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INTROOUCCION 

'A. nivel mundial la industrlalizaci6n ,del suero de leche ha 

cobrado importancia recientemente, debido a que, siendo un 

subproducto poco utilizado se ha logrado identificar como materia 

prima con las caracterlsticas necesarias para poder incorporarlo a 

los procesos de elaborf'.ción de una gran variedad de productos 

alimenticios tales como jarabes, alcohol, obtenci6n de gomas, 

panificación, yoghurts, bebidas, helados, aditivos alimenticios, y 

c~mo substituto de leche principalmente. Esto es obtenido mediante 

el rompimiento por hidrólisis de la molécula de lactosa en sus dos 

componentes esenciales, esto es, en glucosa y galactosa, con lo 

cual se logra que el lactosuero adquiera las 6lgulontes 

propiedades: 

1> Incremento de la solubilidad. 

2l Incremento del poder edulcorante. 



31 Facilita l_a.-~ermenta_Ci6n. 

4) Fac·l_l~.~.a _l~s r.eacciones de obscurecimiento por reaéciones de 
'; .. -_ ··- --·~ 

·. ::··~~11j~:~-~--=.y_ caramelización de azúcares. 

5)': _Evita p"roblemas de cristalizacl6n de la lactosa. 

6.> -~ume_nta la digestibilidad de productos elaborados a base de 

suero de leche. 

En la actualidad existen dos métodos conocidos para lograr 

esta hidrólisis, basados ambos en el rompimiento del enlace 

disacárido, obteniendo como producto lo& monosacártdos glucosa y 

galactosa. Uno de éstos métodos consiste en la utilización de ácido 

y calorr el cual tiene la desventaja de contar con un mercado muy 

restringido para su comerclalizaci6n 1 asi como una baja eficiencia 

y calidad en el producto final. 

El otro método para lograr la hidr6lisis es utilizando las 

tecnologias basadas en la hidr6lisis enzimlltica, las cuales nos 
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proporcio!'lan ~"Un-: producto de mejor calidad y una mayor<_~~rs~ti.lid~-d 

en· su·.uso. 

Por via enzim6tica existen dos métodos de hidrólisis. El 

primero que utiliza enzima libre y el que se realiza a base de la 

enzima inmovilizada. El primero presenta algunos problemas como 

pueden ser; un mayor costo de producción y la presencia de la 

enzima en el producto final. En cambio con el segundo, se tiene la 

posibilidad de un proceso continuo, una larga vida d9 servicio 

debido a la estabilidad microbiológica y mecAnica del soporte, la 

obtención de un producto libre de enzima y de manera colateral, 

resulta más económico. 

En México, casi on su totalidad el volumen de suero de leche 

es desechado, provocando severos problemas· ecológicos, 

principalmente por la contaminación del agua, debido al alto DBO 

(Demanda BJoquJmJca de O~Jgenol del suero de leche, además de ser 
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un desperdicio econ6mico. Lo anterior debido a que en nuestro pais 

no existe una infraestructura adecuada para la industrializaci6n 

bioteonol6glca del lactosuero. 

Entre estas tecnologias, se encuentran algunos tratamientos fisicos 

como la ultrafiltraci6n y la 6smosis inversa, tratamientos quimicos 

como la hidr6lisis Acida y tratamientos bioquimicos como la 

hidr611sis enzimAtica; esta última propuesta en la presente tésis. 

Por esta raz6n ea.timamos que el trabajo que ee presenta 

pretende aportar una alternativa viable, ya que en él se propone 

una tecnologia adecuada para el aprovechamiento e 

industrializaciOn en México del lactosuero. 
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DESCRIPCION DEL PROBLEMA 
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PROBLEKATICA DEL SUERO 

Puede afirmarse, sin lugar a dudas que conforme aumenta la 

producción de queso a nivel mundial, existe en forma colateral un 

aumento en la producción de suero, debido a que en promedio por 

cada 10 Kg. de leche, se obtiene 1 Kg. de queso y 9 Kg. de suero. 

El suero de leche es un material a¡tamonte nutritivo que 

contiene alrededor de la mitad de los sólidos de la leche entera, 

desafortunadamente se tienen datos que arrojan que más de la mitad 

del suero producido a nivel mundial, es desperdiciado, 11111 no siendo 

éste el único problema, sino que además el suero dese~hado trae 

consigo un problema severo de contaminación del agua. 111111 

El suero es considerado un gran contaminante debido a su 

elevada DBO <Demanda Bioquímica de OxJgeno> , que alcanza valores 

de los 3 000 mg/ l, siendo que la •Ley Federal de Derechos en 
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'. :., ··., 

&teria.de Agua'. ,J2tIP~:i:~ ~º~()}m~,¡i~C>}~rac la'industrla láctea una 
.. _-· 

~e tlene_que por cada 1000 litros de suero desechados en un 

efluente, se requieren 4.5 millones de litros de agua no contami-

nada para que el oxigeno disuelto en est.p, oxide la materia 

orgb.nica del suero. 11
"

11 

APROVECllAIUENTO INDUSTRIAL DEL SUERO 

Para resolver el problema que representa el manejo del suero 

de leche y lograr su aprovechamlento, una de las alternativas de 

soluc16n es someterlo a un tratamiento para sor utilizo.do como 

aditivo en la industria de alimentos, ya que cuando se utiliza como 

aditivo en alimentos sin ningún tratamiento previo, sobrevienen los 

siguientes problemas debido a la presencia de lactosa: 
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1) Es .. poco .soluble. 

- ._,. · .. 
2) Tiene l?UY iJ:ajo poder ed:ul.c~rante .• 

3) La mayoria ·de los c.o·~sumidores·.no lo puede digerir. 

1) ·El problema de la poca solubilidad, se manifiesta por lo 

formac16n de cristales grandes, que traen consigo una textura As-

pera o arenosa en productos como la leche condensada, cajeta, he-

lados y malteadas; asi como la sedimentacion de los cristales en el 

fondo de los contenedores. 

2) Respecto al bajo poder edulcorante se puede hacer asta 

cornparaciOn, si a la sacarosa le asignaramos un poder edulcorante 

de 100, el de la lactosa llegarla apenas al 16, sin embargo el 

contenido co.lOrico es tan alto como el de la sacarosa, por tal 

motivo no se utiliza como edulcorante. 

S> En cuanto a su digestibilidad cabe mencionar que a nivel 
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intestinal, la enzima responsable de la digestiOn de la lactosa es 

una proteina llamada lactasa. Los animales mamiferos adultos 

carecen de este tipo de enzima, y los humanos dejan de producirla 

a partir de los 4 aí\os de edad, principalmente en paises en 

desarrollo, La ingestiOn de lactosa para individuos que carecen de 

esta enzima, provoca flatulencia, diarrea y dolores abdominales, 

Para di smi nui r los problemas menc;i anadee )' aumentar la 

versatilidad y el valor agregado del suero se somete a un 

tratamiento enzimático. 

La enzima beta-galactosidasa, mAs conocida como lactasa, se 

encarga de hidrolizar la lactosa descomponiéndola en glucosa y 

lactosa como se puede observar en la fig 1. 

Un tratamiento completo del suero do lecho incluye primero una 

separación de las proteinas, sales y vitaminas por algón método 

9 



f1s1co, posteriormente una·hidr6lisis con lactaea para obtener una 

soluc16n del 50% de glucosa y 50% de galactosa, y por último otro 

tratamiento enzimático con glucosa isomerasa inmovi 1 izada, 

obteniendo al final·un suero con una mezcla de glucosa, galactosa, 

fructosa y un poco de lactosa; con una mayor solubilidad y un mayor 

poder edulcorante. m1t 1 

El lactosuero hidrolizado, es un producto que actualmente ha 

cobrado importancia en la industria alimentaria mundial ya que, por 

sus oaracteristicas, sirve como materia prima para la elaboraci6n 

de productos diVeI"sos tales como:' 1
•

11
•

111
•" '' 

1 
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PRODUCTO GRADO DE COMPAl:Ul\ 
HIDROLISIS PAIS 

BEBIDA REFRES- 50" BATLELLE 
CANTE SABOR DE RESEARCH CENTER 
FRUTAS GINEBRA. SUIZA. 

CARAMELOS 50" SPECIALIST 
COMO SUS- DA I RY INGRE-
TITUTO DE LECHE D!ENTS. E.U.A, 

YOGHURT 50" SPECIALIST 
COMO SUS- DAIRY INGRE-
T!TUTO DE LECHE DIENTS. E.U.A. 

LECHE CONDENSADA 50" SPEC!ALIST 
COMO SUS- DAIRY INGRE-
TITUTO DE LECHE DIENTS. E.U.A. 

BASES PARA FER- 50" BRITISH 
MENTAC IONES CHl\RCOl\LS & 
COMO SUSTRATO Me DONALDS. GRAN 

BRETAi'IA. 

JARABES PARA 90" MILK MARKE 
SUSTITUIR AZUCAR TING BOARD & 
EN MERMELADAS Y CORNING GLAS 
HELADOS WORKS. E.U.A. 

TABLA 1 
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CAPITULO 1 

CONCEPTOS GENERALES 
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1,1 GENERALIDADES DE LAS ENZIMAS 

Definici6n¡ Las enzimas son catalizadores biol6gicos, de 

naturaleza protéica que intervienen en todas las reacciones 

metab6licas energéticamente posibles que ellas aceleron por 

activación especifica. Permiten alcanzar rápidamente el estado de 

equilibrio de la reacción sin modificarlo, al final de cada ciclo 

de reacción la enzima permanece inalterada. 

Las enzimas son maoromoléculas que pertenecen a la clase de 

las proteínas globulares. Algunas de el las son homoprotéicas 

constituidas únicamente por un encadenamiento de ácidos aminados. 

Otras son heteroprotéicas que poseen una parte no proteica, un 

cofactor necesario para la actividad catalitica asociado 

fuertemente a la proteina. 

Una de las caractcristicas mas importantes de las enzimao es 

13 



su _e,Spa~'.if.1Cid~·~-!·:Y.·.:_,~-!~:;~)~:~·. ~iY{~~: ~:~·~;u 
.'. _·,~ .: :~ '. ;:.,· 

} ••• 1' 

1/i.ii:_E~P&Cit·fc;-1d~C(Cle·:·r~C.-C.~1601 Una:·enztma no puede catallzar 

.' :.·: :~~:/t \;:f. _:~:?:·· .. ;.;. 
·s1no. un '.·~oí_~;~~~·-~:;, .~~~-:;,\~-~b~~1-¿~·: ·,. 

