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INTRODUCCICN

A nivel mundial la industrlalizacibnLﬁéliéﬁefo de leche ha

cobrado importancia recientemente, debido a que,. siendo un

subproducto poco utilizado se ha lograde identificar como materia

prima con las caracteristicas necesarias para poder incorporario a

los procesos de elaboracién de una gran variedad de productes

alimenticios tales como Jarabes, alcohol, obtencidén de gomas,

panificacion, yoghurts, bebidaes, helados

eomo substituto de leche principaimente.

. aditivos alimenticios, y

Esto es obtenido mediante

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

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

cual e logra que el lactosuero

propiedades:

1) Incremento de la solubllidad.

2) Incremento del poder edulcorante.

adquiera las sigulentes



rmentacién.
c]lit&_lgsf:éaéciones de obscurecimiento por reacciones de
y caramelizacion de azucares.

: - ¢
- ‘Evita problemas de cristalizacién de la lactosa.

. :gﬁmentu la digestibilided de productéé elaborados a base de

.suero de leche.

Ep la actualidad existen dos métodos conocidos para lograr
esta hidrélisis, basados ambos en el rompimieanto del enlace
disacArido, obteniendo como producto los monosachAridos glucosa y
galactosa. Uno de éstos métodos consiste en la utilizacién de dcido
y calor; el cual tiene la desventaja de contar con un mercado muy
restringido para su comercializacién, asi como una baja eficiencia

y calidad en el producto final,

El otro método para lograr la hidrélisis es utilizando las

tecnologias basadas en la hidrélisis enzimética, las cuales nos



';’p}époréiondn producto’de mejor calidad y una mayor-ve

““an'su’ugo;

}é; ;;afeﬁzimbt§ca existen dos métqdos de hidrélisis. El
'prlme?o que utillza'enzima lfhra y el que se realiza a dase de la
enzima inmovilizada. El primero presenta algunos problemas como
pueden ser; un mayor costo de produccidén yAla presencia de 1la
enzima en el producto final. En cambio con el segundo, se tiene 1la
posibilidad de un proceso continuo, una larga vida de servicio
debido a la estabilidad microbiolégica y mecanica del soporte, la
obtencién de un producto libre de enzima y de manera colateral,

resulta mAs econémico.

En México, casi on su totalidad el volumen de suero de leche
es desechado, provocando severos problemas’ eceligicoes,
principalmente por la contaminacién del agua, debido al alto DBO

(Demanda Bioquimica de Oxigeno) del suero de leche, ademéAs de ser




un de;pefgicin’econbmlco. Lo anterior debido a que 8n nuestro pals
no existe un& infraestructura adecuada para la industrializacisén
biotecno;bgica del lactosuero.

én;re~estaa tecnologias, se encuentran algunos tratamientos fislcos
coﬁo laultrafiltracién y la 68smosis inversa, tratamientos quimicos
como la hidrélisis Acida y tratamientos bioguimicos como 1la

hidrélisis enzimatica; esta Ultima propuesta en la presante tésis.

Por esta razén estimamos que el trabajo que se presenta
pretende aportar una alternativa viable, ya que en &)l se propone
una tecnologia adecuada para el aprovechamiento e

industrializaclén en México del lactosuero.



. DESCRIPCION DEL PROBLEMA



PROBLEMATICA DEL SUERO

Puede afirmarse, sin lugar a dudas que conforme aumenta la
produccién de queso a nivel mundial, existe en forma colateral un
aumento en la preduccién de suero, debido a que en promedio por

cada 18 Kg. de leche, se obtiene 1 Ké. de queso y 9 Kg. de suero.

El suero de leche es un material aitamonte nutritivo que
econtiene alrededor de ia mitad de los sélidos de la leche entera,
desafortunadamente se tienen datos que arrojan que mas de la mitad
de! suero producido a nivel mundial, es desperdiciado,'"” no siendo
éste el unico problema, sino que ademds el suero desechado trae

consigo un problems severo de contaminaciéen del agua,''*'V

El suero es considerade un gran contaminante debido a su
elevada DBO (Demanda Bioquimica de Oxigenc) , que alcanza valores

de los 3 000 mg/l, siendo que la "Ley Federal de Derechos en



'l;lustrii ladctea una

romedis:diario,iy 120 mg/1’ instanténeo.'"'""

. Be ’t.ianalquewpor cada lﬂoﬂr litros de suero desechados en un
 efluente, se regquieren 4.5 millones de litros de agua no contami-
nade - para que el oxigenc disuelto en esta, oxide la materia

organica del suerc.''"!!

APROVECHAMIENTG INDUSTRIAL DEL SUERO

Para resolver el problema que representa el manejo del suero
de leche y lograr su aprovechamiento, una de las alternativas de
solucién es someterlo a un tratamiento para sor utilizado coma
aditivo en la industria de alimentos, ya que cuando se utiliza como
aditivo en alimentos sin ningun tratamiento previo, sobrevienen los

siguientes problemas debido & la presencia de lactosa:



1) Es-poco-soluble. . -

yzipTiana:@uy bajprpodg

3) La mayoria'de-lbk'qdﬁsumtdores\no,lo puede digerir.

1) 'ElL problema de la poca soiubilidad, se manifiesta por la
formacién de cristales grandes, gue traen consigo una textura &s—
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 cantenederes.

2) Respecto al bajo poder edulcorante se puede hacer esta
comparacién, sl a la sacarosa le asignaramos un poder edulcorante
de 100, el de la lactosa llegaria apenas al 16, sin embargo ol
contenido calérico es tan alto como el de la sacarosa, por tal

motive no se utiliza como edulcorante.

8) En cuanto a su digestibilidad cabe mencionar que a nivel



»f;tgsiingg, i;‘an;sma responsable de la digestién de la lactosa es
 unq’p;pte1nA l1lamada lactasa. Los animales mamiferos adultos
éirecén de este tipo de enzima, y los humanos dejan de producirla
a p;l"til‘ de los 4 afios de edad, principalmente en paises en
ASéarrollc. La ingestién de lactosa para individuos que carecen de

esta enzima, proveca flatulencia, diarrea y dolores abdominales.

Para disminuir los problemas menciocnados y aumentar la
versatilidad y el valor agregado del suerc se somete & un

tratamiento enzimético.

La enzima beta-gmlactosidasa, mas conoclda como lactasa, se
encarga de hidrolizar la lactosa descomponiéndola en glucosa y

lactosa como se puede observar en ia fig 1.

Un tratamiento completo del suero de leche incluye primero una

separacién de las proteinas, sales y vitaminas por algun método



fish:o. posteriormente una hidré¢lisis con lactasa para obtener una
solucién del 50% de glucosa y 508% de galactosa, y por ultimo otro
tratamiento enzimatico‘ con. . glucosa isomerasa inmovil f zada,
obteniendo al final-un suero con-una mezcla de glucosa, galactosa,
: fru;!;.‘dsq y un poco de l;céosa: ‘con una mayor solubilidad y un mayor

poder. edulcorante. '"1‘"

El lactosuero hidrolizado, es un productoc que actualmente ha
" cobrado impertancia en la industria alimentaria mundial ya que, por
sus caracteristicas, sirve como materia prima para la elaboracién

de productos diversos tales comos:' 'sfi!thir v
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-PRODUCTO

GRADO 'DE -

) COMPARIA
HIDROLISIS PAIS
BEBIDA REFRES- 50% BATLELLE
CANTE SABOR DE , RESEARCH CENTER
FRUTAS GINEBRA. SUIZA.
CARAMELOS 5% SPECIALIST
COMO SUS- DAIRY INGRE-
TITUTO DE LECHE DIENTS. E.U.A.
YOGHURT 50% SPECIALIST
COMO SUS- ‘ DAIRY INGRE-
TITUTO DE LECHE DIENTS. E.U.A.
LECHE CONDENSADA 50% SPEGIALIST
COMO SUS- DAIRY INGRE-~
TITUTO DE LECHE DIENTS. E.U.A.
BASES PARA FER- 50% BRITISH
MENTAC IONES CHARCOALS &
COMO SUSTRATO Mc DONALDS. GRAN
BRETARA.
JARABES PARA 90% MILK MARKE
SUSTITUIR AZUCAR TING BOARD &
EN MERMELADAS Y CORNING GLAS
HELADOS WORKS. E.U.A.
TABLA 1

1



CAPITULO 1

CONCEPTOS GENERALES
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1.1 GENERALIDADES DE LAS ENZIMAS

Definicién; Las enzimas son catalizadores biolégicos, de
.- naturaleza protéica que intervienen en todas las reacciones
metabbdlicas energéticamente posibles que ellas aceleran por
activacién especifica. Permiten alcanzar rapidamente el estado de
equilibrio de la reaccién sin modificarlo, al! final de cada ciclo

de reaccién la enzima permanece inalterada.

Las enzimas son macromoléculas gque pertenecen a la clase de
las proteinas globulares. Algunas de ellas son homoprotéicas
constituidas Unicamente por un encadenamiento de Acidos aminados.
Otras son heteroprotéicas que poseen una parte nc protejca, un
cofactor necesaric para la actividad catalitica asociado

fuertemente a la proteina.

