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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio la reaccion de hidrdlisis de la lactosa en
conjunto con la concentracion de proteinas en suero de queseria, empleando una
preparacion comercial de la enzima B-galactosidasa inmovilizada sobre una membrana
plana comercial de ultrafiltracion. El proceso enzimatico asegura una alta especificidad
en la reaccion buscada cuando se trabaja con productos heterogéneos, como lo es el
suero, y esto, sin modificar al resto de los componentes presentes. La inmovilizacion de

la enzima permite su reutilizacion en un sistema continuo.

Se seleccion6 una membrana de ultrafiltracion de semejantes caracteristicas a las
utilizadas en las industrias lacteas. Se caracteriz6 una membrana plana comercial de

polietersulfona de 10 kDa de tamario de corte.

En los ensayos experimentales se estudiaron distintas condiciones de
inmovilizacion covalente y multipuntual de la enzima en la membrana, en base a:
concentracion del agente activante (glutaraldehido) y agregado o no de inhibidores. Se
establecieron las condiciones de inmovilizacion que mejor resultado mostraron en

términos de actividad y estabilidad del biocatalizador.

Asimismo, se estudio la estabilidad térmica del biocatalizador obtenido ya que,
un parametro muy importante en la performance del sistema es la temperatura. El
proceso de concentracién de proteinas de suero por ultrafiltracion se lleva a cabo, en
general, a 55°C. Por otra parte, la temperatura optima de la enzima comercial se
encuentra alrededor de los 37°C. Se encontr6 que si bien la estabilidad del
biocatalizador disminuye al alejarnos de la temperatura 6ptima, comparando los
resultados con los de la enzima libre a 55°C, la estabilidad se incrementa

considerablemente. A la enzima se caracterizo cinéticamente adoptando un modelo de
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reaccion del tipo Michaelis-Menten con inhibicidbn competitiva por producto. Se
determinaron las constantes cinéticas de la enzima utilizando soluciones de lactosa y
permeado de suero. Ademas, no se encontraron diferencias entre las constantes cinéticas

cuando se utiliza suero de queseria previamente acondicionado y permeado de suero.

Se modelo la variacion temporal del flujo de permeado de ultrafiltracion, para
esto se exploraron diferentes modelos matematicos disponibles en la literatura a fin de
encontrar el que mejor representa muestro sistema. También se estudio la variacion del

flujo de permeado con la temperatura a diferentes presiones de trabajo.

A partir del balance de materia en el reactor, se elabor6 un modelo matematico
que considera la variacion temporal del flujo y la desactivacion térmica de la enzima. El
modelo incluye la estimacion de las condiciones de reaccion y el ensuciamiento de la

membrana. Finalmente, el modelo completo fue corroborado con datos experimentales.

Los estudios realizados permitieron obtener un biocatalizador con rendimientos
aceptables con la técnica de inmovilizacion empleada y un modelo matematico de un
reactor tanque agitado continuo en estado transiente que incorpora la funcién que

representa la disminucion temporal del flujo debido a la concentracion de proteinas.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. El suero de queseria

1.1.1. Obtencidn y caracterizacion del suero de queseria

La produccion lechera en Argentina es muy importante y se encuentra en
permanente crecimiento. Datos de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentacion (SAGPyA) muestran que la misma se ha incrementado desde los 5 mil

millones de litros en 1983 hasta aproximadamente 10 mil millones de litros en 2008.

Actualmente el 43% de la produccion de leche se destina a la actividad quesera,
el 14% se destina a leche en polvo, el 29% a leche fluida, pasteurizada y esterilizada, y

el 14% restante a otros productos.

Las principales provincias productoras de leche, segun la SAGPyA (2007), en
Argentina son Buenos Aires, Santa Fe, Cordoba, Entre Rios y La Pampa como se
informa en la Figura 1.1. Alli se encuentran las principales cuencas lecheras y casi la

totalidad de los tambos e industrias del sector.

Buenos
Aires
28%
Santa Fe
33%
Entre Rios
Cordoba 3%
34%  LaPampa
2%

Figura 1.1. Produccion por provincias (% del total de litros, afio 2007).
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A diferencia de otras actividades industriales mucho mas concentradas, la
lecheria argentina estd muy distribuida espacialmente, tanto en el nivel primario como
secundario, en especial en las provincias de Santa Fe y Cdrdoba, donde las plantas de
elaboracion de productos lacteos y las empresas agropecuarias lecheras constituyen el
soporte laboral y el generador de recursos economicos claves para el desarrollo zonal y

regional.