;.;.-..-.. ·;< .. ;·, '.:\'.: 

·.- -:.· ·~,~,:~! ;·~~;: ., 
... ~-, - -

~-- : :~ ··;,: ., • '\ _<(~ ; ;:_r_ -_ :: :- ~ ·_ -_ . ·-. 
~-~~~~'.~::;~~_P,~_cif.i_Cida-d en -cuanto al sustrato: Esta propiedad 

: > - . ;. -: .. -

-~e~U(~.~·-_.;::~ál ;>'he~ho de que toda reacci6n enzimb.tica implica la 

~tijaci6n~ de sustrato en puntos bien precisos de la proteina 

enzim6.t1ca. 

En las enzimas existen una pequef\a porcl6n implicada en la 

fijaci6n del sustrato, asi como en la reacci6n de catálisis dicha 

porci6n 1 se conoce como "sitio activo 11
• 

Para que el sustrato pueda acoplarse al sitio activo, debe 

poseer al menos dos caracteristicas distintas. 

1.1.3 El enlace especifico o uni6n que debe ser atacado por la 
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-· ~, 

1.1.:4 ·:~· ."pTS~·~,~-~\~::~~~~~:::_.~1~'¿ri ·~~·;o:- gr~i:>C:- fu'i1cional·. o -_grupo 
.e,,,,;; 

la e:n~_i,~~_'..Y_;; S::i-t~,-~)~·r ~U-st.·rato·· adecuadamente sobre el sitio activo. 
---· 

Las enzimas heteroprotéicas utilizan diversos tipos de 

cofactorea algunos son iones met6.licos <Hg•t, Fe 11
1 Mo 11

1 Zn° 1
1 Cuº, 

K*'>, y otros cofactores org6.nicos lfHcotinamida, Coenzima A, 

Tiaminal. 

1.2 FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ACTIVIDAD DE LAS ENZillJ\S. 

1.2.1 Concentración de sustrato. 

1.2.2 pH. 

1.2.3 Temperatura. 

1.2.4 Concentraci6n de iones. 
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1.2.5 c,oncentración de inhibidores. 

1.2.1 Concentración de sustrato. Este factor afecta a la 

velocidad de reacción debido a la saturacl6n del sitio activo de la 

enilma. 

1.2.2 pH. La mayoria de las enzimas ven afectada su estructura 

eléctrica con cambios en el pH. Sin embargo el rango 6ptimo de pH 

para la actividad enzimatica fluctúa entre los valores de 4 y 9, 

dependiendo en especifico de cada enzima. 

1.2.3 Temperatura. Al igual que ocurre en Ja mayoría de las 

reacciones quimicas, las reacciones enzimaticas sufren un 

incremento en la velocidad de transformación al incrementar la 

temperatura. Aproximadamente la velocidad de reacción se duplica 

por cada aumento de 10•c en la temperatura. 
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Sin embargo un exceso de temperatura provoca una modificación 

en la estruétur~ tridimensional de los péptidos que constituyen a 

la'enzi'ma,. perd(endo ésta su actividad. 

El-· rarig'o-·· de- temperatura entre los cuales se tiene mayor 

actividad enzimb.tica se encuentra entre los 25• y 50'C, sin embargo, 

se ha encontrado actividad enzimb.tica a temperaturas menores de 0'C 

y cercanas al punto de ebullic16n del agua. 

1.2.4 Concentración de iones. Afecta el equilibrio de cargas 

eléctricas de los péptidos que conforman las enzimas, teniendo ast 

una activación a bajas concentraciones o la desnaturalización de la 

enzima en concentraciones elevadas. 

1.2.5 Concentración de inhibidores. Son compuestos que 

originan una dlsminucl6n o pérdida total de actividad enzlmatlca. 

De acuerdo al mecanismo de acción, este tipo de compuestos puede 
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dividirse en .. dOS)-.ÍJrandes.: grupos: 

:< :,:: ., ·e: :.. • 

· Ei ;~~i~~ro:~.,,es aquel '.en··81 cuali. se:'tl&ne ~·na' pérdida de la 
.· ·' .'"· .' .· . . ' . 

' ·. ... . . , 

es.truciJ~~\:.~·;'.i:~:i~'.~'nslo~~l -~~·\_;_ P.r~~~~n~~ ~·Srif&ndo asi una pérdida 

total· de la actividad enzimb.tica"' 

El segundo grupo 1 es aquel en el cuai 1 el inhibidor ocupa el 

sitio activo de la enzima, evitando con esto la transformaci6n del 

sustrato, debido a la formaci6n da un complejo enzima - inhibidor 

que retarda la reacc16n. 

Este tipo de inhibici6n se clasifica en competitiva, 

acompetitiva, no competitiva y de inhibición irreversible • 

1.2.6 Inhibici6n competitiva.- Se caracteriza por que el 

inhibidor puede combinarse con la enzima, de tal modo que compite 

con el sustrato para unirse al centro activo. Este tipo de 
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inhibició~.forma .. un complejo enzima - inhibidor similar al complejo 

·.: ->·.; 
e~~~ma_:.:... .. ·süst~ato·~,.- En la gr6.fica 1 se puede observar el efecto de 

• • : ~ -'". ·. e : :•e:: :" 
un'· inhi_bid.~r ·Coiñp,et"itivo en la actividad enzimática. 

1,2,7 Inhibición acompetitiva.- En este tipo de inhibición el 

·inhibidor se combina con el complejo enzima-sustrato para formar un 

complejo inactivo enzima- sustrato-inhibidor el cual no sufre la 

transformación a producto. En la gráfica 2 se puode observar el 

efecto del inhibidor acompetitivo. 

1.2.8 Inhibición no competitiva.- Un inhibidor no competitivo 

puede c:imbinarse con l!!!. enzima o bien con el complejo enzima-

sustrato, interfiriendo con la acción de ambos. Este tipo de 

inhibidores se unen a la enzima en un sitio activo por lo cual se 

consigue una deformaci6n enzimática lo que lleva a una inactivaoión 

o una disminución en la velocidad de formación de complejo, En la 

gráfica 3 se puede apreciar este tipo de inhibición. 
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1.2;.9' lnhibici6n_irreversible.- Este tipo de inhibición sucede 

cua~dO ,.el· in~i~idor es capaz de uni rsa de manera covolente a la 

enzima, modificando de manera permanente un grupo funcional 

necesario ·.para: la cat6:1isis. 111111 

1.3 CLASIFICACIOH DE EHZIHAS. 

Las enzimas se pueden clasificar en base a; 

1.3.1 Su función. 

1.3.2 Su origen y, 

1.3.3 Su método de fijación. 

1.3.1 Por ou funo16ni Encontramos dos maneras de nombrarlas, 

una trivial que consiste en agregar el subfijo "asan al nombre del 

sustrato que transforman por ejemplo; la enzima lactasa que 

hidroliza al azUcar presente en la leche, la ureasa que cataliza la 

hidrólisis de la urea con producción de amoniaco y dióxido de 

carbono, sin embargo esta manera de denominarlas ha resultado poco 
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conveniente dado que en la actualidad hay enzimas que han recibido 

nombres que quimicamente son poco informativos. Por esta razón, se 

ha desarrollado un nuevo sistema para nombrar y clasificar a las 

enzimas, éste consiste en dividir a las enzimas en seis clases 

principales, las cuales son designadas en base a la reacci6n que 

catolizan. Tomando en cuenta esta clasificación tenemos: 

Nombre Clasificación 

Oxido - reductasas 

Transferasas 2 

Hidrolasas 3 

Liasas 4 

Isomarasas 5 

Ligasas 6 

Oxidoraductasas; Catolizan las reacciones de oxido-reducci6n, 

es decir, trasferencia de hidrógeno o de electrones de un donador 
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que_ est~~ o~idO.d.o a<.~~--'..r&C~'ptO"r_ q'úe esta, reducido. 
·,:;, -e 

' . ,,'.~< ~ '~" • \•••.,. ; ;~:;:/: 
: .. , :.·,/, . ,:<:~;.: . "") , .. ., .. :-
/ ,· ~ "~:i';·: ;: ;;,,~'. ·)~~:}:~.;; . 1 

:-Tra·niBf~-~-:a~~~:jl ~BQ·~~~i'.{~:~~~~~;°·i-~~~;~, ~-~-~~~·~·oneS -de :.transferencia de 
:.;~';.> ~/~.; 

rad-.~~~~r~·~,--~·-.~~;:--~;~-¿p~·~i~~t~;;~~-~ :(~~ti1c;·; ca-r·-bo-xi lo, - a~-1 lo, Í;Jluco-si lo, 

Hidrolasas; Provocan la hidrólisis de diversos tipos de enlace 

por ejemplo un ester, acetal, y peptidicos. Las subclases son 

definidas por la naturaleza general de enlace que es hidrolizado, 

las subclases dan precisi6n complementaria respecto al tipo de este 

enlace. 

El nombre sistemb.tico se forma de acuerdo al modelo "su~trato-

hidrolasa• un prefijo que preciad la naturaleza del grupo eliminado 

cuando la enzima es especifica para éste enlace. En general las 

hidrolasas son haloproteinas. 
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Liasas; Las liasas son proteinas que rompen enlaces carbono-

carbono, carbono-oxigeno y carbono-nitrógeno con formaci6n de un 

doble enlace en uno de los dos fragmentos. 

L.igasas; Cuando las liasas actUan en sentido inverso, es decir 

con condensación de dos moléculas con desaparici6n de un doble 

enlace se le designa con el nombre de sintetasas o llgasas. 

lsomerasasi Catalizan las reacciones de isomerización cis-

trans o también originan modificaciones intramoleculares que 

transfieren un agrupamiento o producen oxido reducción. 111111 

A las divisiones anteriores se les hacen una serie de 

subdivisiones las cuales nos indican el enlace en especifico que 

modifican la enzima. " 11 

1.3.2 Por su origen las enzimas se pueden clasificar en: 
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Enzimas de origen animal. 

Enzimas de origen vegetal. 

Enzimas de origen microbiano. 

Enzlmas de origen animal. Son enzimas que forman parte del 

metabolismo natural de los animales y que se extraen para u&os 

industriales. Como ejemplo se pueden mencionar: 

Enzima ranina obtenida del cuarto est6mago del becerro hasta 

antes de la cuarta semana de vida. 

Enzima pancreática que Ga oxtrao dol páncreas do los cerdos. 

Esta enzima es una mezcla de proteasas, amilasas y llpasas. 

Enzimas de origen vegetal. So obtienen de los frutos o de la 

estructura de algunos vegetales. Por ejemplo; 
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Papaina, que se-extrae del latex de la papaya. 

Per6xidasa, obtenidas de la raiz del rábano. 

Ureasa, que se extrae de la soya. 

Amilasas, que se obtiene de la cebada germinada. 