Una de las caracterigticas mas importantes de las enzimos es

13



~"§n§(mﬁ£ica.

En las enzimas existen una pequefia porcién implicada en la
fijacién del sustrato, asllcomo en la reaccién de catélisis dicha

porcién, se conoce como “*sitio activo".

Para que el sustrato pueda acoplarse al sitio activo, debe

poseer al menos dos caracteristicas distintas.

1.1.3 El enlace especifico o unién que debe ser atacado por la



enzima; '

= Las eqiimqs heteroprotéicas utilizan diversos tipos de

cofactores algunos son lones metalicos (Mg'!, Fe'’, Mo, Zn'!, Cu",
K'Y, y . otros cofactores organicos (Nicotinamida, Coenzima A,

Tiaminal.

1.2 FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS.

1.2.1 Concentracién de sustrato.
1.2.2 pH,
1.2.3 Temperatura.

1.2.4 Concentracisén de iones.

15



G125 Concentracién de fnhibidores.

:1.2.1 Concentracién de sustrato. Este factor afecta a la
valocidad de reaccién debido a la saturaclén del sitio activo de ia

enzima.

1.2.2 pH. La mayoria de las enzimas ven afectada su estructura
eléctrica con cambios en el pH. Sin embargo el rango éptimo de pH
para la actividad enzimatica fluctia entre los valores de 4 y 9,

dependiendo en especifico de cada enzima,

1.2.3 Tewmperatura. Al igual! que ocurre en la mayoria de las
reacciones quimicas, las reacciones enzimAticas sufren un
incremento en la velocidad de transformacién al incrementar la
temperatura. Aproximadamente la velocidad de reaccién se duplica

por cada aumento de 18°C en la temperatura.



Sin embargo un exceso de temperatura provoca una modificacién
en’'la es;ruétura'trfdimensional de los péptidos que constituyen a

;lé'énziﬁﬁ..pérﬂiéhaé éﬁéh‘su actividad.

5CE;* ;aﬁgdx'ﬂéf teﬁpefathré entre los cuales se tiene mayor -
nctividad enzimdtica se encuentra entre los 25° y 50'C, sin embargo,
se_ha encontrado actividad enzimética a temperaturas menores de 0'C

y cercanas al punto de ebuilicién del agua.

1.2.4 Concentracién de fones. Afecta el equilibrio de cargas
electricas de los péptidos gue conforman las enzimas, teniendo asi
una activacién a bajas concentraciones o 1a desnaturalizacion de la

enzima en concentraci{ones elevadas.

1.2.5 Concentracién de inhibidores., 3Son compuestos que
originan una disminucién o pérdida total de actividad enzimatica.

De acuerdo al mecanismo de accién, este tipo de compuestos puede

17



dividirse en'dosigrandes grupos:

eneuna pérdida de la

teniondo 51 una pérdida

ﬁotalqdq la actividad eﬁzlm&ﬁicu;

El segundo grupo, es aquel en el cual, ei inhibidor ocupa el
sitio activo de la enzima, evitando con esto la transformacion det
sustrato, debldo a la formacién de un complejo enzima -~ inhibidor

que retarda la reaccién.

Este tipo de inhibicidén se c¢lasifica en competitiva,

acompetitiva, no competitiva y de inhibicién irreversible .

1.2.6 Inhibicién competitiva.— Se caracteriza por que el
inhibidor puede combinarse con la enzima, de tal modo que compite

con al sustrato para unirse al centro activo. Este tipo de

18



1lnH{hid]6n.form un domplejo enzima ~ inphibidor similar al complejo

'~Entfu gf&ficu 1 se puede observar el efecto de

qtltfvo en la actividad enzimatica.

:;'},2;7,Iﬂhibi§ién ;competitiva‘— En este tipo de inhibicién el
: _‘!hh.irbi_ddr svercombina con el complejo enzima-sustrato para formar un
complejo inactivo enzima~ sustrato-inkibidor el cual no sufre ia
transformacién a producto. En la grafica 2 se puede observar el

efecto del inhibidor acompetitivo.

1.2.8 Inhibicién no competitiva.— Un inhibidor no competitivo
puede csmbinarse con la enzima © bien con el complejo enzima-
sustrato, interfiriendo con la accién de ambos. Este tipo de
inhibidores se unen a la enzima en un sitio activo por lo cual se
consigue una deformacion enzimatica lo que lleva a una inactivacisén
o una dism{nucién en la velocidad de formacién de complejo. En la

gréfica 3 se puede apreciar este tipo de inhibicién.

i3



necesariopara. la catdlisis. '™V

17;37 CLASIFICACION DE ENZIMAS.

Las enzimas se puaden clasificar en base a:
1.3.1 Su funcién.
1.3.2 Su origen y,

1.3.3 Su mé¢todo de fijacion.

1.3.1 Por su fupncisdns Encontramos dos maneras de nombrarlas,
una trivial que consiste en agregar el subfijo “asa” al nombre del
sustrato gque transforman por ejemplo; la enzima lactasa que
hidroliza al azucar presente en la leche, la ureasa que cataliza la
hidrélisis de la urea con produccién de amoniaco y diéxido de

carbono, sin embargo esta manera de denominarlas ha resultado poco

20



conveniente dado que en la actualidad hay enzimas que han recibido
nombres que quimicamente son poco informatives. Por esta razén, se
ha desarrecllado un nuevo sistema para nombrar y clasificar a las
‘enzimas. éste coneiste en dividir a las enzimas en seis clases
principales, las cuales son designadas en base a la reaccién que

catalizan. Tomando en cuenta esta clasificacién tenemos:

Nombre Clagificacién
Oxido - reductasas 1
Transferasas 2
Hidrolasas 3
Liasas 4 )
Isomerasas ‘ 5
Ligasas 6

Oxidoreductasas; Catalizan las reacciones de oxido-reduccién,

es decir, trasferencia de hidrégeno o de electrones de un donador

21



Hidrolasas; Provocan ia hidrélisis de diversos tipos de enlace

por ejemplio un ester, acetal, y peptidicos. lLas subclases son
definidas por la naturaleza general de enlace que es hidrolizado,
las subclases dan precisién complementaria respecto al tipo de este

enlace.

El nomhre sistemético se forma de acuerdo al medele "sustrato-
hidrolasa® un prefijo que precisa la naturaleza del grupo eliminado
cuando la enzima es especifica para éste enlace. En general las

hidrolasas son haloproteinas.

22



Liagas; ‘Las liasas son proteinas que rompen enlaces carhono-
carbono,; carhono-oxiéeno y carbono-nitrégeno con faormacién de un

- doble enlace en uno de los dos fragmentos.

Ligasas; Cuando las.liasas actuan en sentido inverse, es decir
con condensacién de dos moléculas con desaparicién de un doble

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

Isomerasas} Catalizan las reacciones de isomerizacién cis-
trans o también originan modificaciones intramoleculares que

transfieren un agrupamiento o producen oxido reduccién. "'V

A las divisiones anteriores se les hacen una serie de
subdivisiones las cuales nos indican el enlace en especifico que

modifican la enzima, '

1.3.2 Por su origen las enzimas se pueden clasificar en:

23



Enzimas de origen animal.

Enzimas de origen vegetal.

Enzimas de origen microbiano.
Enzimas ‘de origen animai. Son enzimas que forman parte del
',meiaholisma natural de los animales y que se extraen para usos

industriales. Como ejemplo se pueden mancionar:

Enzima renina obtenida del cuarto estémago del becerro hasta

antes de la ¢uarta semana de vida.

Enzima pancredtica que 5e aoxtrac del pAncreas de los cerdos.

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

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

estructura de algunos vegetales. Por ejemplo:

24



Papaina, que se extrae del latex de lu’;‘:.’e’npt:i}fu.: o
Parbxldusa.' obtenidas de: la raiz dal'r;l?juné."»
Ureasa, que se extrae de la soya.

Amilasas, que se obt;ene de ‘1;: cebada g’ermlryna.d’a.’
B:;éinelir;a, se éxtraé de la pi‘ha‘f

. Fisina, obtenida del higo.

7!.17: ‘maforla de las enzimas de origen microhiano se obtienen al
faverecer el crecimiento de cepas espscificas de algunos
microorganismos y se dividen en tres:

~ Fungicas
- Bacterianas

- Las que se obtienen de las levaduras.
1.3.3 Método de fijaciém:

Por su método de fijacién las enzimas se dividen en:

25



Ma iz % Cnpsula Adsorcian Enlace Covalente

‘Libres. Son aquellas enzimas que una vez aisladas de su origen
natural, son estabilizadas en una solucison acuosa, la cual sirve
como vehiculo para su utilizacién, y se denomina como libre porque
una vez mezclada con el sustrato es irrecuperable por métodos

econémicamente viables.

