bajo la curva equivale al tiempo de residencia. Para resolver la ecuación 

(9) tomamos el modelo de la ecuación de Michaelis-Menten donde: 

vi • Kll!S/Km+S (10) 

Sustituyendo la ecuación (10) en (9) e integrando obtenemos la 

ecuación que descn'l>e el comportamiento del reactor empacado. 

Kl 1! O t • SoX-Kmlo(l-X) (11) 

Donde: Kl = Actividad de la enzima 

I! = Concentración de la enzima 

Km = Constante de Michaelis - Menten 
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De acuerdo a la literatura revisada la invenasa presenta inhibición por 

suotnto, aunque ae ha encontrado que la enzima inmoviliuda presenta una actividad 

utidiictoria btVo condiciones operacionales, especialmente en ahas concentraciones de 

llCllOll doade la enzima b'bre mootró una fuene inhibicicín por el suatrato (49,87, 90). 

Pua 11111 ciru!dca de orden cero So » Km donde la conversión e&tí 

dada por: 

X• UUE/So (12) 

CuaDdo le « ir. la ecuación ( 11) se reduce a: 

KJE&t•-la(l·X) (13) 
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TJIANSFEBENCU DE..hMS.d 

Para ohlcnersc 1as condiciones en que debe operarse lW reactor 

empacado de manera de evitar las resistencils difulionales externas, éste se opera 1 

diferentes g1Stos y par• diferentes eooeentr1ciones de aa•nto. Si el tiltema so encuentro 

limitado difusion1lmente la ecuoción del reoetor estará definida por plaldoeoostontes ( KJ " 

y Km " ) del modelo de Mich1elis - Menten y dependientes del g1sto: 

SoX. .. Klll"l• (l~X)+Kl"Et (14) 

Rearreglando la ecuocióo: 

SoX I t • Ka"ln (1-X)/l+Kl"E (t5) 

Ell la fi¡¡.3.4.1. so presento sr4ficameato la ecuocióo (15). donde los 

puntos experimeotlles so arreglan en lioeos do isoconeentroción, es decir apupondo en una 

lineo lo• resultados de conversión obtenidos para una concentración dada a düerentcs 

s••os. 

La pendiente de estas lineas esta dada por: 

ID• SoX/111(1-X) 

Siendo postble demostror que: 

lim 
•->O 

SoX/ln(l-X) ª-So 
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Las lineas con pendiente - So, que p1nen del origen son linea• que se 

obtienen cuando x->0, el flujo al infinito y por lo tanto en ausencia de problem1s 

difusion1les. En la fig. 3.4.1 se trawi est1s lincas. Los puntos de intersección se unen entre 

111 pua generar una nueva linea correspondiente 1 las condiciones libres de problC1111s 

difusionales de cuya pendiente e intersección se obtienen Km • y K2 •. 
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FIG. 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 

Sin llmllacl6n 
dllu1lon11I externa 

tn.U..:1U 
1 
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Recientemente se ha desarrollado un modelo para la determinación de 

los efectos por difusión externa e interna (37). Para el caso de un reactor que opera bajo 

condidones de estado lijo en donde el flux de masa através de la capa límite es igual que 

dentro de la membrana, por lo tanto: 

J • KL(S•·SI) •11LKoS1 (11) 

Donde: J = Flux de mau en estado fijo 

KL = Coetlciente de tnmf'ereacia de mua 

s~ = Coecentracióo de SUllnto dmtro de la membrana 

81 = Concentración de sustrato en la membrana (superficie) 

L = Elpelor medio de la membnma 

11'9- "-doconllaDte que determina la velclcimd en uaa 

reacdóa de pritmr ordm c¡ue ea ipal 1 ID E I ic. 

11 = Fector de efectivid1d = IM • 9 

9 =Módulode'Ibiele=L(K/Dcl''' 

De = Di&llivldad efectiva 

K = Constante de la velocidad para reocciones de primer 

orden 
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ta ecuación ( 18) puede ser escrita como: 

Sb-Ss= t /KL: y Ss/J= t /q Ko L 

De lo cual se obtiene: 

Sb/J = t /KL+ t /q KoL 

Ó t/K'• l/KL+t/qKoL 

Donde: K' = J / Sb 

(20) 

(2t) 

K' = Coeficiente combin1do de transferencia de mosa. 