Bromelina, se extrae de la pi~a. 

Fisina, obtenida del higo. 

La .mayoria de las enzimas de origen microbiano se obtienen al 

favorecer el crecimiento de cepas especificas de algunos 

microorganismos y se dividen en trest 

- Fúngicas 

- Bacterianas 

- Las que se obtienen de las levaduras. 

1.3.3 Método de fijación; 

Por su método de fijaci6n las enzimas se dividen en: 

25 



.'Enzima 

l 

Libres. Son aquel las enzimas que una vez aisladas de su origen 

natural, son estabilizadas en una soluci6n acuosa, la cual sirve 

como vehiculo para su utilizaci6n, y se denomina como libre porque 

una vez mezclada con el sustrato es irrecuperable por métodos 

econ6mlcamente viables. 

lnmovi l izadas. Son aquel las enzimas que una vez al sladas de su 

medio natural, se fijan en algún tipo de soporte por medio de 

diversas técnicas, las cuales van de métodos fisicos muy simples 

tales como la absorci6n y encapsulamiento, a técnicas quimicas como 

la fijaci6n por enlace covalente. La ventaja de este tipo de enzima 
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es_que.se puede reutilizar por_.un·periodo de tiempo relativamente 

largo. n111 

Inmovilizaci6n por inclusi6n; consiste en la retenoi6n de la 

enzima en el interior de la red tridimensional de un polímero 

insoluble en agua o aprisionada en el interior de microcapsulas 

delimitadas por una membrana semipermeable en la cual los poros son 

lo suficientemente peque5os para impedir la difusi6n de las macro 

moléculas, pero suficientemente amplios para permitir el paso del 

sustrato y de los productos de reacción. 

En este procedimiento la enzima misma no esta ligada al 

soporte y conserva su integridad funcional. 

Inclusi6n en una matriz. 

La enzima insolubilizada o dispersada en la soluoi6n de un 
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monomero, que se polimeriza in.mediatamente en presencia de un 

agente de reticulaci6n y de un coloide protector, lalbumina, 

agarosa o dextranol. El gel obtenido se reduce a polvo después de 

una deshidratación y se suspende en agua en el momento de empleo. 

Los pol imeros sintéticos mas usados son; pal iacri lamida, 

metacrllato, polietilenglicol, polivinilpirrolidona, o naturales: 

almidón, carragenina K. Las enzimas pueden ser adheridas en 

membranas o en las fibras huecas. 

Inclusión por microcapsulamiento. El nombre de 

encapsulamiento, se debe a que an este método un gel o una membrana 

rodea a una enzima por medio de una polimerización, o bien cuando 

la enzima es retenida en un pol imero prefabricado por una formación 

subsecuente de una red. la mlcroencapsulaci6n y el oncapsulamiento 

en fibra son otr-os ejemplos de este tipo de imnovilizaci6n, En 

algunos casos el término encapsulamiento ha incluido la 
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copollmerización que es esencialmente una forma de red. 

En general, las técnicas de encapsulamiento tienen varias 

ventajasf permiten una alta concentración de enzimas; estas pueden 

ser retenidas sin ninguna modificación quimica o enlace que pueda 

provocar la pérdida de actividad. Varios sistemas enzimáticos 

pueden ser manejados debido a que el encapsulamiento permite la 

retención de las células vivas junto con sus sistemas enzimáticos. 

El tamaf\o de las microcápsulas puede variar de 1 a 100 

micrómetros. 

V&ntajas y desventajas del método de inclusi6n. 

Ventajas.- Son convenientes para todos los tipos de enzima y 

en sistemas multienzimáticos, alta retención en un volumen pequof'í.o, 

la totalidad de la masa protéica esta i ne luida en la red del 
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por -otro 10.do las condiciones de la polimerizaciOn son 

desnaturallzantes de la enzima. Pero el principal factor limitante 

es el freno de la transferencia de masa en el soporte; por 

fenOmenos de impedimento estérico y de difusi6n a través del gel o 

de la membrana. 

Filacl6n por enlace. 

En esta técnica la enzima debe ser fijada al soporte, tan 

s6lidamente como sea posible. Se deben considerar caracteristicas 

tanto de Las proteinas que se van a fijar, como del soporte; tamai\o 

de las particulas, relaci6n molar de los agrupamientos hidrofi l ices 

e hidrof6bicos y grupos relativos, estos se dividen de acuerdo al 

enlace de la enzima en adsorci6n y enlace oovalente. 

30 



Filaci6n por adsorción o enlace i6nloo. 

La inmovi l izao i6n ~or ad8orci6~ · lnvolucr~ _numerosas fuerzas de 

interacción de baja .ene~qia .~n\re.el s_oporte y la proteina: fuerzas 

de yan ~e Waal_s_, .. --é~l'."~~ :_d~:~.·~-=~~~~~n_ó~·-y -ui:ilones hidrof6blcas. 

En el -_caso ·de .soportes no-· porosos sobre los cuales se fija 

superficialmente la enzima, so forman en la proximidad de las 

particulas s6 l ldas capas, sucesivas de moléculas ele enzimas, unidas 

con mayor o menor fuerza. Cuando el material es poroso, la enzima 

penetra en los poros. 

fijación de la enzima mediante enlaces covalentes. 

Este método involucra reacciones quimicas creando un enlace 

irreversible entre la molécula enzimatica y los grupos reactivos 

del soporte. 
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1.4 GENERALIDADES DE LA ENZIMA 8-GALACTOSIDASA. 

La enzima lactasa, llamada asi porque cataliza la hidr6lisis 

del carbohidrato de la leche llactosa>, es conocida formalmente 

como 8-galactosidasa, debido a su facultad de acelerar la 

hidr6lisis del enlace de la glucosa y de la galactosa. 

La .a-galactosidasa es una enzima que se puede obtener de 

levaduras tales como Kluvyeromyces lactis. Kluvyeromyces fraqilis 

y Saccharomyces fragills y de hongos como es el caso de Aspergillus 

niger. Aspergillius oryzae, etc~ 

La enzima obtenida de levadura tiene un rango estrecho de 

estabilidad con respecto al pH que va de 6,5 a 7.5 limitando su 

aplicaci6n al tratamiento de leche. 

Su estabilidad con respecto a la temperatura esta limitada a 
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. {.:.. _ ... ; ::: ··. 

temperaturas no menoreá de ._10~q- ~ ;.~ncoiitr&.ndó su eicti vide.d óptima 

en un re.ngo de temperatura& que· __ ya de ·s0 .. a·35'C. 

A temperaturas mayores de 45•c la enzima se inactiva 

rápidamente. Por otro' lado, la enzima de origen fúnglco es estable 

en un amplio rango de pH (4 a 6.51, teniendo su óptimo minimo de 

4 a 5, lo cual la hace oarticularmente adecuada para la hidrólisis 

de Lactosa en suero ácido <se caracteriza por tener un porcentaje 

de ácido láctico de 0.4 y un pH de 5 a 5.51. La galactosidasa de 

origen fúngico es también más termoestable siendo su temperatura 

máxima los 69'C y una 6ptima de ss•c. 

Con respecto a la inhibición por producto so tiene. que la 

enzima producida a partir de levadura presenta menos inhibici6n que 

la de origen fúngico. 

Esta enzima se puede enco1"1trar en forma libre o inmovilizada, 
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es de color ambar, la' .. oual sufre,. inhibici6n por la presencia de 

iones fierro <Fe••¡, CalciO ~Ca'.1 Vy, ª.~tiv~ci6n por la presencia de 

~··:·,.:, ·:·~_-; _ .; ... _:é_ -

se encuentran disponibles e~--<~_o_r:~~·-·Y.:,.~_n carltidades suficientes en 

el suero y en la leche. 

La inmovilizaci6n enzirnatica se puede lograr utilizando 

diversas técnicas y soportes, dependiendo del origen de la enzima 

y del tipo de reactor a utilizar. En la figura 2 se observa el 

mecanismo de reacci6n de la enzima 6-galactosidasa. 

1.5 CINETICA EllZIHATtCA. 

La cinética enzimatica es el estudio de las enzimas en su 

funcionomiento, establece la relaci6n que existe entre la velocidad 

de reacción enzimática y de las concentraciones de sustrato [SJ, y 

de la enzima (El, asi como la influencia de algunos factores tales 
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c_omo el ·pH~ la "temperat1:1ra,. l~ prese~cia de·inhibido~es y acti.v_idad 

del ag-ua •. 

son: 

1.5.1 El sustrato CSl, forma con la enzima CEl, un complejo 

intermediario CESl. Este complejo resulta de la uni6n del sitio 

activo de la enzima y la molécula del sustrato. 

1.5.2 La velocidad de reacci6n en el tiempo (tJ, es decir la 

velocidad de dezaparici6n del sustrato, - dS/dt, o de la aparición 

del producto dP/dt que se repreaenta por la pendiente de la 

tangente a la curva. P o S = f C t) no es constante para las 

concentraciones dadas en la enzima o en el sustrato y disminuye en 

función del tiempo, debido a la desaparici6n del sustrato en el 

curso del desarrollo de la reacci6n. 
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E + S <==> ES --> E + P 

Para las reacciones enzimáticas son válidos los principios 

generales de las ·reacciones químicas, las cuales por su cinética se 

clasifican de acuerdo al orden de reacci6n; teniendo reacciones de 

orden cero, de primer orden, segundo y tercer orden: según la 

influencia de la concentraci6n del sustrato sobre la velocidad de 

reacc16n. 

Las reacciones de orden cero son aquellas en las que la 

concentraoi6n del sustrato no tiene influencia en la velocidad de 

reacc16n. " 11 

Las reacciones de primer orden son aquellas que dan lugar a 

una velocidad directamente proporcional a la concentraci6n del 

sustrato. 
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Las reacciones de segundo orden son aquellas en las que la 

velócidad de transformación es directamente proporcional al 

producto de la concentración del sustrato, o a la segunda potencia 

de la concentración del sustrato. 

Tercer ordeni este tipo de reacciones son aquel las cuya 

velocidad es proporcional al triple producto de la concentración 

del sustrato. Estas reacciones son escasaa. 

Ecuación que rige la cin9tica enzimatica tMichaelis Menten) 

En el caso de las reacciones enzimAticas se tiene que tomar en 

cuenta un rasgo caracteristico de estas reacciones, el cual es 

conocido como saturación de la enzima con el sustrato. Esto provoca 

que a una baja concentración de sustrato la velocidad de reacción 

es casi proporcional a la concentración del mismo, siendo esta 

reacción de primer orden. Sin embargo, a medida que la 
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concentraci6n de sustrato aumenta, la velocidad de reacci6n 

disminuye, dejando de ser proporcional a la concentraci6n de 

sustrato; en esta zona el orden de la reacci6n es mixto. Al seguir 

aumentando la concentraci6n del sustrato, la velocidad de reacci6n 

llega a ser independiente de ésta, aproximadamente a un valor 

constante siendo una reacci6n de orden cero. 