Inmovilizadas. Son aquellas enzimas que una vez aisladas de su
medio natural, se fijan en algun tipo de soporte por medio de
diversas técnicas, las cuales van de métodos fisicos muy simples
tales como la absorcién y encapsulamiento, a técnicas quimicas como

la fijacién por enlace covalente. La ventaja de este tipo de enzima

26



esrque;se_pdede reutilizar por pn'§ei1odo de tiempo relativamente

lafgo. (1173}

Inmovilizacién por inclusién; consiste en la retencién de la

.?nzima en el interior de la red tridimensional de un polimero
inaolub}e en agua o aprisionada en el interior de microcapsulas
delimitadas por una membrana semipermeable en la cual los poros son
lo suficientemente pequefios para impedir la difusién de las macro

moléculas, pero suficientemente amplios para permitir el paso de!l

sustrato y de los productos de reaccién.

En este procedimiento la enzima misma no esta ligada al

soporte y conserva su i{ntegridad funcional.

Inclusién_en una matriz,

La enzima insclubilizada o digpersada en la solucién de un

27



lmonomsro, q\>.|9"Be poliméri‘zu inmediatamente en presencia de un
agente de ir-at‘.;cula:cién "y de. un coloide  protector, (albumina,
agarosa o Aextrano). El gel obténido e reduce a polvo después de
unnrdeshidrutaclbn Vy se. suspende{ eﬁ.aguu en el momento de empleo.

Los polimerés gintéticos mas usadoes son; poliacritamida,

metacrilato, polietilenglicol, polivinilpirrolidona, o naturales;
almidén, carragenina K. Las enzimas pueden ser adheridas en

membranas © en las fibras huecas.

Inclusion por. microcapsulamiento, El nombre de

encapsulamiento, se debe a que an este métedo un gel © una membrana
rodea a una enzima por medio de una polimerizacién, o bien cuando
la enzima es retenida en un polimero prefahricado por una formacién
subsecuente de una red. La microencapsulacién y el encapsulamiento
en fibra son otroe ejemplos de este tipo de imnovilizacién, En

algunos casos el término encapsulamiento ha incluido la

28



E ‘copolimerizacién’ que es esencialmente una forma de red.

En ;J.a;'laral. las iéénicas de encapsulamiento tienen varias
; v'e'ntajc\s';' permiten una alta concentraclén de enzimas; estas pueden
éexJ retenirdas sin ninguna modificacibn quimica o enlace que pueda
provecar la pérdida de actividad. Varios sistemas enzimaticos
pueden ser manejados debido a que el encapsulamiento permite la

retencién de las células vivas junto con sus sistemas enzimAtices.

El tamafio de las microcApsulas puasde variar de 1 a 100

micrémetros.
Ventajas y desventajas del método de incliusién.

Ventajas.- Son convenlentes para todos los tipos de enzima y
en sistemas multienzimAticos, alta retencién en un volumen pequefio,

la totalidad de la mass protéica esta incluida en la red del

29



polimero’c

,{'besygnﬁuj Lus\ﬁésgé@;astpuedsn desprenderse con el tiempo,
:pa} 'Bﬁro-'iado}‘lds condiciones de la polimerizacisen son
desnaturalizantes de la enzima. Pero el principal factor limitante
aes al  freno de la transferencia de masa en e! soporte; por

fenémenos de impedimento estérico y de difusién a través del gel o

de la membrana.
Eilscisén por enlace.

En esta técnica la enzima debe ser fijada al soporte, tan
s6lidamente como sea posible., Se deben considerar caracteristicoas
tanto de las proteinas que se van a fijar, como del soporte; tamafio
de las particulas, relacién molar de los agrupamientos hidrofilicos
e hidrofébicos y grupos relativos, estos se dividen de acuerdo al

enlace de la enzima en adsorgién y enlace covalenta.

32



Fijacién por adsorcidn o enlace iénico.

La {inmovilizacién por adéoréléﬁinvb.lucrg numerosas fuerzas de

interqcclén Ele Bajé‘eﬁe‘rigia.eﬁ‘t»réx Lsopor‘te y la proteina‘: fuerzas

--de- Van'de ‘Wanlrs

y -uﬁidneé ‘hidrofébicas.

~En el—ﬁce;sé»da :B;:p:orté‘s no ﬁrorf;:sos sobre los cuales se flja
sup‘errﬂciulme”nte la ex;nzlmn, se forman en la proximidad de las
particulas sélidas capas, sucesivas de moléculas de enzimas, unidas
con mayor o menor fuerza. Cuando ol material es poroso, la enzima

penetra en los poros.

Fijacién de !a enzima modiante enlaces covalentes.

Este método involucra reacciones quimicas creando un enlace
irreversible entre la molécula enzimatica y los grupos reactivos

del soporte.

31



1.4 'GENERALIDADES DE LA ENZIMA B-GALACTOSIDASA.

La enzima lactasa, llamada asi porque cataliza la hidrélisis
del carbohidrato de la leche (lactosa), es conocida formalmente
como B-galactosidasa, debido a su facultad de acelerar la

hidrélisis del enlace de la glucosa y de la galactosa.

La S-galactosidasa es una enzima que se puede obtener de
levaduras tales como Kluvyeromyces lactis, Kluvyeromyces fraqilis

y Saccharomyces fragilis y de hongos como es el gaso 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

aplicacién al tratamiente de leche.

Su estabilidad con respecto a la temperatura esta limitada a
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temperaturas no menored de’ 18'C.y encontrando su actividad éptima

en un rango de ;emper;tu}us que yukda‘aﬂiu;SS'c..

A, ta@pardﬁurgs;fgayéraéwfdgy 45fC !“, enzima se inactiva
rApidamsnte. Por otro'iaAQ; L; enzima de origen fungice es estable
en un ampl?D }ango de pH (4 a 6.5}, teniendo su éptimo minimo de
4 a 5, lo cuai la hace particularmente adecuada para la hidrélisis
de lactosa an suero &cido (se caracteri{za por tener un porcentale
de &cido lactico de 8.4 y un pH de 5 a 5.8)., La galactosidasa de

origen fungico es también mas termoestable siendo su temperatura

maxima los 69'C y una éptima de 55°C.

Con respecto a la inhibicién por producto se tiene que la
enzima producida a partir de levadura presenta menos inhibicién gque

[a de origen fungico.

Esta enzima se puede encountrar en forma libre o inmovilizada,
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el suero y en.la leche.

La inmovilizacién enzimatica se puede legrar- utilizando
diversas técnicas y soportes, dependlendo del origen de la enzima
y del tipo de reactor a utilizar. En la figura 2 se observa el

mecanismo de reaccidén de la enzima B-galactosidasa.

1.5 CINETICA ENZIMATICA.

La cinética enzimAtica es ol estudio de las enzimas en su
funcionamiento, establece la relacién que existe entre ta velocidad
de reaccién enzimatica y de las concentraciones de sustrato [S]1, y

de la enzima (E]l, asi{ como la influencia de algunos factores tales
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como el pH; Ta :'tgmpérétgrq,_ ia‘presencia da'inhibidores y actividad

ési gene;ales que

151]:1 sustrato [8), forma con la enzima [E}, un complejo
intermediario [ES], Este compi@jo resulta de la unién del sitio

activo de la enzima y la molécula del sustrato.

1.5.2 La velocidad de reaccién en el tiempo (t), es decir ia
velocidad de desaparicién del sustrato, — dSs/dt, o de la aparicion
del productoe dP/dt que se representa por la pendiente de la
tangente a la curva. P o 8 = f(t} no es constante para las
concentraciones dadas en la enzima o en el sustrato y disminuye en
funcién del tiempo, debido a la desaparicién del sustrato en el

curso del desarrollo de la reaccién.
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CUE4'S <=2 ES =33 B+ P

Para las reaccloﬁas'enziméticus son validos los principios
genesrales de las reacciones quimicas, las cuales por su cinética se
clagifican de acuerdo al orden de reaccién; teniendo reacciones de
orden cero, de primer orden, segundo y tercer orden; segun la
influencia de la concentracién del sustrato sobre la velocidad de

reaccién.

Las reacciones de orden cero son aquellas en 1las que la
congentracién del sustrato no tiene influencia en la velocidad de

reaccisén, "

Las reacciones de primer orden son aquellas que dan lugar a

una veloecidad directamonte proporcional a la concentracién dsl

sustrato,
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Las: reacciones de segundo orden son aquellas en las que la
velocidad ‘de. transformacién ' es directamente proporcional al
producto de la concentracién del sustrato, o a la segunda potencia

de -la concentracién del sustrato.

Tercer orden: este tipo de reacciones son aquellas cuya
velocidad es proporcional al triple producto de la concentracién

del sustrato. Estas reacciones son escasac.