En relacion con la actividad industrial, existe una diferencia significativa en
cuanto a capacidad instalada entre las tres provincias mas importantes y el resto. Al
respecto, la provincia de Santa Fe presenta un claro liderazgo, no solo por su mayor

capacidad de procesamiento, sino también por el mayor tamarfio de las plantas promedio.

En términos de fracciones relativas del consumo nacional de leche, se
caracteriza por ocupar el primer lugar la cantidad empleada para la obtencion de quesos,
con alta participacion especialmente de variedades como pategras, barra o dambo,

cuartirolo/cremoso y algunos tipos de quesos de pasta dura (SAGPYA, 2008)

La leche fluida ocupa el segundo lugar en el consumo nacional y se destaca por

el crecimiento que ha presentado la participacion de la leche del tipo “larga vida”.

La leche en polvo (entera y descremada), aunque se produce en cantidades

significativas, tiene como principal destino la exportacion.

Como antes se menciono, la elaboracion de quesos ocupa un lugar sumamente
importante en la produccion argentina de lacteos y por lo tanto grandes volumenes de
suero son generados. El suero de queseria es el liquido resultante de la coagulacién de la

leche durante la elaboracién de quesos. Se obtiene tras la separacién de la caseina y
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grasas, ademas constituye casi el 90% del volumen de la leche y contiene los
compuestos hidrosolubles de la misma. Se ha estimado que por cada kilogramo de
queso producido se obtienen entre 9 y 10 litros de suero. EI mismo esta compuesto por:

agua, vitaminas hidrosolubles, proteinas y principalmente por lactosa.

Los sueros lacteos, procedentes de queseria, se dividen en dos categorias:

- Sueros acidos, que se producen en su mayor parte en la fabricacién de caseina por la
incorporacion de un acido que produce su coagulacion. Presentan una acidez muy
elevada que puede llegar a 120° Dornic. La concentracién de lactosa es de 60%,

expresado en 100 g de sustancia seca.

- Sueros dulces, obtenidos por la elaboracion de quesos de pasta prensada, utilizando
para la coagulacidn, cuajo, quimosina, u otros tipos como pueden ser los cuajos de
hongos o vegetales. Presentan una acidez no muy elevada, comprendida entre 5 a 26°
Dornic. La concentracion de lactosa es del 70-75%, expresado en 100 g de sustancia

seca Y la presencia del &cido lactico es menor que en los sueros acidos (Fox, 1987).

En nuestro pais se producen anualmente alrededor de 500 mil toneladas de
quesos, segun lo informado por la SAGPYA en estadisticas del 2007. De lo anterior se
deduce que la cantidad de suero producido se encuentra cerca de los 5 millones de litros.
El mismo posee una demanda biologica de oxigeno (DBO) de aproximadamente 35 g

O,/It (Hobman, 1984). Méas del 90% de esta DBO se debe a la lactosa.

La mitad del suero producido mundialmente es utilizado para nutricion animal y
humana, mientras que el resto se la considera como un desperdicio de dificil

recuperacion (Novalin y otros, 2005).
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La eliminacidn de los sueros lacteos en los rios esta prohibida legalmente (verter
un litro de suero supone la muerte por asfixia de los peces contenidos en 10 toneladas

de agua), por lo tanto hay que seguir dos caminos:

e aprovechamiento integral del suero

e depuracion: tratamiento como efluente

La depuracién es muy cara y las industrias queseras pequefias no pueden
soportar esta carga existiendo una elevada cantidad de industrias queseras de pequefio
tamarfio. Por otra parte, el agua residual depurada biol6gica y mecanicamente, siempre

aporta sustancias residuales como lo son las sales minerales que contaminan los rios.

1.1.2. Aprovechamiento industrial de los sueros lacteos

El suero lacteo, tiene un constituyente mayoritario, el agua: 94-95%, todos los
procesos industriales actuales se limitan a la eliminacion del agua, recoger las sales
minerales, cristalizar la lactosa y recuperar en su total valor bioldgico las proteinas de

los sueros sin alterar sus cualidades.

Para este fin se debe proceder a una precipitacion de las proteinas o la
separacion de las mismas a través de membranas (ultrafiltracion, ésmosis inversa),

obteniéndose en ambos casos dos fracciones importantes:

1) Concentrado proteico.