Para explicar el fen6meno anterior Hichaelis-Henten supuso 

que la enzima se combina con el sustrato para formar un complejo 

enzima-sustrato. En la segunda etapa, el compleio desaparece para 

formar enzima libre y producto mediante la siguiente reacci6n: 

E + S <====> ES 

ES -----> E + P 

Basado en esto, se tiene que la velocidad de reacci6n esta 

caracterizada por una reacci6n de primer orden; 

Vo KCESJ 
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Sin emba.rgo, como K y CESl no pueden ser medidas, se debe 

encontrar otra expresi 6 n que permita eva 1 uar en func i 6n de otras 

variables. Para ello es necesario escribir una reacción por medio 

de la siguiente ecuación: 

V 
ktESl 

K,HSl 
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CAPITULO 2 

BIOREACTORES DE ENZIMA INMOVILIZADA 
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2.1 INTRODUCCIOH. 

Siendo el reactor la parte clave dentro del proceso, 

comenzaremos por definirlo. Un reactor es el equipo del proceso en 

el que se realizan los cambios quimicos necesarios de materia para 

poder obtener un producto determinado, 

Por su operacl60 1 podemos identificar a los reactores eni 111
" 

discontinuos, continuos y semicontinuos; 

2.1.1 Reactor discontinuo. Este tipo de reactor admite todos 

los reactivos al principio y los procesa según un curso 

predeterminado 1.e reacci6n, durante el cual no se alimenta o extrae 

ningún tipo de material. Por lo común este tipo de equipo tiene la 

forma de un tanque con o sin agitacl6n, y se usa para procesos de 

baja productividad principalmente. 
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2.1.2 Reactor continuo. En este tipo de equipo los reactivos 

se introducen y los productos se extraen simultáneamente y de 

manera constante. Esta clase de reactor puede tener la forma de un 

tanque, estructura tubular, o una torre y tiene multitud de 

a.plicaciones en plantas de gran escala con el propósito de reducir 

los costos de operaoi6n y faci 1 i lar el control de calidad del 

producto. 

2.1.3 Reactor semicontinuo. A esta categoria pertenecen 

aquellos reactores que no satisfacen por completo las dos clases 

antes mencionadas. 

Por sus caracteristicas de disei\o podemos clasificar a los 

reactores en: um tanque, tubular y fases dispersas. 

2.1.4 Reactor tanque; Es quizá el tipo de reactor de uso más 

comUn en la industria. En la mayoria de los casos está equipado con 
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algün medio de agitación, asi como de elementos para la 

transferencia de calor. Esta clase de equipo permite el manejo en 

forma discontinua o,continua y un amplio rango de temperaturas y 

presiones. En ·este. ·tipo de equipo se consigue. un mezclado casi 

perfecto, salvo ~os casos que se trabaje con liquides muy viscosos. 

2.1.5 Reactor tubular. Este tipo de reactor esta constituido 

ya sea de un solo tubo continuo o varios tubos en paralelo. Los 

reactivos penetran por un extremo del reactor y el producto sale 

por otro, con una variación continua de composición de la mezcla de 

reacción en estos dos puntos. La transferencia de calor del reactor 

o hacia éste se logra por medio da una cemise o un disefto do tubo 

y coraza. El reactor tubular tiene aplicación en casos en que sea 

indeseable el retromezclado en la direcci6n del flujo. Los tubos 

del reactor pueden estar empacados con gr6nulos de catalizador o 

sólidos inertes. 
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2.1.6 Reactor en torre. Esta clase de reactor se caracteriza 

por su estructura cilindr:lca vertical con una relación grande entre 

la· altura y el diámetro. Puede tener desviadores o rellenoa sólidos 

(reactivos, catalizadores o inertes>, o bien, qui za se limite 

senci ! lamente a une. torre vacla • y se uti 1 iza para procesos 

continuos de reacciones heterogéneas. Como eJemplo de ellos est6.n 

el horno de cal y las unidades de absorción de gases para 

reacciones gas-liquido, incluyendo las torres empacadas, las de 

platos y las de rociamiento. 

2.1.7 Reactor de fases dispersas. Este tipo de equipo se 

caracteriza por una columna vertical que contiene particulas de 

catalizador muy finas suspendidas en un medio liquido (por ejemplo, 

aceite) que puede ser uno de los reactivos. El reactivo gaseoso que 

se burbujea por la suspensi6n se disuelve en el medio liquido en 

donde se producen las reacciones ca tal izadas. Esta técnica facilita 

el control de la temperatura debido a la gran capacidad calorifica 



.. y' las cara·a~ttr~st;icas favorables de transferencia d~ calor del 

liquido. 

2.2 REACTORES DE ENZIMA INMOVILIZADA 

Numerosas enzimas,extraidas la mayor parte de microorga-

nismos, son utilizados industrialmente como catalizadoreo.Como se 

mencionó anteriormente las enzimas pueden ser adsorbidas, enlazadas 

por enlaces covalentes, o por atracción en Ja nuperficie de 

soportes particulares, constituidos principalmente en materiales 

inorgánicos tales como¡ vidrio poroso, bentonita y óxidos 

metálicos. Pueden igualmente ser encerradas en el interior de 

microc6psu1as o colocadao en membranas constituidas por polímeros 

biol6glcoa o sintéticos, depositadas sobre una trampa plastica. 

Para la selección del soporte se tienen, que tomar en cuenta 

loa siguientes factores: 
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--·El costo de-operaCi6n de la inmovilizaci6n y la 

., 
inversibn de: las necesidades de instalaci6n. 

--.Ao_t.~v:l_da_d residual de la enzima fijada. 

- Estabilidad del complejo en el transcurso de su utilizaci6n 

<pérdidas por desnaturalización o liberaci6n de la enzima). 

- Caracleristicas del sustrato a tratar: masa molecular y 

viscosidad. 

Chibata' 11",distingue do~ diferentes co.tegorias de sistemas 

fermentativos dependiendo el modo de alimentacibn del sustrato: 

2.2.1 Sistema de lotes:- Reactores agitados. 

2.2.2 Sistema continuo:- Reactores de alimentación continua. 

- Reactores de pistones de desagile 
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Existe otra.clasificación basada en··1a na~uraleza·del sopOrte·y en 

·2.2:a- R8ac-to-res .-de -membrana 

Debido a sus propiedades plásticas, los soportes de membrana 

pueden ser utilizados en diversos tipos de reactores. En ciertos 

casos la membrana constituye una simple barrera fisica que retiene 

las macromoléculas dentro del compartimiento de reacción: este es 

el fundamento de las membranas de ultrafiltración que se utilizan 

para recuperar el biocatalizador en los reactores de agitación como 

se puede observar en la figura 3. 

La enzima puede estar en forma libre, soluble o fijada sobre 

particulas sólidas lo que acrecienta su volumen y permite trabajar 

con un mayor tama~o de poro de la membrana y con rendimientos m6s 

elevados. 
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'El principal inconveniente de esta técnica es el fen6meno de 

•po~arlzaci6n" que consiste en una atracción por las diferentes 

cargas y se produce una acumulac.i6n de compuestos de masa 

molecular elevada sobre la ~ara_ s~p.eri~r de la membrana y una 

obstruccibn·de.poros. 

2.2.~ Reactores_de sopote de ,particula. 

-Reactores agitados 

-Reactores de lecho fijo 

-Reactores de lecho fluidizado 

Reactores agitados 

El complejo insoluble enzima-sustrato, se mantiene en 

suspensi6n en el medio de reacci6n por agitaci6n mecanica, en el 

régimen discontinuo. Entre cada ciclo se debe proceder a la 

recuperacl6n de ln enzima por filtracl6n, centrifugaci6n o 
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sedimentaci6n. Conforme se va reutilizando la enzima hay una 

pérdida gradual de la actividad enzimb.tica por lo cual es necesario 

un aumento progresivo del tiempo de permanencia en el reactor o el 

suministro de peque~as cantidades de enzima nueva. 

Este tipo de reactor es utilizado generalmente para sustratos 

de viscosidad elevada y para las enzimas que tienen una actividad 

relativamente débil. La oxigffnac16n producida por la agitación 

puede provocar una rb.pida desnaturalizaci6n de la enzima. Este 

procedimiento es especialemente convenionte para las reacciones de 

oxidorreducci6n. 

Entre las principales ventajas de ésta técnica tenemoB: 

-La simplicidad y el costo relativamente bajo de su 

func i onamlento. 

-Una buena adaptabilidad a diferentes tipos de fabricación. 

-Un fb.cil control de las condiciones de operación. 
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-La adlcl6n de enzima nueva. 

Reactores de lecho fiio. 

t.a enzima se encuentra ti jada -Sobf.e un' Soport.e de~t'ro de una 

columna a través de la cual es·percofada la -solucibn a tratar. La 

alimentaciOn continua del sustrato se puede hacer por flujo 

ascendente o descendente y se puede adaptar algún dispositivo para 

su recirculaci6n. 

La compactación de las particulas del soporte puede originar 

la formaci6n de vlos preferenciales del fluido a través de la 

columna, asi como variaciones en el gasto y modificaciones en la 

curva de distribución de los tiempos de contacto. 

Este tipo de reactor tiene el inconveniente de presentar una 

pérdida gradual de la enzima inmovilizada en función del gasto de 
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alimentaci6n, de· la viscosidad de· la solución, del tamaf'ío y la 

forma de las .particulas de_l s:~~or·~e, d~ ia longitud asi como de la 

geometria· de la columná. ·Si la velocidad de alimentaci6n es 

. - . ' _,. 

cOnst.ante,>:·.-~-: Péf._dida:-.·ae :SnZfrñ"a a:Umerita con el tiempo. 

Si suponemos que todos los constituyentes del medio de 

reacci6n permanecen en contacto durante tiempos idénticos en el 

reactor, se puede considerar que cada elemento de volumen de 

liquido dV 1 se comporta como un microreactor homogéneo que se 

desplaza a la manera de un pist6n a lo largo de la columna l fig 41. 