Ecuacién que_rige la cindtica enzimitica (Michaelis 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 saturacidén de la enzima con el sustx:ato. Esto provoca
que a una baja concentracién de sustrato la velocidad de reaccién
s casi proporcional a la concentracién del mismo, siendo esta

reaccién de primer orden. Sin embargo, a medida que la
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qpnéen;racibn de éustrnto aumantg. T la valécidad de reaccién
'disminuye. dejando de -ser proporcional a la  concentracién de
sustrato; en esta zona el orden de la reaccidén es mixto. Al seguir
aumentando. la concentracién del sustrato, la velocidad de reaccién
llega a ser independiente de ésta, aproximadamente a un valor

constante siende una reaccién de orden cero.

Para explicar el fenémeno anterior Michaelis-Menten supuso
que la enzima se combina con el sustrato para formar un complejo
enzima-sustrato. En la segunda atapa, el complejo desaparece para

formar enzima libre y producte mediante la siguiente reaccién:

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

caracterizada por una reaccién de primer orden:

Vo = K{ES]
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Sin embargo, come K y [ES] no pueden ser medidas, se debe

encontrar otra expresién gque permita evaluar en funcién de otras

variables. Para ello es necesario escribir una reaccién por

de la siguiente ecuacidn:
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CAPITULO 2. -

BIOREACTORES DE ENZIMA INMOVILIZADA
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2.1 INTRODUCCION.

Siendo el.: reactor ‘la ' parte clave dentro del proceso,
‘comenzaremos por‘défihlrlo; Un reactor es el equipo del proceso en
el que se realizan los cambios quimicos necesarios de materia para

,pode:'bbtener un produeto determinado.

Por su operscién, podemos identificar a los reactores en: '"

discontinuos, continuos y semicentinuos:

2.1.1 Reactor discontinuo. Este tipo de reactor admite todos
los reactivos al principio y los procesa segun un curso
predeterminado de reaccién, durante el cual no se alimentn o extrae
ningun tipo de material. Por lo comiun este tipo de equipo tiene ia
forma de un tanque con o sin agitacién, y se usa para procesos dea

bala productividad principalmente.
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2.1.2‘Reactor cont’i‘nu'o..lin esté tipo de equl#o los reactivos ’
Be intr>o‘ducen y los productos se zektraen simultaneamente y de
manera constante. Eeta clase de reactor puede tener la forma de un
tanque, estructura tubular, o una torre y tiene multitud de
aplicaciones en plantas de gran escala con el propésito de reducir
los costos de operacién y facilitar el control de calidad del

producto,

2.1.3 Reactor semicontinuo. A esta categoria pertenecen
aquellos reactores que no satisfacen por completo las dos clasee

antes mencionadas.

Por sus caracteristicas de disefio podemos clasificar a los

reactores en: '"" tanque, tubular y fases dispersas.

2.1.4 Reactor tanque; Ee quizad ol tipo de reactor de uso mas

comun en la industria. En la mayecria de los casos estd equipado con
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algﬂn”med!b de -agitacién, .as{ 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'sétef£ipo de equipo se consigue un mezclado casi

perfecto; salvo {os'casos que se trabaje con liquidos 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 sxtremo del reactor y el producto sale
por otro, con una variacisén continua de composicién de la mezcla de
reaccién en estos dos puntos., La transferencia de calor del reactor
6 hacia éste se logra por medio de una camisa o un disefio de tubo
y coraza. El reactor tubular tiene aplicacién en casos en que gea
indeseable el retromezclade en la direccién del flujo, Los tubos
del reactor pueden estar empacados con grénulos de catalizador o

sélidos inertes.
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27‘.1‘.6 Reactof en torre. Esta clase de reactor se caracteriza
" por sq_'esgructura cilindrica vertical con una relacién grande entre
la‘arlhrlra y el didmetro. Puede tener desviadores o rellenoe sélidos
'Grénctivos, catalizadores o inertes), o bien, quizAd se limite
sent::illarnente a unz torre vacia, y se utiliza para procesos
continuos de reacciones heterogeneas. Como ejemplo de ellos estan
el. horno de cal y las unidades de absorcién 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 ligquido (por ejemplo,
aceite) que puede ser uno de los reactivoes., El reactivo gaseoso que
ge burbujea por la suspensién se disuelve en sl medio liquido en
donde se ;;roducan las reacciones catalizadas. Esta técnica facilita

8l control de la temparatura debido a la gran capacidad calorifica
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ﬁ#y“laaucaract;rgétfcgé favorables  de trnnsfarénciuvdglcéior del.’

1iqiido,

2.2 ‘REAGTORES DE ENZIMA INMOVILIZADA

Numerosas enzimas,extraidas !a mayor parte de microorga=-
nismos, son utilizados industrialmente como catalizadores.Como  se
mencioné anteriormente las enzimas pueden ser adsorbidas, enlazadas
‘por enlaces covalentes, © por atraccién en la superficie de
soportes particulares, constituidos principalmente en materiales
inorgénicos tales como; vidrio poroso, bentonita y éxidos
metalicos. Pueden igualmente ser encerradas en el interior de
microcApsulas o colocadas en membranag constituidas por pelimeres

biolégicos o sintéticos, depositadas sobre una trampa plAstica.

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

los siguientes factoresat:
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obto de’operacién de 1a. inmovilizaciém y la

"anQréiﬁn de lns1uéqqéidadas de instalacien,

1Aq£{y{dqﬂt;eéidhulrda la enzima fijada.

- Esknﬁilldad del complelo en el transcurso de su utilizacién

(pé}didas por desnaturalizacién o liberacién de la enzims).

- Caracleristicas del sustrato a tratar: masa molecular y

viscosidad.

Chibata'*t"’ distingue dor diferentes categorias de sistemas

fermentativos dependiendo el modo de alimentacién del sustirato:

2.2.1 Sistema de jotes:— Reactores agitados.
2.2.2 3istema continuo:- Reactores de alimentacidédn continua.

- Reactores de pistonas de daesaglle
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Existe otfa»cldgiflcacl@nubasaqé an’Ia nal :algza‘qgl soporte -y en

1a iegnﬁloj(é”dekurkd]légﬁ

Debido a. sus propiedades plasticas, los soportes de membrana
pueden ger utilizados en diversos tipos de reactores. En ciertos
casos la membrana constituye una simple barrera fisica gue retiene
las macromoléculas dentro del compartimiento de reaccién; este es
el fundamento de las membranas de ultrafiltracién que se utilizan
para recuperar el biocatalizador en los reactores de agitacién como

sa puede observar en la figura 3,

La enzima puede estar en forma libre, soluble o fijada sobre
particulas sélidas lo que acrecienta su volumen y permite trabajar
con un mayor tamafic de poro de la membrana y con rendimientos mas

elevados.

47



. 1'El principal inconveniente de esta técnica es el fenémeno de
.yi'po}rur@zaoi{:‘nr“ que consiste en ‘una atracclién por las diferentes
cargag 'y se -produce una - acumulacisn’ de compuestos de masa

‘melecular-elevada ﬁohre‘l;‘da}q‘

obstruccién-de poros.

2,24 Reactores,dé sopote de particula.
~Reactores agitados
-Reactores de lecho fijo

-Reactores de ilecho fluidizado
Reactores agitados

El complejo insoluble enzima-sustrato, se mantiene en
suspensién en el medio de reaccidén por agitacién mecanica, en el
régimen discontinuc. Entre cada ciclo se debe proceder a la

recuperacién de la enzima por filtracién, centrifugacién o
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sedimentacién, Conforme se va reutilizando la enzima hay una
pérdida gradual de la actividad enzimatica por lo cual es necesario
un aumento progresivo del tiempo de permznencia en el reactor o el

suministro de pequefias cantidades de enzima nueva.

Este tipo de reactor es utilizado generalmente para sustratos
de viscosidad elevada y para las enzimas que tienen une actividad
relativamente débil. La oxigenacién producida por la agitacién
pusde provocar una répida desnaturalizacién de la anzima. Este
procedimiento es especialemente conveniente para las reacciones de

oxidorreduccisén,

Entre las principales ventajas de ésta técnica tenemos:

—La simplicidad y el costo relativamente bajo de su
funcionamiento.

~Una buena adaptabilidad a diferentes tipos de fabricacién.

-Un facil control de las condiciones de operacién.,
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-La adicién de enzima nueva.

Reactores de lacho fijo.

La enzima se encuehtra~fljada‘aob}é danfro:ée una

columna. a través de la cuaY'es:percoIaﬂa'la‘sblucién artratar. La
alimentacién continua del sustrato se puede hucaf por flujo
ascendente © descendente y se puede adaptar algun dispositive para

su recirculacian.

La compactacién de las particulas del soporte puede originar
la formacién de vias preferenciales del fluido a través de la
celumna, asi come variaciones en el gasto y medificaciones en la

curva de distribucién de los tiempos de contacto.

Este tipo de reactor tiene el i{nconveniente de presentar una

pérdida gradual de la enzima inmovilizada en funcién del gasto de
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alimentacién, de la ﬂsédsidad"(dé' la solucién, del tamafio y la

forma. de las fparticuiﬁs del oi-';e.‘ de la longitud asi como de la

la yélbcidad da alimentacién es

ma Eﬁmq'riia ‘con el tiempo.

isi 'sfu’p‘dn’émols':' que todos los constituyentes del medio de
B raacéién permanecen en contacto durante tiempos idénticos en el
reactor, se puede considerar que cada elemento de volumen de
Hqu.ido dV' se comporta como un microreactor homogéneo que se

desplaza a la manera de un pistén a lo largo de la columna (fig 4).