Así este modelo puede ser represenlldo para un1 serie de resistencils, 

desacoplondo los efectos de difusión y reacción. Nosotro1 podemos escribir la siguiente 

ecuación para el fimcionamiento en general de un reactor de lecho a..,acado: 

le(l·X) • -K'ol (22) 

Donde: • = Arel superfici1I de catilisis por unidad de volumen del 

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

experiment1lmente conociendo X y t que es el grado de cooversión y el tiempo de residencia 

respcctiv1mmto. 
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El coeficiente de transferencia de masa KL está en fwición de la 

velocidad lineal. Por lo tanto una co1Telación de datos experimentales entre K' y velocidad 

de flujo pueden ser desarToUados. 

Un método práctico para estimar los efectos por difusión por el poro 

ea comparando la variación de la velocidad de reacción o la actividad con la temperatura 

para enzimas inmovilizadas va la enzima soluble. Si la gráfica de Arrbenius ( log de la 

velocidad de reacción vs el reciproco absoluto de la temperatura ) pua la enzima 

inmoviliuda da una linea recta con una peodicate similar a la de la gráfica pua la enzima 

aokable, eco indicari que no e>diten limitaciones por dililsión del poro. Lis limitaciones por 

difiasióo interna por lo general dan una pcmdicate menor a bajas temperaturas. Se ha 

caCODllldo que el factor de efectividad cae por delajo de la unidad, cuando la eoergla de 

actiwci6n también disminuye ( 86). 

Pua poder ecudiar loa efectos de ttal&rencia de ma11 externa eo un 

reactor de lecho empacado ae puede cambiar la prolbndidad de el lecho mientras ae 

manticmeo el miamo tiempo de residencia. Si los efectos de dililsión de la capa son 

aignillcantea, el camlJio en la velocidad lineal caUllÚ un camlrio en la conversión del reactor 

aún CllllldO - el mismo tiempo de raidenchl. Se debe obaervu un rango lo 

llllficientC1111111te aqilio ca la velocidad lineal pua detectar ai e>dste algún efecto preaeote. 

A alias conccatraciones de sustrato ( S > Km ), la reacción sil!lle Wll 

cinética de Micbaelis - Mcaten de orden cero y las conversiones no ROD afectadas por el 

retromezclado. 
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EEECIDS DE LA TEMPE/UTV/U 

Como se vió con anterioridad la actividad de la enzima se ve muchas 

veces reducida por los efectos de la temperatura. Generalmente la dependencia de la 

temperatura puede se descrita por la ecuación de Anhenius. Lis energías de activación se 

encuentran generalmente en un rango entre 5 a 20 Kcal / g. mol , mientrH que 11 energla de 

desactivación se encuentr1 en rangos de 10 a mis de 100 Kcal/ g. mol. 
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J.5 ESTRATEGIA DE OPERACION 

Es claro que el funcionamiento de un reactor con enzima inmoviliz.ada 

se verá influenciado no solo por las características de inmoviliz.ación del agente catalítico 

llÍllO ll!Dbién de la manera en que es empacado dentro del reactor y la operación de éste. La 

unifonnidad a la hora de empacar el lecho es DWY imponante paro alcanz.ar una buena 

distribución del flujo. Estudios por separado sobre las distribución de tiempos de residencia 

han establecido que el lecho, cuando es empacado correctamente tiene una vida operacional 

mayor que cuando éste no se realiza apropiadamente. 

En una operación donde el flujo vaya hacia abajo el sustrato se filtrará 

a través de el lecho empacado por gravedad, para realizar esto, es necesario tener una 

cantidad suficiente de liquido arn'ba del lecho y ser mantenida todo el tiempo. La 

alimentación a la entrada y süida deben ser disellados de forma de mantener el lecho 

empacado siempre húmedo. 

Es necesario operar el reactor de manera de obtener un producto 

final de calidad uniforme y un contenido constante de glucosa y fiuctosa. 

Usualmente es deseable ma>rlmiz.ar la cantidad de alimentación 

procesado por unidad de enzima, volumen de reactor o alguna variable que minimice el 

costo del proceso. 
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1.a producción total Pt de w1 reactor durante un periodo de tiempo lp 

a una velocidad de olimcnlación Q puede definirse como: 

lp 

PI QSo Xdl (23) 

Sin embargo, la principal caracteristica que limita la operación de un 

rcaclor eozimilico es la vida del calali1.ador. Es imprescindible conocer el componamicnlo 

de una enzima en lo que se refiere a la estabilidad en operación. no solo para un disc..-ño 

adecuado del reactor. sino por que éste será el criterio que pcnnite establecer 1ma estrategia 

de operación. 