Para el régimen permanente la velocidad de reacción se rige 

por la siguiente ecuación: 

QoSo 
V' = 

Vm6.x 
<~s 
L 

K'm l 
lnl 1-Xsl > 

So J 
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o.bien 

SoXs = K'm ln( 1".'"XS)+ V1
· 

Vmáx 

Qo 

La curvo.· SoXs_ en funci6n de ( lnt 1-Xsl) es una recta de 

pendiente K 1 m en donde la intersecci6n con el eje de las ordenadas 

permite el calculo de Vmax. Para gastos bajos, existe una 

diferencia significativa entre la concantración media de sustrato 

en la columna y la concentración en la proximidad del sitio activo 

de la enzima y el valor de K' m es mas elevado para la enzima 

asociada que para la enzima libre. Cuando al gasto es elevado, esta 

diferenc-lti tiend9 a decrecer a causa de una disminución del espesor 

de la capa limite, lo que mejora la transferencia de matertbl. 

Reactores de lecho fluidizado 

El catalizador enzimático ea mantenido en suspensión en el 
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reac_tor por la circulaci6n ascendente de la soluci6n a tratar o por 

la __ .inyecci6n de un gas. En éste sistema, al aumentar la superficie 

reactiya del complejo en relaci6n al lecho fijo, es posible 

disminuir la cantidad necesaria de enzima. Mejora igualmente los 

intercambios térmicos y es conveniente para el tratamiento de 

afluentes de alta viscosidad. Ademas, los riesgos de obstrucci6n 

son menores que en el caso de las columnas compactadas. Sin 

embargo, las fuerzas de fricci6n de partículas sólidas y el liquido 

ascensional son responsables de la pérdida de carga y del 

establecimiento de corrientes de circulaci6n que abaten 

considerablemente los rendimientos. 

2.3 PERDIDA DE LA ACTIVIDAD ENZil!hTICA 

La pérdida de actividad enzimAtica con el tiempo es uno de 

los factores mas importantes a determinar o incluso limitar la 

operaci6n del sistema y su economía. 
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Básicamente·· hay tres forÍnas-: dt! péi:did:a de actividad 

enziniática:. 1 ~n_1 

2.3.1 Salida de la en~~ma- dei .siStema·, 

2.3.2.tnactivao~6rÍ de ia·.Etnzilna. 

2.3.3 Recubrimiento y aislamiento por parte del sustrato. 

2.3.1 La Enzima puede salir del sistema por desorci6n, 

inestabilidad en los enlaces quimicost fugas a travéa de las 

membranas o por erosi6n del soporte. 

2.3.2 La pérdida de actividad enzimática puede deberse a: 

desnaturalizaci6n térmica, inhibici6n o inactivaci6n por los 

componen~es de la alimentaci6n por acción de enzimas 

proteoliticas. La velocidad de desnaturalizaci6n puede ser afectada 

por el pH del sustrato, la temperatura o por la concentración del 

sustrato. Do igual manera, una contaminaci6n microbiana destruye la 

enzima o bloquea el acceso al sustrato. 
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2.3.3 Otros componentes de la alimentaoi6n, tales como las 

proteinas pueden también provocar el recubrimiento o bloqueo de los 

poros del soporte, resultando una pérdida de actividad aparente. 

Usualmente la velocidad de la pérdida de actividad es proporcional 

a la cantidad remanente de actividad, resultando en un patr6n 

exponencial de disminución. 
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CAPITULO 3 

DESARROLLO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS 
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3.1 DESCRIPCION DEL SISTEMA UTILIZADO: 

El proceso consiste en una hidrólisis enzim6tlca por medio de 

la beta-qalactosidasa inmovilizada en un proceso semicontinuo. 

Elementos que intervienen on la hidr6lia1s: 

3.1.1 Enzima beta-galactosidasa inmovilizada. 

3.1.2 Suero de leche. 

3.1.3 pH y Temperatura. 

3.1.1 Enzima beta-galactosidasa inmovilizada. 

Es una enzima de origen füngico fuertemente unida al soporte 

fabricado de un polimero conocido comercialmente como plexiglass, 

el cual la hace insoluble e impide la pérdida de ésta, aun después 

de varios meses de uso. 



3.1.2 Suero de leche. 

EL suero obtenido de las queserias se puede clasificar en 

suero dulce y suero 6.cido. La caracteristica de acidez de cada uno 

de estos sueros est6. en funci6n del tipo de queso elaborado. 

Las caracteristicas del suero non: 

DULCE ACIDO 

Humedad 93. 7 " 93.5% 

Grasa 0,5 " 0.04" 

Proteina 0.6 " 0.75" 

Lactosa 4,65 " 4,9" 

Cenizas 0,5 " 0.6" 

Acido 1..6.ctico 0,05 " 0.4" 

pH 6.3 5.5 
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~~L.~ :PttY Temperatüra., 

-..·: :: . ~· ,, 

dit·. ·.~~~~-·actividad de la enzima es de 4.5, por lo 

pH-neútro, :el m&.ximo de actividad que se alcl'\nza es de un 20-30 "· 

Temperatura. La máxima actividad enzimática se alcanza a los 

60'C, pero cuando la hidr6lisis es continua y el suero es ácido, la 

temperatura no debe exceder de los 45'C, para no acortar la vida de 

la enzima. 

3.2 DESCRIPCION DEL EQUIPO: 

3.2.1 Reactor.- El cuerpo del reactor consiste en un tubo de 

plexiglass de 10 cm de diámetro y 70 cm de longitud,con tapas de 

rosca dentro de las cuales se encuentra una malla circular de acero 

inoxidable. 
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El-volúmen del· ·re~ctOr :eS de 0.0054 m• ~ 

s.2·.2 lntercamblador de calor.- Consiste en un tanque 

cillndrico de acero lnoxidable,que contiene en la parte interna un 

serpentin de 5 m de longitud y 0.8 cm de diámetro, esta provisto 

también de un agitador de propalas, que tiene como fin crear una 

convecci6n forzada en el agua para incrementar la transferencia do 

calor, 

3.2.3J Con~rolador de temperatura.- El control de temperatura 

se lleva a cabo en el intercambiador de calor, que está provisto de 

dos resistencias controladas por un termopar y un pir6metro que 

actúan corno dispositivo de control que opera al registrarse una 

diferencia de l'C entre la temperatura deseada y la temperatura. 

real a la que esta entrando el suero, accionando tanto la bomba 

como el generador de calor. 
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3.2.4 Bomba peristált~ca.- Esta compuesta de dos baleros 

giratorioe que hacen un movimiento rotatorio sobre una manguera de 

lát-ex provocando un impulso tipo peristáltico, y tiene una 

capacidad de bombeo de 2 a 70 l/h pudiendo variar el gasto 

cambiando la velocidad de la bomba. 

3.2.5 Sistema de transporte de fluidos.- Esta operación se 

lleva a cabo por medio de mangueras de PVC con un diOmetro de 0.6 

cm. las cuales, transportan el fluido a través de todos los 

componentes del sistema. 

3.2.6 Prefiltros.-Es un par de mallas del No 400 de nylon • 

localizadas en la entrada y salida del reactor. 

3.2.7 Filtro.-Es un filtro millipore 607 Neu-leeubura, se 

localiza entre el intercambiador de calor y el reactor. 
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3.3 FUNCIONAHIENTO DEL EQUIPO A ESCALA: 

Preparación del sistema: 

Consiste en dos operaciones que ti e nen como objetivo desalojar 

los restos de la solución desinfectante o salina según sea el caso, 

con el fin de que no tengan ningún efecto de inhibici6n con la 

enzima o contaminación del producto. 

3.3.1 Primeramente se debe inyectar aire al sistema para des-

alojar la solución desinfectante que se encuentra a lo largo de él. 

Para realizar esta operación se deben colocar tas válvulas en la 

posici6n adecuada (fig. 5a y 5b> e inyectar aire filtrado a una 

presión no mayor a las 15 lb/pulg1
• 

3.3.2 Una vez eliminado el desinfectante, se colocan las 

válvulas en la posición de contraflujo (fig. 5a y 5b ) • y se 
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circulan por todo el sistema p~r lo menos 20 lts de agua limpia y 

pasteurizada. Esta operación se realiza con el fin de eliminar 

todos los residuos de desinfectante que podrian llegar a contaminar 

el producto. 

Acondicionamiento del Sustrato: 

Una vez preparado el suero, hay que asegurarse que no se 

encuentre a una temperatura mayor de 40'C y no presente 

precipitado o impureza antes de introducirlo al sistema. 

Estabillzaci6n de Condiciones: 

Para la estabilizac16n de las condiciones se deberán colocar 

las v6lvulas en posici6n de hidrólisis (fig 5a y Sb> y comenzar a 

circular suero por el sistema, haciendo un "by pass" en el reactor. 

Desechando el flujo que salga al principio de esta operaoi6n, 

debido a que este traa residuos del agua de enjuague. Esta 

operación se efectúa con el fin de lograr condiciones estables de 
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flujo, ·;.y temperatura ~:Antes de· 'comenZo.r con el• proceso de 

hld.r61lsts. · 

ii1cir6ii;,1s: 

Una·· vez aloanzado.s las oondiciones deseadas de flujo y 

temperatura, se elimin¡,. el "by pE:i.ss" y se inicia la alimentación 

constante al reactor en forma de goteo sobre el lecho da enzima 

iñmovilizada. Puede darse el caso que al principio el goteo no sea 

uniforme, esto se debe a quo existen aün burbujas de aire dentro 

del sistema. 

Limpieza y Doninfecclón: 

InmediatAmente despues de que se termino de hidroiizar todo el 

volumen de suero, se deberá realizar la limpieza. Esta etapa es de 

vital importancia en la duración y eficiencia de la enzima 

inmovilizada. El principio de la operación de limpieza &e basa en 

la separación del lecho en unidades individuales, es decir iogror 
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la separación de cada uno de las esférulas de enzima: .. Esto se logra 

colocando las vb.lvulas en lo. posiolón de contraflujo-limpieza'• 

comen2:ando a .alimentar agua limpio. para el enjuague. Ya que se 

logró lnundAr el reactor, se comienza a lntrodue1r aire filtrado y 

se loqra una f!uldi~ac16n d&l locho. 

Este entado de fluidlzaolOn y contrafiujo de agua se dobera 

mantene-r el tiempo necesario hasta que so logre o.preciar vlsuolmen-

te que el agua tanto del reactor,como la que s4l& por la manguera 

es cristalina y no presenta olorea. El agua de lavado debe estar 

entre 10 y 20 •e para no afectar la ootivido.d de la enzima. El 

reactor ee deber~ dejar siempre inundado. 

Esta opere.ci~n &e debe realizar cada 24 hrs., aunque no se 

utilice el reactor. 51 el reaotor no se YA a utilizar en un periodo 

no mayor de 72 hrs., ae debe deja.r inundado con una solucihn 

deainfec:tante. 
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Si el reactOr n~'va .a ser utillzc.do por periodos mayores, se 

deberá dejar inundado con una soluci6n de cloruro de sodio al 25~ 

para-inhibir el crecimiento de microorganismos. Esta solucibn debe 

ser cambiada por lo menos cada tres meses, repitiendo la operaci6n 

de limpieza cada vez. 