Para el régimen permanente la velocidad de reaccidn se rige

por la siguiente ecuacién:

QoSo |_ K'm

Vs e < Xg = —=== Intl-Xs) >

Vmax I_ So J
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‘L‘c‘a'.n t’:urvai'sﬁxg: t;ri qunclbn de (Lnil;s(sl) es un? recta de
) pre.nvdlén’!".e k'm ;n donde !a interseccién con el eje de las ordenadas
pafmlts el calcuio de Vméx. Para gastos bajos, existe una
diferencia significativa entre la concentracién medio de sustrato
an la columna y la concentracidn en lo proximidad de! sitio activo
de la eonzima y el valor de K'm es més elevado para la eanzima
asociada que para la enzima !ibre. Cuando &l gasto es elevado, esta
diferencia tiende a decrecer o causa de una disminucién del espesor

de la copa limite, lo que mejora la transferencia de material,

Reactores de lecho fluidizado

El catalizador enzimatico es mantenido en suspensién en el

52



regc‘_tfoi;'p'or 1a ‘circulacibn ascendente de la sclucién a tratar o por
.,l.»a:,_'i;\ky‘f‘accyi:él'.\ kda‘ un gas. En éste sistema, al aumentar la superficie
‘krrei‘!‘xc»t‘i»\rm del complejo en relacién &l lecho fijo, es posible
v'jvdrij;n'\lhuir la cantidad necesaria de enzima. Mejora igualmente los
ir;tércambios térmicos y es conveniente para el tratamiento de:
.- afluentes de alte viscosidad. Ademds, los riesgos de obstrucelén
éon menores que en el caso de las columnas compactadas. 3Sin
embargo, las fuerzas de friccidn de particulas sélidas y el liguido
ascensional son regponsubles de la pérdida de carga y del

establecimiento de corrientes de circulacién que abaten

considerablemente los rendimientos.
2.3 PERDIDA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La pérdida de actividad enzimdtica con el tiempo es uno de
los factores mas importantes a determinar o incluso limitar la

operacién del sistema y su economia.
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. ‘actividad

2.3.3 Recubrimiento y aislamiento por parte del sustrato.
2.3.1~ LQV Enzimha puede salir del sistema por desorcisn,
inestabilidad en los enlaces quimicos, fugas =z través de las

membranas o por erosién del soporte.

2.3.2 La pérdida de actividad enzimdtica puede deberse a:
desnaturalizacién térmica, inhibicién o inactivacién por los
componentes de la alimentacién o por accién de enzimas
proteoliticas. La velocidad de desnaturalizacién puede ser afectada
por el pH del sustrato, la temperatura o por la concentracidén del
sustrato. De igual manera, una contaminacién microbiana destruye 1a

enzima o bloquea el acceso al sustrato.
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é.a.a Otros componentes de la alimentacién, tales como las
proteinas pueden también provocar el recubrimiento o bioqueo de los
porés del soporte, resultando una pérdida de actividad aparente.
Usualmente la velocidad de 1a pérdida de actividad es proporcional
Va la cantidad remaqante de actividad, resultando en un patrén

exponencial de disminucién.
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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 hidrélisis enzimdt{ica por medio de

la beta-galactosidasa inmovilizada en un proceso semicontinuo.
Elementos que intervienen en la hidrélisis:

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 {nmovilizada.

Es una enzima de origen fungico fuertemente unida al soporte
fabricado de un polimero conocido comercialmente como plexigliass,
el cual la hace insoluble e impide la pérdida de ésta, aln después

de varios meses de uso.
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3.1.2 Juerc de leghe.
El. suerc obtenido de las queserias se puede clasificar en
suero dulce y suerc &cido. La qaracterlst!ba de acidez de cada uno

de 9s£q573uér65 esta en funcién del tipo de quesoc elaborado.

:Las carﬁcteristicaé del suerc son:

DULCE ACIDO

Humedad 93.7 % 93.5%
Grasa 2.5 % 0.94%
Proteina 2.8 % 0.75%
Lactosa 4,85 % 4.9%

Conizas 2.5 % 0.8%

Acido. Léctico 2,05 % 2.4%

PH 6.3 5.5
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Temperatura. La méxima actividad enzimatica se alcanza a los

6@°C, pero cuando la hidrélisis es continua y el suero es acido, la
temperatura no debe exceder de los 45°C, para no acortar la vida de

la enzima.

3.2 DESCRIPCION DEL EQUIFPO:

3.2.1 Reactor.- El cuerpo del reactor consiste en un tubo de
plexigiass de 10 cm de diémetro y 79 cm de longitud,con tapas de
rosca dentro de las cuales se encuentra una malla circular de acero

inoxidable.
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§14voiﬁﬁenfd§[5Ee;ct6f;éﬁ:dé‘b.bGSAVW;:

3.2:2° Intercambiado} de calor.—  Consiste en un tangue

ciu.ndrriccsr deigcarorlnéxldable,que contiene en la parte i{nterna un

serpantin de 5 m de longitud vy 8.8 cm de didmetro, estéd provisto

" también de un agitador de propelas, que tiene como fin crear una

convecclién forzada en el agua para incrementar la transferencia de

calor,

3.2.3) Controlador de temperatura.- El control de temperatura

se lleva a cabo en el intercambiador de calor, gue esté provisto de

dos resistencias controladas por un termopar y un pirémetro que

actuan como dispositivo de control que opera al reglstrarse una

diferencia de 1'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 peristaltica.- Esta gompuestu de dos baleros
girator;os qﬁe hacéﬁ un mavimieﬁto rotatorio sobre una manguera de
latex provocando un ‘impulso tipo  peristaltico, y tiene uﬁa
capucidadr éé hqmﬁeo deA 2 a 70 1/h pudiendo variar el gasto
cambiando 1a valécidad de la bomba.

3.2.5 Sistema de transporte de fluidos.- Esta operacién se
lle;a a cabo por medio de mangueras de PVC con un didmetro de 0.6
cm. las cuales, trnﬁsportan el fluido a través de todos los

componentes del sistema.

3.2.6 Prefiltros,-Es un par de mallas del No 402 de nylon ,

localizadas en la entrada y salida del reactor.

3.2.7 Filtro.-Es un filtro millipore 687 Neu-lseubura, se

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

Preparacién de! sistema:

Consiste en dos oparaciones que tienen como objetivo desalojar
los restos de la solucién desinfectante o salina segun sea el caso,
con el fin de que no tengan ningun efecto de inhibicién con la

enzima o contaminacién del producto.

3.3.1 Primeramente se debe inyectar aire al sistema para des-
alojar la solucién desinfectante que se encuentra a lo largo de él.
Para realizar esta operacién se deben colocar las valvulas en la
posicidén adecuada (fig. Sa y 5b) e inyectar aire filtrado a una

presién no mayor a las 15 lb/pulg’.

3.3.2 Una vez eliminado el desinfectante, se c¢olocan las

vhlvulas en 'la posicién de contraflujo (fig. Sa y Sb ) , y se
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c&rculaﬁ pof~todo el sistema por lo mernos 20 lts de.aguu limpia y
pasteurizada., Esta operacién se realizs con e! fin de eliminar
_'todos los residuce de desinfectante que podrian llegar a contaminar

el broducto.

Acondicionamiento del Sustrato:
Una vez preparado el suero, hay gque asegurarse gue no se
encuentre & una temperatura mayor de 4@8'C y no presente

precipftado o impureza antes de {ntroducirlo al sistema.

Estabilizacién de Condiciones:

Para la establilizacién de las condiciones se deberén colocar
las valvulas en posicién de hidrélisis (fig Sa y 5b) y comenzar a
circular suero por el sistema, haciendo un "by pass" en el reactor.
Desechande el flujo que salga al principioco de esta operacién,
debido a que este trae residuos del agua de enjuague. Esta

operac{én se efectua con el fin de lograr condicicnes estables de
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flujp.'lylftgmpérﬁﬂgfu ;énteé‘-¢é"édmeﬁihr';con ‘el’: proceso - de

“hidréllat)

Hidsinta:

Uéac véz .élcénzndas las cond;ciaﬁes deseadas’ dé flulo Vy
temégraturs, se elimina el "by pass” y se inicia la alimentacisén
constante al reactor en forma de goteo scbre e! lecho de enzima
inmovilizada. Puede darse el ceso que ol principio el goteo no sea
uniforme, esto se debe a gue existen aun burbujas de aire dentro

del sistema.