2) Permeado

La fraccion proteica estd compuesta por B-lactoglobulina, a-lactoalbumina,

inmunoglobulinas, seroalbdmina, enzimas nativas, aminoacidos, urea, creatina, acidos
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nucleicos y amoniaco. Su utilizacion abarca a la industria farmacéutica y alimenticia.
El permeado es el subproducto resultante del proceso de concentracion de proteinas para
obtener un producto de alto valor agregado conocido como WPC (Whey Protein
Concentrate). ElI permeado residual es rico en agua, lactosa y minerales; y aun

representa un problema ambiental.

En la actualidad se trabaja en una gran variedad de experiencias, que proponen

distintas opciones para utilizar el permeado, entre ellas se pueden citar:

e Obtencidn de proteinas unicelulares.

e Produccion de fermentos.

e Utilizacion del suero como fertilizante.
e Produccion de &cido lactico.

e Recuperacion de la lactosa

e Hidrolisis de la lactosa para obtencion de jarabes edulcorantes.

El estudio de bioprocesos para el aprovechamiento de la lactosa como recurso,
con la generacion de productos de mayor valor agregado, ha constituido un objetivo de

muchos investigadores en las Ultimas décadas.

Una interesante posibilidad para el aprovechamiento del permeado es la
produccion de jarabes de lactosa hidrolizada, obteniéndose glucosa y galactosa, dos
monosacaridos con mayor poder edulcorante y mas solubles que la lactosa (Zhou y
Dong-Chen, 2001). Este cambio en las propiedades permite el uso de los jarabes de

glucosa—galactosa en un gran numero de aplicaciones.
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1.2. Obtencién de jarabes edulcorantes

La lactosa al hidrolizarse forma glucosa y galactosa. Este hidrolizado presenta
ciertas caracteristicas que lo hacen mas interesante: el poder edulcorante combinado es
aproximadamente el 80% del de la sacarosa, es unas 3 6 4 veces mas soluble que la
lactosa y ademas los monosacaridos son absorbidos facilmente en forma directa por la

mucosa digestiva (Zadow, 1984).

Por lo antes mencionado, se puede decir que la hidrolisis de la lactosa resulta un
proceso atractivo ya que: un porcentaje significativo de la poblacion mundial es
intolerante a la lactosa, por lo que no pueden beber leche sin sufrir problemas
gastrointestinales (Barnes, 1994; Walter y Smith, 1988; Lloyd-Still, 1979; Greene,
1982); por otra parte, la lactosa es un azucar relativamente insoluble (aproximadamente
10 veces menos que la sacarosa) y cristaliza durante su almacenamiento, especialmente
si estd concentrada; y por ultimo, la produccion de quesos deja como principal
subproducto, como ya se menciono, grandes cantidades de suero con alta concentracion
de lactosa. La hidrdlisis de la lactosa contenida en el suero de queseria brinda la

posibilidad de aprovechar una importante fuente de carbono.

La hidrolisis de la lactosa se puede realizar mediante acidos fuertes, resinas de
intercambio i6nico o empleado enzimas, siendo este Ultimo método el que asegura un
proceso de hidrolisis sin afectar los otros componentes presentes. Teniendo en cuenta
estas caracteristicas en la literatura se indica al método enzimatico como el mas
conveniente para la industria alimenticia (Ladero y otros, 2000). La enzima utilizada

para la hidrdlisis de lactosa se denomina -galactosidasa 0 mas comiunmente lactasa.
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1.3. Enzimas para la hidrolisis de la lactosa

Las principales fuentes comerciales de la enzima B-galactosidasa son los
microorganismos: Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae y Escherichia coli. Las preparaciones de lactasa pura se obtienen a
partir de Escherichia coli, Candida pseudotropicalis, Zymomonas mobilis,
Sacharomyces anemesis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces
marxianus 'y hongos. Las lactasas obtenidas de Escherichia coli, Candida
pseudotropicalis y Zymomonas mobilis se utilizan mayoritariamente en quimica
analitica. Entre las lactasas obtenidas de Kluyveromyces, la lactasa de la levadura
Kluyveromyces lactis es por el momento la més utilizada a escala comercial. Las
condiciones Optimas de accién de las lactasas de Kluyveromyces (35-40 °C, pH 6.6-7.3)
son similares a las condiciones de la leche, por lo que son muy Utiles en el tratamiento

de ésta y de sueros no acidos (Mahoney y Adamchuk, 1980).

Bajo ciertas condiciones, la p-galactosidasa cataliza la formacion de
oligosacaridos, llegando en algunos casos hasta el 40% del contenido total de azucar en
solucion, dependiendo de la fuente de la enzima y de las condiciones de reaccion,
resultando importante lograr disminuir este efecto para aprovechar al maximo el poder

edulcorante del producto resultante.