Por lo lanlo, es requisilo efectuar estudios de eslabilidad de 

almaccuamicnto con la enzima, incubando a diferentes temperaturas y siguiendo 11 evolución 

de Ja aclividad con el tiempo. Esla información es de ulilidad pero se requiere efecluar 

esludios de eslabilidad en operación, con el fin de analizar el efucto estabiliz.ador del 

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

modelos de orden cero, de primer orden o mediante modelos más complejos. En nuestro 

caso se analizará el caso de una enzima que es desactivada de acuerdo a un modelo de 

primer orden. 

En este caso la actividad de Ja enzima ( Kl) puede e"Presarsc como: 

Kl • Klo<1p(-Kt) (24) 

Donde: Klo = Aclividad inicial 

Kl = Aclividad al liempo (t) 

K = Constante de deactivación de primer orden 
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CA.IDA DEACTWIDAD EN OPERAQQN 

Considerando WI reactor empacado con una enzima que se dcactiva 

de acuerdo con el modelo de la ecuación (24) y que sigue un comportamiento cinético ti110 

Michaelis • Menten. De acuerdo con las ecuaciones anteriormente analizadas, la conversión 

a la salida del reactor estará descrita por la ecuación ( 11). Si en ella introducimos la 

ecuación (24) para tomar en cuenta la deactivación del catalizador, obtenernos: 

KloHp(·Kt) E a So X-Km In(! -X) (25) 

La ecuación (25) describe la caida de la conversión con el tiempo en 

un reactor empacado operando en continuo. 

Dado que la conversión no puede despejarse de la ecuación es 

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

Xª Kloup(-Kl)/So (26) 

Al sustituir la ecuación ( 25 ) en ( 27 ), tendremos la cantidad de 

producto obtenido durante el tiempo de procesanúcnto tp. Nuevamente la ecuación 

resuhante solo puede resolverse numéricamente, por lo que tornemos el caso de la ecuación 

( 26 ), para orden cero: .. 
PI • 

que resuha en: 

O SpKZoc¡pt.Ktl 

So 

PI • Q Klo( 1-up(-Klp)J / K 

(143) 

di 

(27) 



Es evidente que en muchos procesos, no es conveniente dejar 

disminur la conversión confonne transcurre el tiempo. Una alternativa par• mantener la 

conversión a la salida del reactor constante, a pesar de la desactivación de la enzima, 

consiste en disminur el gasto en la alimentación. Será necesario hacer una programación del 

gasto. que serli ahora en función del tiempo. Para ello consideremos la caución (24) para la 

eS1ahilidad del biocnlaliz.ador y que t = o VI Q . Sustituyendo en la ecuación de diseño: 

Kloup(·Kl)EV/Q(I) - SoX-Kmln(l·X) 

Despejando el gasto: 

Q(O .., Klo"pt~Knt OV 
SoX-Kmln(l-X) 

Al liempo cero, el g1sto inicial esta d1do por: 

Qo.,. KZg l. Q y 
SoX-Km ln(l-X) 

Sustituyendo en (27): 

Q(I) = Qonp (·Kt) 

(21) 

(Z9) 

(30) 

La ecuación (30) describe la progr1mación del gasto durante la 

operación del reactor, necesaria para mantener una conversión constante . 

(144) 



Si sustituirnos en la ecunción (23), obtendremos la producción del 

&iiterna: 

tp 

PI • Qooxp(·Kt)So X dt 

PI ~ QoSoXI 1-oxp (-Ktp)l/K (31) 

Otra solución al problema de disminuir In velocidad de Dujo o la 

velocidad de producción es utili7.lndo wt &iiterna rnúhiples de reactores. Estos reactores los 

cuiles anancan en fonna escalonada a tiempos programados con anterioridad pueden ser 

operados en serie o paralelo. La velocidad de producción puede ser mantenida a un nivel 

especifico utiti7.lndo wt número suficiente de reactores. El número de reactores que se 

requieren para mantener la velocidad de producción en wt nivel establecido de tolerancia que 

esti en función del número de vidas medias para el cuil el reactor es operado antes que la 

enzima inmovilizada sea reernplauda (31 ). 

Rp • oxp(-Hlnl)/N (ll) 

Donde: N = Número de reactores 

H = Número de vidas medias de la enzima inmovilizada. 