Limpieza y Dosinfaccién:

Inmediatamente despues de que se termino de hidrolizar todo el
volumen de suero, se deberd realizar la fimpleza. Esta etapa es de
vital impeortancia en la duracién y eficiencia de la enzima
inmovilizada. EI principio de la operacitn de limpieza se basa en

la separacién del lecho en unidades individunles, es decir lograr
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yln‘sephraciﬁnkde cada uno de las esférulas de enzima. Esto se logra
cpiqéandu las valvulas en la posicién de contraflujo-timpieza’
.comanzando o alimentar agua limpia para el enjuague. Ya que se
logré inundar el reactor, sg comfenza a introduclyr ajire filtrado y

-sa logra upa fluidizacién de!l lecho.

Este estado de fluldizacién y contraflujo de agua se deberd
mantener el tiempo necesarfo hasta gue €o logre apre¢liar visualmen—
te que &l agua tanto del reactor,como la que sale por la manguera
es cristalina y no presenta olores. El agua de lavado debe estar
entre 10 y 20 °‘C para no afectar la actividad de la enzima. E}

reactor se deber& dejar siempre inundado,

Eata operacién se dehe realizar cada 24 hrs,, aunque no ae
utiiice &l reactor. 3§ el reactor no e va a utilizar on un pariocdo
no mayoer de TZ hrs., se debe dejar inundado con una solucién

desinfactante.
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: Siraé f;ééi;r‘p??va?$ §ér-§tilizudo‘pqr periodos mayores, se
Ideber§ d;ﬁu;:lnundﬁdo,cQE una sdiucibn.de cloruro de sodio al 25%
ghrn';nh‘bif al' crecimiento de microorganismoe. Esta sclucibn debe
ser cambiada por lo menos cada tres meses, repitiendo la operacién

de limpieza cada vez,

La solucién desinfectante tiene como objetivo eliminar micro-
organismos patégenos y lograr inhibicién del crecimiento de honges
principalmente. Para evitar el desorrollo de resistancia por parte
de los microorganismos, se debe alternar el tipo de desinfectante.

Los desinfectantes recomendados son:'*"

~Peréxido de hidrégono al @.1%,
~Formaldehido al @.1%
~Acido acético al 0.1%

~Acido fadrmico al 0.1i¥%
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3.4 DESCRIFCION DE LA PARTE EXPERIMENTAL:

Objetivo: Daeterminar las condiciones estadndar de pH, flujo,
temperatura y concentracién de iones de un reactor de lactasa
inmovilizada, para lograr una hidrélisis del 50% de la lactosa en

suero de leche desmineratizado.
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3.4, Diayrana de blogues del desarollo mperinental:

ESTHNDAIZACION
OE 105 ELENENTOS
#EL PROCESD

PASTEURTZACION

COMD ICIONES
$EL PROCESO

HIBROLISIS

CUMMTIFICACION
BEL
% DE NIDAGLIBIS




Desarrolio experimental:

un  suero  en isiglientes

‘caracteristicas: o

Humedad SR K

Proteina 13 %
Grasa 2.8 %
Minerales 2.3 %
Lactosa 82.4 %
Cloruros 0.2 %

Con el objetivo de preparar un suero con caracteristicas
similares a las de un sueroc fresco que contiene 5 % de lactosa, se

realizé el sigquiente balance de materia:
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" BALANCE

R T—

~ MEZCLADO

Donde: A.— Sueroc en polvo
B.- Agua destilada

C.- Dilucién del! suero
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Balance general -
maga (A) + masa (B) = masa (C)

Balance de lactosa

a b = -
A X + B Xy C Xy
Donde X, fraccién de lactosa

A 10.824) + B(8.0) = C {8.05)

A= C{0.05)/10.824)

Suero en polvo (Kgl Agua (Kg) Sol suero (Kg)

(A} (B) L}
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0.060 : 0.94 1

2,124 - 1.878 2

2.182 2.817 3
0.242 3.757 4
@.303 4.696 5
2.364 5.636 6
2.424 6.576 1
?.485 T.515 8
9.542 8.454 9
2.606 9.394 10

Tabla 2. Sustitucien de (C) en el balance anterior 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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de sales.minerales, debids a .

Ll suero no debe tener un-exces

que la presencla 'de ‘¢stas dismlnuya la;actividad “enzimatica y

.. acortan la vida de la qnz(@

éomo:ée ﬁ;nclpnﬁcon el cﬁéiéulé 3 exiaten dos tipos de suero;
Vdu!co Y dcido. Péba f}des del experimente e le adicliond Acido
lactico para simular un suero aAcido. De esta forma se estandarizéd
Vel EH a 5.5. En @} caso de! suero dulce (pH 6.3) no hubo necesidad

de adicionar Acido lactico.

3.4.2 Pasteurizacién:

Tiene la finalidad de dieminuir la carga microbiana,
evitando asi la contaminacién de la enzima. Esta operacién se
lleva a cabo a un pH no menor de 6, evitando c¢on esto la

precipitacién de la protetna.

Las condiciones de Pasteurizacién son: Una temperatura de 72'C
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.A,En el caso de
la\/hxj a cabo después

{tac léﬁn de proteinas.

inﬁl_uenpig de-iohss'_potuslo.
Segun la literatura, la presencia de iones potasio incrementa
la actividad de la bheta-galactosidasa, por lo cual se afadis

hidréexido de potasio en concentraciones de 12 y 18 molar"',

- Temperatura.

Las temperaturas que se manejaron durante el experimento
fueron de 38, 35, 40 y 45°C. Las temparaturas manejadas estén
dentro del rango que se recomienda para obtener una buena actividad
de la enzima.

- Flujo.
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Lo fluios. nanaado 1.5,/8.14 y 15.3 1/h debids a
queresfos:ffﬁjoﬁ.soq‘qu{l¢entb'aont;olabiéé eﬁ elvﬁipo de bomba

mane jado.,

3.4.4 Hidrélisis:

Es el proceso mas importante del desarrolio experimental, ya
que agui se lleva a cabo la hidrélisls de la lactosa en los dos
monosacdridos que son la glucosa y la galactosa, Este proceso se
lleva a cahbo en el reactor tubular de lecho empacado descrito en el
capitulo 2 con la alimentacién en la parte superior, ya que de esta
forma se asegura que el suero pase & través de las esférulas de

enzima inmovilizada que conforman el lecho del reactor.

3.4.5 Cuantificacién de la hidrolisis:

Para cuantificar el grado de hidrélisis es necesario evaluar
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. la '_6an€idad i:de:"glucosa libre: que hay'.daspués del tratamiento

-La c\.ightlrfbiga'cién de la élucosa presente en el suero hidreolizado se

lleva a cabo por s8] 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

siguientes variables:

~Temperatura: 38, 35, 49 y 45°C.
-Flujo: 1.5, 8.14 y 15.30 1/h.
-pH: 6.3 y 5.5.

~Concentracién molar de iones potasio: 0, 0.01 y 0.2014.

T8
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ESTA TESIS MO mEgE
SRUR BE LA miBLIOTECH

: ) TABLA 3
“RESULTADOS-DE ‘LA PARTE EXPERIMENTAL

. PRUEBK"

FLU3O" " TEMP pH 1K1 % DE HIDROLISIS
“UNeq

£1/nrl. ~[*C1 [MOLAR]

6.3 ? 28,00
6.3 o 44.00
6.3 s 53.87
6.3 0 22.18
6.3 o 36,12
6.3 ° 39.40
27 1.50 30 5.5 ° 21,10
o8 1.50 as 5,5 o 43,10
@9 1.5 40 5.5 F 63.00
10 8. 14 30 5.5 ¢ 19.80
11 8,14 35 5.5 ] 37.19
12 B8.14 408 5.5 [ ] 60.91
13 15.30 AB 5.5 '] A8.30
14 15.30 A5 5.5 ] 53.00
15 1.50 35 6.3 .01 45.74
16 1.56 40 6.3 2.01 60.86
17 1.50 45 6.3 2.01 79,01
18 1.58 35 6.3 0.001 35,00
19 1.58 40 6.3 2.001 46.98
20 1.58 45 6.3 2.001 59.60
21 8.14 35 6.3 2,01 33.97
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29
a0
a1
3z
a3
34
35
36
a7
a8

40

3e
35
40
30
35
40
30
35

40

5.5
5.5
5.5
5.5
5.5
5.5

5.5

80

SR M-

2.01
2.001
0.001
2,001

2.01

2.0t

6.01

2.01

e.21

3.91
0.001
?.001
9.001
0.0014
2.001

0.001

44.70
52.30
28.47
39.02
42.98
19.60
35.64
57.64
17.43
32.81
52.64
20.05
46.55
59.13
18.01
37.5¢

60.72



© 4,2 MALISIS OF RESULTADOS:

PRUEBAS CON WIDROLISIS MAYORES DEL Se7
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En:.el cuadre anterior se pueden observar las condiciones de
uﬁﬁ.rfluﬁo, temperatura y concentracion de iones potasio en las

que.ae obtuvieron hidrélisis del 50% y mayores.
4.3 ELECCION DE CONDICIONES PARA EL PRE-DISERO:

Analizando la tabla anterior, se eligieron las condiciones de
proceso de la prueba numero 13 para realizar el pre-disefio del
reactor enzimAtico. Esta seleccién se debe a gque primeramente el
flujo que maneja es el mis elevado (15.3 1/hr.); ademés Ila
temperatura de operacién (400C) no afecta la vida Gtil de la enzima
y que hace innecesaria la adicién de iones potasio, lo cual evita
el tensar que invertir en un ingrediente mas y tener otro pasoc en la
operacién. Por ultimo el pH que se maneja (5.5) es el pH promedio
de el suero 4cido, lo cual evita temer que hacer un ajuste previc

de pH.
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CAPITULO 5

PRE-DISERO DEL REACTOR ENZIMATICO
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5.1 INTRODUCC LON:

El escalamiento es uno de los procesos mAs. lmportantes, no
ééib‘éﬁ'lifiﬁdﬁstria'hioquimica;sino en toda la {industria de la

transformacién en general''™"’

Las etapas para llevar a cahbo un,aacalam{an;o son:
5.1.1 Nivel laboratorio.
5.1.2 Planta piloto.