La solucibn desinfectante tiene como objetivo eliminar micro-

organismos patógenos y lograr inhibición del crecimiento de hongos 

principalmente. Para evitar el desarrollo de resistencia por parte 

de los microorganismos, se debe alternar el tipo de desinfectante. 

Los deslnf'ectantes recomendados soni 1111 

-Per6xldo de hldr6qono al 0.l!I, 

-Formaldehldo al 0,11' 

-Acldo acético al 0.l!I 

-Acldo f6rmico al 0. l!I 
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3.4 DESCRIPCIOH DE LA PARTE EXPERIMENTAL: 

Objetivo: Determinar las condiciones estándar de pH, flujo, 

temperatura y concentración de iones de un reactor de lactasa 

inmovilizada, para lograr una hidr6lisis del 50% de la lactosa en 

suero de leche desmlneralizado. 
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Desarrollo experimental: 

3.4.1 Estandarización de los elementos del proc~s~s 

Por la 

un suero en 

ca rae ter 1 st icass 

Humedad 

Proteina 13 " 

Grasa 0,6 " 
Minerales 0.3 " 
Lactosa 62.4 " 

Cloruros 0.2 " 

Con el objetivo de preparar un suero con caracteristicas 

similares a las de un suero fresco que contiene 5 % de lactosa, se 

realizó el siguiente balance de materia: 
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BALANCE 

A ------>¡~,,~---------------00 ¡-------> C 
B------>_ . 

Donde: A.- Suero en polvo 

B.- Agua destilada 

C.- Diluci6n del suero 
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Balance general 

masa C AJ + masa lBJ masa <C> 

Balance de lactosa 

A + B xf e 

Donde X
1 

fracci6n de lactosa 

A 10.8241 + B 10.0 l e 10.0s> 

A= Ct0.05l/t0.8241 

Suero en polvo <Kgl Agua <Kg> Sol suero lKgl 

!Al tBl tCJ 
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0,060 0.94 

0.121 1.676 2 

0.162 2.617 3 

0.242 3.757 4 

0.303 4.696 5 

0,364 5.636 6 

0.424 6.576 

0.465 7.515 a 

0,542 6.454 9 

0.606 9,394 10 

Tabla 2. Suatituclon de (C) an el balance ant.erlor para 

obtener distintas cantidades de suero. 

Con ayuda de los datos de la tabla anterior se prepara la 

cantidad de suero al 5~ de lactosa que se desea hidrolizar. 
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1':1 suero no debe tener un Gxc'eso de .. sA.les.,mirl&ral.;.s. debido a 

acortan la vida d• la 

Como se menciono ·en el capitulo 3 existen dos tipos de suero; 

dulce y Acido. Para fines del experimento se le adicionó b.cido 

lActico para simular un suero ácido. De esta forma se estandarizó 

el pH a s.s. En •1 caso del suero dulco CpH 6.31 no hubo necesidad 

de adicionar ácido láctico. 

3.4.2 Pasteurización~ 

Tiene la finalidad de disminuir la carga microbiana, 

evitando asi la contamtnaci6n de la enzima. Esta operación se 

lleva a cabo a un pH no menor de 6, evitando con esto la 

precipitación de la proteina. 

Las condiciones de Pasteuri zac i 6n son: Una tempera tura de 72'C 
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a cabo después 

de proteinas. 

·.:.. lnf.luencia de iones potasio. 

Segón la literatura, la presencia de iones potasio incrementa 

la actividad de la beta-galactosldasa, por lo cual se al\adló 

hidróxido de potasio en concentraciones de 10·1 y 10"1 molar 1111
• 

- Temperatura. 

Las temperaturas que se manejaron durante el experimento 

fueron de 30, 35, 40 y 45'C. Las temperaturas manejadas estAn 

dentro del rango que se recomienda para obtener una buena actl vi dad 

de la enzima. 

- Flujo, 



manejado. 

3,4.4 Hidrólisis• 

Es el proceso mas importante del desarrollo experimental, ya 

que aqui se lleva a cabo la hidr6lisis de la lactosa en los dos 

monosacaridos que son la glucosa y la galactosa. Este proceso se 

! leva a cabo en el reactor tubular de lecho empacado descri.to en el 

capitulo 2 con la alimentac16n en la parte superior, ya que de esta 

forma se asegura que el suero pase a través de las esférulas de 

enzima inmovilizada que conforman el lecho del reactor. 

3.4.5 Cuantificación de la hidr6lisis: 

Para cuantificar el grado de hidr6lisis es necesario evaluar 
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la cantidad de ·-.:glucosa libre que hay .después del tratamiento 

e_nzim6t.ico. 

_La cuantificación de la glucosa presente en el suero hidrolizado se 

lleva a cabo por el método de la glucosa-deshidrogenasa. 
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CAPITULO 4 

RESULTADOS 
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4.1 RESULTADOS EXPERIMENTALES: 

Los resultados experimentales se obtuvieron combinando las 

siguientes variables~ 

-Temperatura: 30, 35, 40 y 45'C. 

-Flujo: 1.5, 8.14 y 15.30 l/h. 

-pH: 6.3 y 5.5. 

-Concentraol6n molar de iones potasio: 0, 0.01 y 0.001. 
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ESTA TESIS NO DEBE 
SALIR DE LA BIBLIOTECA 

TABLA 3 
RESULTADOS DE LA PARTE EXPERIMENTAL 

PRUEBA· FLUJO TEMP pH CKl " DE HIDROL!SIS 
No.· l l/hrl l'Cl CMOLARl 

01 .. 1,50· 35 6.3 0 28.00 

02 1.50 40 6.3 0 44.00 

·03 1.50 45 6.3 0 53.87 

04 8.14 35 6.3 0 22.18 

05 8.14 40 6.3 0 36.12 

06 8.14 45 6.3 0 39.40 

07 1.50 30 5.5 0 21.10 

08 1.50 35 5.5 0 43.10 

09 1.50 40 5.5 0 63.00 

10 8.14 30 5,5 0 19.80 

11 8.14 35 5.5 0 37 .19 

12 8.14 40 5.5 0 60.91 

13 15.30 40 5.5 0 48.30 

14 15.30 45 5.5 0 53.00 

15 1.50 35 6.3 0.01 45.74 

16 1.50 40 6.3 0.01 60.86 

17 1.50 45 6.3 0.01 79,01 

18 1.50 35 6.3 0.001 35.00 

19 1.50 40 6.3 0.001 46.98 

20 1.50 45 6.3 0.001 59.60 

21 9, 14 35 6.3 0.01 33.97 
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22 0.01 44.70 

23 0.01 52.30 

24 0.001 26.47 

. 25 0.001 39.02 

26 0.001 42.96 

27 1.50 30 5.5 0.01 19 .60 

26 1.50 35 5.5 0.01 35 .64 

29 1.50 40 5.5 0.01 5'/ .64 

30 6.14 30 5.5 0.01 17.43 

31 6.14 35 5.5 0.01 32.BI 

32 B.14 40 5.5 0.01 52.64 

33 1.50 30 5.5 0.001 20.05 

34 1.50 35 5.5 0.001 40.55 

35 1.50 40 5.5 0.001 59.13 

36 6.14 30 5.5 0.001 18.01 
I 
37 6.14 35 5.5 0.001 37.51 

36 8.14 40 5.5 0.001 60.70 
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4.Z AHRLISIS DE RESULTAOOS1 

PRUEBAS Ctl!l lllDROLISIS KAVIJRES DEL sez 

PRUEBA FLUJO TEttP. lKI OllSERVtlCIOltES llo (l/hl 'C pH MOLAR 

01 1.50 45 6.3 
•FLUJO nuv BAJO. o 

•TEnPERATURR nuY ALTA 

89 1.50 40 5.5 
•FLUJO ttUY BAJO, 

o 
•TEMPERATURA ADECUADA. 

IZ 0, 14 40 5.5 0 
•FLUJO BAJO. 

•TEttPERATURA AOECUAOA, 

13 15.3 40 5.5 0 
•FLUJO ALTO. 

•TEMPERATURA ADECUADA. 

14 15.1 45 5.5 8 
•FLUJO ALTO. 

•TEttPERRTURA ttUY ALTA, 

15 1,50 35 6.3 0,01 
•llECESlDRD DE AGREGAR POTASIO. 

•FLUJO nuy PEQUEHO. 

16 1,50 40 6.1 0.01 
•FLUJO nuv BAJO. 

•HECE;1mEi1Ti:M~~cims10. 

17 1,58 45 6.3 0,81 
•llECESl~~D OE AGREQ~R POTRSlO, 

• uJo nuv 0 o. . 
•iEftP RATURR nu ALTA • 

¡; 1.50 40 6.J 0.801 • ,m~~M~X 03füAon 
•HECESIDRD DE RGREfAR POTASIO. 

20 1.50 45 6,3 e.e01 ·~ •HECES POTASIO. 

23 0.14 45 6.1 O.O\ 
•FLUJO 0AJO. 

•llEC~Jmpc¡u~M~ARAmASIO. 

29 1.50 40 5.5 0.01 
•FLUJO nuv 8AJO. 

•11Ecmc~&R~¡u:M~~umASIO, 

32 8.14 40 5.5 0.01 
•FLUJO BAJO. 

•HEcmC~&Rfi!U~Mmu,iiASIO. 

35 1.50 40 5.5 0.001 •TEm~~MivAi~~3AoA. 
•NECESIDAD DE AGREGAR POTASIO, 

30 8.14 40 5,5 0.801 
•FLUJO BAJO, 

•TEttPERATURR ADECUADA, 
•HECESIDRD DE AGREGAR POIRSIO, 
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En el cuadro anterior se pueden observar las condiciones de 

pH, flujo, temperatura y concentración de iones potasio en las 

que se obtuvieron hidrólisis del 50~ y mayores. 