Las enzimas pueden catalizar reacciones en diferentes estados: como moléculas
individuales en solucién, en agregados con otras sustancias e inmovilizadas sobre

superficies.
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1.4. Inmovilizacién de enzimas

El estado “inmovilizado” resulta de gran interés para explotar el uso de las
enzimas para propoésitos industriales. El término “enzimas inmovilizadas” se refiere a
“enzimas que han sido fisicamente confinadas o localizadas en cierta region definida en
el espacio reteniendo su actividad catalitica y que pueden ser utilizadas repetidas veces
y/o en sistemas de operacion continua”. La incorporacion de catalizadores
inmovilizados, en ciertos casos ha mejorado tanto el desempefio técnico de los procesos

industriales asi como también su rendimiento (Brena y Batista-Viera, 2006).

El principal objetivo de la inmovilizacion de enzimas es su reutilizacion en los
procesos industriales para que dichos procesos sean econémicamente factibles. A pesar
de sus excelentes propiedades cataliticas, las enzimas presentan otras caracteristicas que
las hacen no apropiadas para su uso en la industria: baja estabilidad, inhibicion a altas
concentraciones de sustrato o producto, baja actividad y selectividad. La posibilidad de
mejorar estas caracteristicas indeseables a traves del disefio de protocolos de
inmovilizacion es un gran desafio. Existen gran cantidad de protocolos de
inmovilizacion de enzimas, pero pocos de ellos son muy simples y/o capaces de mejorar

las caracteristicas de las enzimas (Guisan, 2006).

Respecto del método de inmovilizacion, resulta muy dificil a priori, definir la
conveniencia de uno u otro en una aplicacion especifica. Por lo tanto, para cada
aplicacion se debe encontrar un procedimiento de inmovilizacion sencillo y econdmico
con el que se obtenga un producto que conserve la actividad y que tenga elevada

estabilidad operacional (Wiseman, 1991).
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La enzima B-galactosidasa obtenida de distintas fuentes, ha sido inmovilizada
con relativo éxito en una gran variedad de soportes a escala de laboratorio: en soportes
inorganicos, colageno, agarosa, asi como en geles de poliacrilamida y fibras de acetato
de celulosa (Okos y otros, 1978; Hannibal-Friedrich y otros, 1980; Bernal y Pavel,
1985; Siso, 1993; Wang y Ruckenstein, 1993; Carrara y Rubiolo, 1994). El soporte a
utilizar, el método de inmovilizacién escogido y la aplicacién que se le dé a la

preparacion influyen en la eleccion de la fuente enzimatica (Roberts, 1977).

1.5. Reactores para la hidrolisis enzimatica con la enzima inmovilizada

La forma més comun para llevar a cabo una reaccion enzimética es usando un

reactor discontinuo agitado.

A continuacion se resumen los principales trabajos publicados sobre procesos

con enzimas inmovilizadas en reactores enzimaticos:

~ Bodalo y otros (2005) formularon un modelo matematico que puede ser aplicado
para el disefio y simulacion de un proceso enzimatico homogeneo en un reactor de
membrana de ultrafiltracion; para su validacion se utilizd N-acetil-DL-butirina

catalizada por L-aminoacilasa.

~ Lopez y otros (2002) realizaron una revision de los reactores enzimaticos aplicados

al tratamiento de aguas residuales.

~ Gan y otros (2002) disefiaron un reactor con membrana para la hidrélisis de la
celulosa. Estos trabajos sirven de base para fijar algunos lineamientos de los futuros

estudios.
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~ Jurado y otros (2006) han estudiado el modelo cinético para la hidrolisis de la lactosa
con P-galactosidasa en un reactor tanque agitado continuo (RTAC) y en un
biorreactor con recirculacion con membrana de fibra hueca (RHFR). La actividad
enzimatica fue menor en el RHFR que en el RTAC probablemente debido a la

adsorcion de la enzima en la membrana y/o por cambios estructurales de la enzima.

~ Calabr6 y otros (2002) estudiaron el comportamiento de un biorreactor con
membrana de fibra hueca desde el punto de vista tedrico. EI modelo obtenido se basa
en la obtencion de una soluciobn numérica de las ecuaciones de balance de
transferencia de masa que gobiernan el sistema. La reaccion cinética fue modelada
con la ecuacion de Michaelis-Menten modificada por una posible inhibicién por

sustrato y producto.