5.1,3 Nivel industrial.

5.1.1 Nivel laboratorio.-Por lo general en @) laboratorio se opera
con matracee agitados de 500 ml o pequefios fermentadores (20 1t),
donde se establecen las variables cinéticas del proceso y se

mejoran las cepas de produccisn.

5.1.2 Planta piloto.— Dentro de esta etapa se manelan volUmenes
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desde S hasta 580 1, 'y ademAs se busca‘alcanzar los sigquientes

obejtives;'""?

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

la materia prima gque se emplea a nivael industrial para observar los

resultados esperados y no utilizar los reactivos de ladhoratario

empleados en ja etapa anterior.

- Obtencién de muestras para andlisis de mercado

ingredientes,

— Establecer las condiciones de proceso,optimizar los

operacién y prevenir riesgos asociados con el proceso.

y. nuavos

costos de

— Poner a prueba nuevas formulaciones, con materia prima similar

pero mas econémica.
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l‘pgrsohuibque estara. a ‘targo de la

B -Agn;alguhos,cubos es poh?eniantd que la planta pilote, tenga la

. capacidad, ‘~con pocas modificaciones de ser utilizada a nivel

industrial.

5.1.3 Nivel industrial- Se manejan volimenes de 500 a 400 000
litros y ya ege tiene como objetivo una productividad. Cuando el
escalamiento de un proceso sigue las etapas anteriormente descritas
en ese orden, se le conoce como "escalamiento hacla arriba",Puede
darse el caso que el escalamiento se haga en sentido inverso
"escalamiento hacia abajo * .'""En el proceso de escalamiento

podemos tener las siguientes condiciones:

- un proceso nuevo y planta nueva,

= un procesec nuevo equipo existente,
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‘—'mdd!f}dééﬁéﬁ del. equipo exiatente para legrar una me jora en

el proceso. -

5.2 DISENO 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 ecuacion

matematica'"" de escalamiento teniendo:
Z2/Q = dC/Rv(C) = =1/m dC/RI(C]) (1)
= 2.0:53 m'/H /0.0078 m2 = 1.9615 m/H (2
Z =0.018 m {3)
Z/Q = 0.891 H (4)

De los datos de geometria del reactor planta piloto se tiene
que:
LD =17 (5)
O =L/ (6}

De la formula de area transversal de un cilindro se tiene:
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A= Drrprisza e 1)

: Buétituyqndp'L en 2-tenemos: que:

A'Q‘L‘/}BGIPI E o S : St {8)-
F:= Flujo de escalamiento

Q = F/A = FX196/L**p] ’ 19y

ENTONCES:
Z/Q = ZFL2*PI1/F*196 (18)
- De la geometria del reactor se tiene la sigulente relacién de
longitud con respecto a la-.-altura del lecho:
L= 3.80 * Z (111

SUSTITUYENDO 11 EN 10 TENEMO3 QUE:

Z/Q={Z21(3.88*Z)13(PI)/F(196) €12)
SIHMPLIFICANDO
z/0 = 2'/F*0.242 (13}

SUSTITUYENDO 4 EN 13

©.91 = Z'/F*0.242 Tl
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SACANDO RAfz COBICA Y. DESPEJANDO Z:
Z = (@.94XF/B.242) 0 115y

Uné_véz.obtenidas estas ecﬁacionasysg procede a‘fijar el f!ujﬁ

con el cual se desea trabajar para hncef ei.esﬁilaﬁienfé.:éﬁ‘este

: caso0. @ propone un flulo de 20,000 l/dia,

La linea de hidrélisis de suero trobajard por espacio de 20

horas en forma continua, destinando 4 horas para su limpieza.
4.3 DIMENSIONES DEL REACTOR

Para asegurar up proceso continuo de hidrélisis, a5
recomendable trabajar con mAs de un reactor. Esto se debe a que en
caso de presentarse algun problema (contaminacién de la enzima) no

sae plerda la continuidad del proceso.

Con la ecuacioéon (13) se realizan diferentes iteraciones para
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.johééner_ldé_diﬁéhsicﬁeé tanto del reactor como la uitura del lecho

Gdé‘éﬁzimuﬂinmoviliz&dn‘par& el flujo dado,

7 Alturadei lechs = 1.554 m

Altura del reactor = 6.83 m

Di&metro = 0.86 m

Para obtener la cantidad necesaria de enzima se considera el

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

Densidad de la enzima"' = 707.355 Kg/m’

Volumen del lLecho 0.580 w

]

Cantidad de enzima

410 Kg/reactor.
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' CONCLUSIONES
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- Come  sa ‘puede observar ‘en la . tabla 3 de resuitados
.exﬁe}fmentalgé. las condiciones de operacién del reactor y las
caracteristicas del suero influyen en el procentaje de hidrélisis

’:obienfdb,'Variando éste desde el 17.3 hasta 79.01 %,

= 'De las corridas realizadas se resaltan las 15 pruebas donde
se . obtuvieron resultados de hidrélisis cercana al 50% o mayores.
ﬁara poder raalizar un escalamiento se concluye que las mejores

condiciones se presentan en la prueba No. i3 debido a:

Prueba No. 83.~ Tiene una buena hidrélisis, pero el flujo que
maneja es muy bajo y la temperatura puede acortar la vida de la
enzima.

Prueba No. #9.- Al igual que la anterior, e! flujo que maneja
es muy pequefio, sin embargo, la temperatura es la ideal.

Prueba Neo. 12,- Aunque la temperatura es la ideal y el fiujo

es mas grande que las anteriores, este Ultimo no es lo
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sﬁfﬁcﬁéni}ménte alto.

Pruéﬁdeb.‘ia;— En este caso la temperaturs -es la éptima y el

g_g{’mAx!mo aleanzado en la bomba.

*r?ruaba No..14.~ En este caso las condiciones de flujo son las

;mqé;res; m;s ﬁo ;sl las de tempesratura gue sen elevadas trayendo
consigo el problema antes descrito.

Prueba No. 15.- En este caso la temperatura manejada es baija,
pero el fiujo lo es también, ademds existe la neceridad de agregar
iones potasio al suero, lo cual implica otro paso en la operacién
ademds de un gasto en reactivo.

Prueba No. 16.- Aunque aqui la hidrélisis obtenida es bastante
elevada, el flujo es muy bajo es necesario agregar iones potasio.

Prueba No, 17.- Bajo estas condiciones se obtuve el mayor
grado de hidrélisis durante el experimento, pero las condiciones a
las que se alcanzé fueron a una temperatura muy elevada, flujo muy
pequefio y agregando {ones potasio.

Prueba No, 19.- La temperatura es adecuada pero el flujo es
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,mqyipaﬁdgﬁo'ysagiﬁépeéarfo agregar iones potasio.

'e:ru'éb; No. 20, La yt_\'xdroiusx_s; btenida os alta, pero el flujo
o8 @uy‘ngquo; la‘gamﬁernturn gsryltu y hay la necesidad de
;érsgur P;taslo.
Prueba No. 23.- El fliujo es pequefio, la temperatura ez alta y
' és ﬁecesario agregar potasio.
Prueba No. 29.- Es una hidrélisis alta, el flujo es muy
pequefio ¥y hay gue agregar iones potasio.
Prueba No. 32.- Aungue la temperatura es la adecuada, el flujo
que se maneja es pequefio y es necesario agregar icones potasio.
Prueba No. 35.- El grado de hidréiisis obtenido es elevado
pero el flulo es muy pequefio y hay que agregar iones potasio.
Prueba No. 3B.- En este caso también se obtuvo un alto grade
de hidrélisls pero e! flujo es pequefio y hay gque agregar iones

potasio.
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Tz s {0915k se. 2820

- La scuacién anterior permite dimensionar un reactor con ia
altura de lecho adecuada para tratar segan el efiuente de cada

planta.

~ Consideramos que esta tecnologia representa realmente una
solucién para el problema que representan las descargas para las
industrias productoras de queso y ademis se pueden lograr ingresos
por la venta del suerc tratado por este método ya gque aumenta eu

valor agregado.