4.3 ELECCION DE CONDICIONES PARA EL PRE-DISEAO: 

Analizando la tabla anterior, se eligieron las condiciones de 

proceso de la prueba número 13 para realizar el pre-disei\o del 

reactor enzimático. Esta selección se debe a que primeramente el 

flujo que maneja es el más elevado ( 15.3 l/hr.); ademas la 

temperatura de operaci6n < 40oCJ no afecta la vida úti 1 de la enzima 

y que hace innecesaria la adici6n de iones potasio, lo cual evita 

el tener que invertí r en un ingrediente más y tenor otro paso en la 

operaci6n. Por último el pH que se maneja <5.SJ es el pH promedio 

de el suero ácido, lo cual evita tener que hacer un ajuste previo 

de pH. 
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CAPITULO 5 

PRE-DISEÑO DEL REACTOR ENZIMÁTICO 
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5.1 IHTRODUCCION: 

El escalamiento es uno de los procesos mas importantes, no 

s6lo en la' industria bioquimica:sino en toda la industria de la 

transformaC'.i6n en general' 1111 

Las etapas para llevar a cabo un_escalamiento son: 

5.1.1 Nivel laboratorio. 

5.1.2 Planta piloto. 

5.1.3 Nivel industrial. 

5.1.l Nivel laboratorio.-Por lo general en el laboratorio se opera 

con matraces agitados de 500 ml o peque~os fermentadores (20 lt>, 

donde se establecen las variables cinéticas del proceso y se 

mejoran las cepas de producción. 

5.1.2 Planta piloto.- Dentro de esta etapa se manejan volúmenes 
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desde 5 hasta 500 1, y además se busca alcanzar los siguientes 

obejtivos: 111111 

- Desarrollo del proceso.- Aqui es importante comenzar a utilizar 

la materia prima que se emplea a nivel industrial para observar los 

resultados esperados y no utilizar los reactivos de laboratorio 

empleados en la etapa anterior. 

Obtenci6n de muestras para análisis de mercado Y. nuevos 

ingredientes. 

- Establecer las condiciones de proceso,optimizar los costos de 

operación y prevenir riesgos asociados con el proceso. 

- Poner a prueba nuevas formulaciones, con materia prima similar 

pero más económica. 
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- E.s idea_l.:_ par.~ . .,eñ_tr_e.~elr. al personal qua estar&. a cargo de la 

: ',.'. ' .. ~ 
planta-) l"!~-~sti-t"~. • ..-~-~·. '' 

~ .~-.; 

- ·En álgu"nos"~·casos es conveniente que la planta pi loto, tenga la 

capacidad, con pocas modificaciones de ser utilizada a nivel 

industrial. 

5.1.3 Nivel industrial- Se manejan volúmenes ds 500 a 400 000 

litros y ya se tiene como objetivo una productividad. Cuando el 

escalamiento de un proceso sigue las etapas anteriormente descritas 

en ese orden, se le conoce como "escalamiento hacia arriba".Puede 

darse el caso que el escalamiento se haga en sentido inverso 

"escalamiento hacia abajo " • 11111 En el proceso de escalamiento 

podemos tener las siguientes condiciones: 

- un proceso nuevo y planta nueva, 

- un proceso nuevo equipo existente, 
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--modlficaci6r\ del equipo existente para lograr una mejora en 

el proceso. 

5.2 DISEAO DEL REACTOR CON ENZIMA INMOVILIZADA: 

De los datos obtenidos en la parte experimental de este trabajo y 

respetando la geometria del reactor podemos aplicar la ecua.cion 

motemática 11111 de escala.miento teniendo: 

Z/Q = dC/Rv!Cl = -1/m dC/R!CI ( 1l 

o 0.0153 m'IH /0.0076 m' = 1.9615 m/H (2) 

Z = 0.016 m (31 

ZIQ = 0.091 H 141 

De los datos de geometria del reactor planta piloto se tiene 

que: 

L/D = 7 (5) 

D = L/7 161 

De la formula de area transversal de un cilindro se tiene: 
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·A = Dª*PI /4 171 

Sustituyend? 1 en 2 tenemos que: 

A = Lª/196*Pl IBI 

F Flujo de escalamiento 

Q F/A = F*196/L1 *PI 191 

ENTONCES: 

Z/Q = Z*Lª*PI/F*196 1101 

De la geometria del reactor se tiene la siguiente relación de 

longitud con respecto a la·altura del lecho: 

L = 3.86 * Z 1111 

SUSTITUYENDO 11 EN 10 TENEMOS QUE: 

Z/Q=IZll3.88•Zl 1 1Pll/Fl1961 1121 

SIMPLIFICANDO 

Z/Q = Z1 /F*0,242 1131 

SUSTITUYENDO 4 EN 13 

0.91 = Z'/F*0.242 1141 
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SACANDO RAÍZ CÚBICA Y DESPEJANDO Z1 

Z =· (0.91*F/0~242l 11111 ( 151 

Una vez obtenidas estas ecuaciones se procede a fijar-el flujo 

con el cual se desea trabajar para hacer el escalamiento,- en este 

c~s~ se propone un flujo de 20,000 1/dla. 

La linea de hidr6llsis de suero trobajará por espacio de 20 

horas en forma continua, destinando 4 horas para su limpieza. 

4.3 DIMENSIONES DEL REACTOR 

P~ra asegurar un proceso continuo de hldr6lisls, as 

recomendable trabajar con mas de un reactor. Esto se debe a que en 

caso de presentarse algún problema lcontaminaci6n de la enzima> no 

se pierda la continuidad del proceso. 

Con la ecuacl6n 113> se realizan diferentes iteraciones para 



obtener.las dim&nsiones tanto del reactor como la altura del lecho 

de. enzima inmovilizada para el flujo dado. 

· ._U.~i 1 i ~arido_, :_ ~l _ proced !miento anterior se obtuvieron las 

dimen6i~!1~S"parD:: u!l: reactor como se puede observar en la fig 6. 

Altura del lecho = 1.554 m 

Altura del reactor = 6.03 m 

Diámetro = 0.66 m 

Para obtener la cantidad necesaria de enzima se considera el 

volumen de lecho de la misma en el reactor, asi como su densidad. 

Densidad de la enzima 1111 = 707.355 Kglm' 

Volumen del lecho 0.580 m' 

Cantidad de enzima 410 Kg/reactor. 
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CONCLUSIONES 
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- Como se puede observar en la tabla 3 de resultados 

experimentales, las oondiciones de operación del reactor y las 

caracteristicas del suero influyen en el procentaje de hidrólisis 

obtenido, variando éste desde el 17.3 hasta 79.01 %. 

- De las corridas realizadas se resaltan las 15 pruebas donde 

se obtuvieron resultados de hidrólisis cercana al 50% o mayores. 

Para poder realizar un escalamiento se concluye que las mejores 

condiciones se presentan en la prueba No. 13 debido a: 

Prueba No. 03.- Tiene una buena hidrólisis, pero el flujo que 

maneja es muy bajo y la temperatura puede acortar la vida de la 

enzima. 

Prueba No. 09.- Al igual que la anterior, el flujo que maneja 

es muy pequefio, sin embargo, la temperatura es la ideal. 

Prueba No. 12.- Aunque la temperatura es la ideal y el flujo 

es mas grande que las anteriores, este último no es lo 
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sufuc~entáment.e alto. 

, Pruába' No. 13.- En este caso la. temperatura es la óptima y el 

, flujO·:e~ ~l_ !J16Ximo alcanzado en la bomba. 

Prueba No, 14.- En este caso las condiciones de flujo son las 

mejores, mas no asi las de temperatura que son elevadas trayendo 

consigo el problema antes descrito. 

Prueba No. 15.- En este caso la temperatura manejada es baja, 

pero el flujo lo es también, ademas existe la nece~idad de agregar 

iones potasio al ouero, lo cual implica otro paso en la operación 

ademas de un gasto en reactivo. 

Prueba No. 16.- Aunque aqui la hidrólisis obtenida es bastante 

elevada, el flujo es muy bajo es necesario agregar iones potasio. 

Prueba No. 17 .- Bajo est~s condiciones se obtuvo el mayor 

grado de hidrólisis durante el experimento, pero las condiciones a 

las que se alcanzó fueron a una temperatura muy elevada, flujo muy 

pequefio y agregando lonas potasio, 

Prueba No. 19.- La temperatura es adecuada pero el flujo es 
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muy: pequ~i\o Y,' e!l -necesario agregar iones potasio. 

Prüeba NO. 20.- La hidrólisis obtenida es alta, pero el flujo 

es muy pequef\o, la temperatura es al ta y hay la necesidad de 

agregar potasio. 

Prueba No. 23.- El flujo es pequeflo, la temperatura es alta y 

es necesario agregar potasio. 

Prueba No. 29,- Es una hidr6lisis alta, el flujo es muy 

pequefio y hay que agregar ionGs potasio. 

Prueba No. 32.- Aunque la temperatura es la adecuada, el flujo 

que se maneja es pequefio y es necesario agregar iones potasio. 

Prueba No. 35.- El grado de hidrólisis obtenido es elevado 

pero el flujo es muy pequef\o y hay que agregar iones potasio. 

Prueba No. 36.- En este caso también se obtuvo un alto grado 

de hidrOlisis pero el flujo es pequeflo y hay que agregar iones 

potasio. 
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~ <: C •• -·>:, i ... 
- A ·,:P~r,t.i~ ·'de·:-_ fas· ··relaCtones·· 'ge·o.mé~~~cas de un reactor de 

.f_.(;.', ">.,. -·;.:" -~?-. ::~~~ 

planta:··; ~·il_ot~-;·. -se_ )p'~~-J-~··.:::·d:~a'·~;·,:.·c,i'1·ai' un pre-disef\o para el 

:~·._,-~··:!Jr:-}";.,;: .. ;:~:;·;· .. '.~/ .. ··,_._,.. ~-
·ªª-~~l~-~i~-~-t6. -e~p~ Ti co:~é?~\~~t:er1d:·o. ·1~-:--S-i9üiente ·acuac i 6n: 

- La ecuación anterior permite dimensionar un reactor con la 

altura de lecho adecuada para tratar según el efluente de cada 

planta. 

- Consideramos que esta tecnologia representa realmente una 

soluci6n para el problema que reprRs&ntan l~s desc&rgas para las 

industrias productoras de queso y además se pueden lograr ingresos 

por la venta del suero tratado por este método ya que aumenta su 

valor agregado. 