Rp = Velocidad de producción desde wt miximo a un 

mlnimo 

(145) 



D..EIEllMlíYÁCION DE CO.fíj''fANTES CINETJC~' 

Tradicionalmente la cinética de la enzima ha sido detenninada 

utili7.ando gráficos lincnles de datos de velocidad inicial. Tres tipos de gráfica han sido 

utili1.adas. La mlis común es la gráfica de Linca\\•cavcr · Burk ( 1 / V vs 1 I S ). la gráfica 

de Hofstee ( v vs v I s ) y la gráfica de Eadie - Hanes ( SI V vs S ) éstas dos úlimas son las 

menos utilizadas. 

Para aplicaciones comerciales, los sistemas con enzimas inmovili7.adas 

son nonnalmentc estudiados bajo condiciones similares a las de operación. Los niveles de 

conversión son por to general altos. 

Un procedimiento simple para graficar y estimar las constantes 

cinéticas de la enzima, es el ejemplo de la fig. 3.5.1., el pWltO de la velocidad de reacción 

sobre el eje venical es Wlido con el pWlto de cone<ntración de sustrato sobre el eje 

horizontal para cada velocidad medida. Cada pWlto de intersección es una estimación de 

Km y 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 se aplique cualquier 

técnica para tratamiento 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 la enzima. 

Sin embargo, con los criterios apropiados de escalamiento, los 

gráficos de conversión vs los tiempos normalizados de residencia deberán dar siempre una 

descripción exacta del componamiento de la reacción. 

(146) 



:~ .. '• 

FIG. 3.5.1 ESTIMACION DE LAS 
CONSTANTES CINETICAS 

(l·Hl 



J.6. ESTIMACION DE COSTOS DEL SISTEMA 

Para detenninar la viabilidad de un sisiema en el cuíl se emplean 

sistema con enzimas inmovilizadas. se debe hacer una preestimación de costos. El primero 

es el de la inmoviliz.ación de 11 enzima. Para éSlo se debe evaluar el valor del sopone los 

costos de la enzima y su inmoviliz.acióo. 

Evaluando los datos de coSlos de inmoviliz.ación y funcion1miento del 

reactor se puede relacionar la producción total y la cantidad de enzima iomovili7.ada 

utili7.ada. Asl el coSlo del proceso atribuible a la iomoviliz.aeión de la enzima puede ser 

calculado por unidad de producto. 

( 148) 



J. 7 RECOMENDACIONES 

Un uso potencial de la invenasa en México seria la obtención de 

azúcar invertida 1partir de la caña de azúcar. debido a que la sacarosa es comercializada en 

fonna cri51alina, siendo la mayoria de sus aplicaciones en fonna soluble, de tal manera que se 

podria comercializar en forma de azúcar invenido teniendo como ventaja un ahorro en el 

proceso de cristalización que es el paso mis costoso dado et aho consumo de energia. 

Para un mejor funcioo1miento del reactor es necesario realizar Wl 

estudio a fondo sobre los parámetros cinéticos y de transferencia de masa en la columna 

empacada, asi como un análisis para las resistencias difusionales externas. 

Otro aspecto muy imponante es el de anali7Jlr la estabilidad del 

biocatalizador y la fonna de incrementarla, ya que la principal caracteri51ica que lioúta la 

vicia operacional de un reactor es la vida del catalizador. 

Es recomendable tomar en cuenta la calda de actividad de operación 

de la enzima, para reali7Jlr modificaciones en el reactor tratando de mantener una 

concentración constante de producto aún con la calda de actividad de la enzima. 

En la príctica se deben de realizar experimentos para estimar las 

condiciones que prevalecen en un reactor de lecho empacado antes de que las constantes 

lntrinsecu sean determinadas 

Seria imponante reali7Jlr estudios manteniendo la producción 

constante, mediante el uso de columnas empacadas en serie o paralelo. 

(149) 



J.H CONCLUSIONES 

Se debe prestar mayor atención al campo de la biotecnologia, ya que 

tiene un cnonne potencial de aplicaciones en Ja industria alimentaria. sin que éste haya sido 

e>q>lot1do hasta la fecha. 

La inmoviliz.ación de eni:irnas es un método que presenta ahemativas 

a la industria 11ara una mayor utiliz.ación de éstas, ya que con la inmovilización se ve 

disminuido el costo del proceso. 

Para la elección de un reactor es muy imponante tomar en cuenta las 

caractcristicas de inmovilización de la enzima, ya que wto está en función del otro en 

aspectos de eficiencia y costos del sistema en general. • 

El uso de rcaclorcs con enzimas inmovilizadas muestra amplias 

e>q>ectativas de desarrollo dentro de la industria alimentaria, ya que con un estudio mis a 

fondo de los mismos se puede lograr una disminución en los costos de producción, donde 

se empleen enzimas. 

( 130) 
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