APENDICE

METODOS DE CUANTIFICACION DE LA

HIDROLISIS
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é} ChANT[FICACION DE LA _HIDROLISIS'"'"

Para cuantificar el graodo de hidrélisis es necesario evaluar
la cantidad de glucosa libre que hay en la muestra después del
tratamiento enzimAtico. Para llevar a cabe esto se encuentran los

siguientes métodos:

a — Glucosa oxidasa

b - Somoggy-Nelson

¢ - Punto crioscépico

d - Glucosa deshidrogenasa

e - Tiras reactivas para el andlisis de glucosa
a) Giucosa oxidasa: Fundamento.— La glucosa oxidasa (B-D-glucosa;

oxigeno—l-ox{dorreductasa (GOD}), cataliza la oxidacién de la

glucosa segln la ecuacién siguiente:
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S P A Gop. < e
_glucosa: + oxigenot H,0.-—---~=> ‘4cido glucénico+H,0,

Jﬁl ﬁeréxido de:hidrégeno formido en este ejemplo reacciona en
prégqncéab d; la peroxidasa {donador:hidrégeno-peréoxido
Voxi;oreductasa) (POD} con 4-emincapirina y con 2-4 diclorofenal:
Por copulacién oxidante se forma antipirilpuinoninina fija. La
cantidad de colorante formado es proporcional a la concentracién de

glucosa, y se lee en el espectrofotémetro a 518 nm.

b) Somoggl-Nelson: Fundamento.- Al hacer reaccionar un azlcar
reductor, en este caso la glucosa, c¢on hidréxido cuprico (sulfato
de cobrethidréxido de potasicl se forma oxide cuproso de color
rojo. La base es la donacién de electrones del reductante (que se
oxida simultaneamente) al i6n oxidado Co'' que se transforma en {én

cu'.
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= OH
“H
OH™ "

-on

T :
o— O 0— 00— 0—ox
i

H,0H

AzGcar reductor ; Azucar Acido

La reaccién no es estequiométrica, pero es reproducible si se
congervan constantes los reactivos y ei tiempo de calentamiento.
El ¢éxide cuproso precipitade insobuble, no puede valorarse
fotométricamente, por lo que se trata con reactivo arsenozo-libdico

que es reducido a ion verdoso que se mlde en el espectrofotémetro.

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 CU'0 que es proporcional a la cantidad de

glucosa originalmente presente.

99



c) Punto crioscépico: Fundamento.- El suero presenta un punto de
congelacién mis bajo que el del agua destilada, debido princi-
palmente a sus minerales disueitos y a su contenido de lactoesa.

Por medic del punto de congelacién se determinard la concentraciodn
de las soluciones, ésto es, se medird la cantidad de disclvente en
una solucién, en este caso el suero. Durante la hidrélisis de la
lactosa, ésta se parte en dos moléculas, una D-glucosa y una D-
galactosa, esta hidrolisis va acompafiada por el descenso

correspondiante del punto de congelacién de esta solucién.

d}  Método glucosa deshidrogenasa : Fundamento.~ Durante 1la

hidrélisis de la lactosa, é4sta se divide en dos monémeros (glucosa

y gaiactosa). Mediante este métode de cuantifica la glucosa produ-

ducida durante la hidrélisis.

La glucosa deshidrogenasa (GLUC-DH) cataliza la oxidacién de

la glucosa, seguin la siguiaente ecuacién:
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‘,"vd-.Glubc‘:s‘u"-l- /NAD i mmmmm—m ~a-— D-~gluconolactona + NADH+ H'
. L;;aﬁiglén'de mutarrotasa (aldosa ~ 1 epimerasa), acelera la
~freaqciﬂn. La cantidad de NADH es proporcional a la concentracién de

‘glucosas

es Tiras reactivas para el anédlisis de glucosa:

- Prepare 1 a 5 ml de soluciones de glucosa con agua
destilada, siendo de 0.01%, 0.212, 0.014, 0.0i6, 0.@18,
9.020, 0.024%

- El suero hidrolizado que va a ser analizado se diluye
1:100. En el caso de suero completamente hidrélizado se
obtiene cerca de ©2.02% de solucidén glucosa.

— Introduzca la tira reactiva. Compare e! color supuesto
per la muestra con el de las sustancias ya calibradas, La

precisidn puede ser de i0% grados de hidrélisis.
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AZ METONO UTILIZADO (GLUCOSA DESHIDROGENASA)'™"

Material: Las cantidades varian segun el ntmero de muestras

Pipetas de 1 mi.

Pipetas de 10 mi.

Matraces aforados de 100 mi.
Tubos de ensaye de 10 ml.
Bafio mar{a

Vosos de precipltados.

Piseta.

Eguipo

Balanza analitica
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Centrifuga clinica

Espectrofotémetro Beckman DU = 50

Reactivos

a) Solucién desproteinizante .33 m de Cl O

b) Solucién reactiva @.12 M de amortiguador de fosfatos con un Ph
T.63 6.15 M de cloruro sbédicos 10 kU/L Glue=dH; ©.21 kU/1 de
mutarrotasa;
@.22 mm de NAD. Mercktest 14335 Glucose

¢) glucosa anhidra y lactosa anhidra

Procedimiento
Preparacién de la solucién patrén glucosa-lactosa,
a) Pesar 4,13 gr. de lactosa anhidra y 2.12 de glucosa anhidra,;

aforando cada uno a 1908 ml. con agua destilada.
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‘Soluclén patré

iide:£i5}3}}§§s:’ V 'ml.sollgluc ml. gol. lact. ml. ague
: 20 7_"7 . el " e.8 8
Aé 2.4 2.6 9
60 . .6 a.4 . -9
o0 0.8 2.2 9
100 1,0 ] 9
b} Tomar 1 m!l. de ceda uno de los patrones y agregor un mililitro

de solucién desproteinizanie.

¢) Tomar 2 ml. de Im solucién reactiva. Hacer por duplicade.
d) Mezclar e incubar a 15-25.

Temperatura 20'C o 25C arc

Tiempo 12 -~ 694 min. 8 ~ 39 min.
e) leer en el espectrofotémetro ajustando con ol blance,
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Pragaracibn de_la_muestra

Pesar aproximadamente | gr. de la mggé{rag(gqérp hidrélizado)
aforar a 120 ml.

Tomar &.1 ml., y agregar { ml. de-la saluci&n desproteinizante,
Centrifugar a 2588 rpm durante 18 minutos.

Tomar 0.2 ml. y agregar 2 ml. de la solucidn reactiva.
Incubar a las temperaturas anteriormente mencionadas.

Leer a 340 nm, ajustando con un blanco preparado con 8.4 mi.
de la solucién desproteinizante y 4 ml. de solucién reactiva,

CURVA DE CALIBRACION

HIDROLISIS ABSORBANCIA
20 @.16
40 @.2925
60 9.4060
1] 9.5405
100 2.7230
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‘Con ‘los datos anteriores se tiene ques
Pendiente 2.687
Ordenada al origen 0.2122

Factor de corralacisn - ©.996"

B

% Hidréliisis = (absorbanclu-@.@lZZ)I(P..GB"H
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GLOSARIO DE TERMINOS

: CA@ﬁjﬁLO 1

&= enztma

$= sustrato

ES= complejo enzima sustrato

P= producto

Vo= Velocidad de reaccién

K= constante de velocidad

K= constante de Michaelis Menten
CAPITULO 2

So= concentracién inicial de sustrato
Vmax= velocidad inicial maxima
¥s= fraccién de sustrato
CAPITULO S

Z= altur2 del lecho de enzima

Q= gasto Sptimo / area de flujo
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Ziongltud del tubo. del resotor:

aiqmetfo deél ‘reactor

area transversai4dai tubo del reactor

-flujo de escalamianto
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Molécuia de 4.0 galactopiranosil
D-glucopiranoss en el sitio activo de le
enzima 3-galactoskiase

Compicjo [ gatactosidam-galactosa + glucors
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Membrana de ——
coldgena

Carte transyvirsal o an reactor de membrana

fipg. 3
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NOMENCULATURA

Ra
Hu
Pn
Su
we

REACTOR

INTERCAMBIADOR DE CALOR

BOMBA

TANQUE DE SOLUCION DESINFECTANTE
ENTRADA OE AGUA :

1-7= VALVULAS

’ 7
Sentido de las valvulas para cada operacion.

NUMERO DE VALVULA

1 2 3 4 s ) 7
t- Condlciones estables @ @ O s | weamma | e | —
INS
OHONOISAIALSIES
2= Hidrolisis —— | e | — | —
) R I N e
- e JBICICEER
A I W ./
4- Limploza (F. a G.\. O e @ o
L/ 4 -4
5- Contraflujo @ @ G O (5 ‘D v—
./ \_/

* NOTA.—~ CUANDO SE INYECTA AIRE AL SISTEMA, SE DEBE

PETENER LA BOMBA POR COMPLETO Y LIBERAR LA MANOGUERA
DE LA MISMA.

Flgura Sa
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