APENDICE 

METODOS DE CUANTIFICACION DE LA 

HIDROLISIS 
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1\1 CUANT!FICACION DE LA HIDROLIS!S '"' 

Para cuantificar el grado de hidr6lis1s es necesario evaluar 

la cantidad de glucosa l lbre que hay en la muestra después del 

tratamiento enzimático. Para llevar a cabo esto se encuentran los 

siguientes métodos: 

- Glucosa oxldasa 

b - Somoggy-Nelson 

e - Punto criosc6pico 

d - Glucosa deshidrogenasa 

Tiras reactivas para el análisis de glucosa 

al Glucosa oxldasa: Fundamento.- La glucosa oxidasa lB-D-glucosa¡ 

oxigeno-1-oxidorreductasa IGOD> >, catoliza la oxidlici6n de la 

glucosa según la ecuación siguiente: 
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ooo· 
Q~ucosa- + o~lgeno+ H10 -·-~----> · b.cido gluc6nlco+H1 0 1 

El peróxido de-hidrógeno formado en este ejemplo reacciona en 

presencia de la peroxldasa (donador;hidr6geno-poróxido 

oxidoreductasa) <POD) con 4-aminoaplrina y con 2-4 diclorofenol~ 

Por copulacl6n oxidante se forma antiplrilpuinoninina fija. La 

cantidad de colorante formado es proporcional a la concentracl6n de 

glucosa, y se lee en el espectrofot6metro a 510 nm. 

bJ Somoggi-Nolson: Fundamento.- Al hacer reaccionar un azúcar 

reductor, en este caso la glucosa, con hidróxido cúprico (sulfato 

de cobre+hldr6xldo de potasio) se forma oxido cUproso de color 

rojo. La base es la donación de alectronaG del reductante <que se 

oxida simultáneamente) al 16n oxidado Co1
' que se transforma en 16n 

Cu''. 
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H 
C=0 

H - b - OH 

OH - b - H 

H -' b - OH 

H - b - OH 

b H,OH 

Azúcar reductor 

: O· ..::·.c -. OH -

'H.::{~ OH 

+•cu"·. _ _;~~--'~ o~~l;:Ji¡H. --+;cu'' 

H --X~'~H-i~ 

~~,OH. 

Azúcar b.cido 

La reacción no es estequiométrica, pero es reproducible si se 

conservan constantes los reactivos y el tiempo de calentamiento. 

El óxido cúproso precipitado lnsobuble, no puede valorarse 

fotométricamente, por lo que se trata con reactivo arsenozo-libdico 

que es reducido a ión verdoso que se mide en ol ospectrofot6metro. 

En este método el factor limitante es el agente reductor 

<glucosa) estando los reactivos en exceso por lo que puede usarse 

para medir la cantidad de CU10 que eu proporcional a la cantidad de 

glucosa originalmente presente. 
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e> Punto oriosa6pico: Fundamento.- El suero presenta un punto de 

congelación más bajo que el del agua destilada, debido princi-

palmente a sus minerales disueltos y a su contenido de lactosa. 

Por medio del punto de congelación se determinara la concentraci6n 

de las soluciones, ésto es, se medirb. la cantidad de disolvente en 

una solución, en este caso el suero. Durante la hidr6lisis de la 

lactosa, ésta parte en dos moléculas, una D-g l ucosa y una D-

galactosa, esta hidrólisis va acompai'i.ada por el descenso 

correspondiente del punto de congelaci6n de esta soluci6n. 

d) Método glucosa deshidrogenasa Fundamento.- Durante la 

hidrólisis de la lactosa, ésta se divide en dos mon6meros <glucosa 

y galactosa). Mediante este métodc;, de cuantifica la glucosa produ-

ducida durante la hidrólisis. 

La glucosa deshidrogenasa CGLUC-DHJ cataliza la oxidación de 

la glucosa, según la siguiente ecuación: 

100 



Gluc-DH 
, d-.Glucosa +·NAO ------------- 0-gluconolactona + NADH+ Hº 

L~ adición de mutarrotasa (aldosa - l epimerasa>, acelera la 

reac,ci6n. La cantidi:Ld de NAOH es proporcional a la concentraci6n de 

glucosa. 

e) Tiras reactivas para el an6lisis de glucoea: 

Prepare 1 a 5 ml de soluciones de glucosa con agua 

destilada, siendo de 0.01~, 0.012, 0.014, 0.016, 0.016, 

0.020, 0.024% 

El suero hidrol izado que va a ser anal izado se di luye 

1:100, En el caso de Huero completamente hidr6lizado se 

obtiene cerca de 0.02% de solución glucosa. 

Introduzca la tira reactiva. Compare el color supuesto 

por la muestra con el de las sustancias ya calibradas. La 

precisi6n puede ser de 10~ grados de hidrólisis. 
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¡.-.··_· -

De los ~~\e;,~~~-. ~º~l~}í:~:~:~-~-~"f~:ma~ -~Onveniente para la de ter-
:-~:&~_.· •.-: .:-,)~-~\ . . 

A2 llETODO UTILIZADO !GLUCOSA DESHIDROGENASAl ""' 

Material: Las cantidades varian según el número de muestras 

Pipetas de 1 ml. 

Pipetas de 10 ml. 

Matraces aforados de 100 ml. 

Tubos de ensaye de 10 ml. 

Bailo maria 

Vasos de precipitados. 

Pi seta. 

Balanza analitica 
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Centrifuga clinica 

Espectrofotómetro Beckman OU - 50 

Reaetl vos 

a> Solución desproteinizante 0.33 m de Cl 0 1• 

b) Solución reactiva 0.12 M de amortiguador de fosfatos con un Ph 

7.6¡ 0.15 M de cloruro sódico; 10 kU/1 Gluc-dH; 0.21 kU/l de 

mutarrotasa; 

0.22 mm de NAO. Mercktest 14335 Glucosa 

c) glucosa anhidra y lactosa anhidra 

Proced 1 miento 

Preparación de la solución patrón glucosa-lactosa. 

a) Pesar 4.13 gr. de lactosa anhidra y 2.12 de glucosa anhidra, 

aforando cada uno a 100 ml. con agua destilada. 
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Soluclon patr6n 

" de h!drbliBiB ml .sol .gluc ml. sol. lo.et. mi. agua 

20 0.2 0.6 9 

40 0.4 0.6 9 

60 0.6 0.4 9 

60 0.6 0.2 9 

100 1.0 0 

b) Tomar 1 ml. de cada uno de los patrones y agregar un mililitro 

de solucibn desproteinlzante. 

e) Tomar 2 ml. de la soluci6n reactiva. Hacer por duplicado~ 

d> Mezclar e incub~r a 15-25. 

Temperatura 20'C 25'C 37'C 

Tiempo 10 - 60 min. 6 - 30 mtn. 

e> Leer en el espectrofot6metro ajustando con el blanco. 
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Preparación de la muestra 

a> Pesar aproximadamente 1 gr. de la muestra·-<suero hldrólizadoJ 

aforar a 100 ml. 

b) Tomar 0.1 ml. y agregar 1 ml. de la solución desproteinizante. 

c> Centrifugar a 2500 rpm durante 10 minutos . 

. d> Tomar 0.2 ml. y agregar 2 ml. de la solución reactiva. 

eJ Incubar a las temperaturas anteriormente mencionadas. 

f) Leer a 340 nm, ajustando con un blanco preparado con 0.4 ml. 

de la solución desprotetnizante y 4 ml. de solución reactiva. 

CURVA DE CALIBRACION 

HIDROLISIS ABSORBANCIA 

20 0.16 

40 0.2925 

60 0.4060 

60 0.5405 

100 0.7230 
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Con los datos anteriores se tiene quei 

Pendiente 0.687 

O_rdenada al origen 0.0122 

Factor de correlac16n 0.996 

% H!dr6lis!s = labsorbancla-0.0122)/(0,6871 
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GLOSARIO DE TERKIH05 

CJ\PITULO -1 

E= enzima 

S= sustrato 

ES= complejo enzima sustrato 

P= producto 

Vo= Velocidad de reacción 

K= constante de velocidad 

K= constante de Michaalis Menten 

CJ\PITULO 2 

So= concentracibn inicial de sustrato 

Vmax= velocidad inicial maxima 

Xs= fracción de sustrato 

CJ\PITULO 5 

Z= altura del lecho de enzima 

0= gasto bptimo / area de flujo 
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L= longitud del tubo del reactor 

D= dl~metro del reactor 

A= area transversal del tubo del reactor 

F= flujo de escalamiento 

106 



GRAFICAS Y FIGURAS 

109 



:o=· :o=· 
"' "' o 

~~ 
:e 

5N
 

.... 
.. 

u 
i5 

: 
"' 

:
-
-
-.. 

..---: 
"' (,!) » "' 

"' 
"' 

"' 
o 

"' 
u 

.... 
:::1 

u 
(,!) 

"' ,...¡ 

·
~
 

~
 

i5 
:e

 
..:

 i5 -
r:f'' 

"' :::1 D
O

 

e 
"' 

+
 

;:N 
» "' ., 

V
" 

o 
.... 

5N
 

u 
i5 

: 
"' ,...¡ 

.. -
-
-
:
 

ll.O
 



ptftO!i..,, 
J~ c-pct\U•,. ilit b rnecl&I IAllblda 

l11t11ucttonu 

'·(~) 

+roé. 

' iSI 

~whrlllt 
ó. la ntcclóo lnhlhld1 

"'~ 
v~ • 

Pudlcnu 

..L 
ISI 

l11h1L!clón l'l'l .:ompctll1"• ::lt !1 ruccl6n Inhibida 

=f.:(1+*) 

t ,,, 

1 
111 

graficas 1,2 y 3 

111 



f'ig. 2 

Mol6c:ula de 4·0/J galac:toplrano11l 
D·glucoplrenou •n •I altlo ac:tlvo de la 
enzima IJ·galac:toaldaaa 

,):;:-<>'-,, 
o~OH 

CH?.OH OH. 

ComplaJo J3.galac:to1ld3Vl·Gf.111CtOl'D + oluc:oro 
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Varilla de vidrio 

Membrana de-­
colágena 

Co11e trfin~1,.:;r'.:al ·j~ un reactor de 111~mbrnna 

fig. 3 
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INOMENCl.ATURAI 

R• ReACTOR 

H• INTERCAMBIADOR oe CALOR 

P• BOMBA 

S• TANQUE oe SOLUCION DESINFECTANTE 

Wa ENTRADA DE AGUA 

1-7• VALVULAS 

/ I 

Sentido de las valvulas para cada operacion. 

NUMERO DE VAL..VUL..A 

' 2 3 ~ 5 6 

1- Condiciones ustabl•s G3 @ o ,,...... ,,...... ,,.--. 
'V 'V v 

2- Hldrollsls CD CD Q) . ..-.. ,,...... ,,..., 
'V 'V v 

3- EnJuagu• G3 E9 CP C9 
,,...... ,,.--. 
'V v 

4- Limptexa G3 E9 e;, o C9 C9 
s- Contr•f'IUJO ca E9 ca o C9 C9 

* NOTA.- CUANDO se INYECTA AIRE AL SISTEMA. se DEBE 

DETENER LA BOMBA POR COMPLETO V LIBERAR L..A MANGUERA 

DE LA MISMA. 

fl¡ura Sa 
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REACTOR 

DE 

ENZIMA 

INMOVILIZADA 
6.tl • 

·····:;;::····· T 
mm 1.ss1 

IHDVILl?ADA 1 
fig. 6 
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