~ Roy y otros (2003) inmovilizaron la B-galactosidasa en esferas de celulosa utilizando
epiclorhidrina como agente ligante. Obtuvieron la preparacion dptima caracterizando
los parametros cinéticos. En el reactor de lecho fluidizado la lactosa fue hidrolizada
en 5 horas en comparacion a las 48 horas que fueron necesarias por la misma enzima
en un reactor continuo batch. Ademas, se observo que la enzima puede ser reutilizada

tres veces mas sin modificar su eficacia en el reactor de lecho fluidizado.

~ Giorno y Drioli (2000) indican que el uso de reactores de membrana continuos para
la hidrdlisis de la lactosa (presente tanto en leche como en suero de queseria) es una
técnica de muy buen desempefio. La conversion de la lactosa y la recuperacion de las
proteinas de alto peso molecular pueden realizarse en un solo paso utilizando la
B-galactosidasa inmovilizada en un reactor de membrana. También sefialan la falta

de informacion al respecto, significando esto un tema de gran interés para su estudio.
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~ Hatzinikolaou y otros (2005) desarrollaron un modelo para la hidrélisis y
ultrafiltracién simultaneas de permeado de suero de queseria utilizando la enzima
B-galactosidasa proveniente de Aspergillus niger. EI método se ajusto
satisfactoriamente para predecir el comportamiento del sistema a escala de
laboratorio. Para plantear las ecuaciones matematicas se supuso: el volumen muerto
en las caferias y en la unidad de ultrafiltracion (UF) se considera despreciable frente
al volumen del reactor; el pasaje de la mezcla reaccionante por la unidad de UF no
modifica la concentracion de los compuestos de bajo peso molecular (lactosa,
glucosa y galactosa); no se pierde enzima en la unidad de UF; la desactivacion de la
enzima en el sistema sigue una cinética de primer orden y la constante de
desactivacion es funcion de la temperatura de proceso; la hidrélisis de la lactosa
catalizada por [-galactosidasa sigue una cinética de Michaelis-Menten con
inhibicion competitiva por galactosa. EI modelo fue finalmente utilizado en
numerosas simulaciones en computadora para investigar el efecto de los parametros

involucrados.

Por lo antes expuesto se puede concluir que ha habido algunos intentos de usar
enzimas inmovilizadas para el desarrollo de procesos continuos de hidrélisis y que
simultadneamente al desarrollo de la tecnologia de ultrafiltracion por membranas, han
surgido dos nuevos tipos de reactores continuos: el reactor enzimatico de fibra hueca de

flujo pistdn y el reactor continuo agitado de membrana.

1.5.1. Reactores de membrana

Esta configuracion, que utiliza la diferencia de peso molecular entre la enzima 'y

el producto, solventa muchos de los problemas del proceso discontinuo y de la técnica

12
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de enzimas inmovilizadas e implica el uso de la tecnologia de membranas. La enzima,
en forma soluble, queda retenida a un lado de la membrana, donde es puesta en contacto
con el sustrato, mientras que el producto debe ser lo suficientemente pequefio para

permear a través de la membrana (Cheryan y Mehaia, 1986)

Los biorreactores de membrana se clasifican normalmente de acuerdo a las

condiciones de mezcla y del método de retencion de la enzima, asi tenemos:

~ Reactores de flujo piston o de fibra hueca, donde el biocatalizador es inmovilizado o
atrapado en un lado de la membrana, normalmente el lado de la carcasa.

~ Reactores continuos de membrana agitados, donde el biocatalizador y el sustrato se
encuentran mezclados en el recipiente de reaccién y el producto se recoge a través de
la membrana. Este tipo de biorreactor puede convertir sustratos de alto peso

molecular (como carbohidratos y proteinas).

Esta clasificacion puede ser subdividida a su vez en los sistemas de celda o de
recirculacion. En la configuracion en celda, la celda se carga con la enzima y el sustrato
es continuamente alimentado bajo presion mientras que el permeado es continuamente
retirado a través de la membrana. La agitacion, para eliminar concentracion por

polarizacion, es suministrada mediante agitacion magnética.

El reactor continuo de membrana agitado se diferencia del de celda en el hecho
de que el modulo de membrana esté fisicamente separado del recipiente de reaccion. Un
reactor de este tipo esta acoplado en un lazo semicerrado mediante una bomba con el
modulo de ultrafiltracion. El contenido del recipiente de reaccion es continuamente
bombeado a través de la membrana y reciclado al recipiente. EI corte molecular de la

membrana debe ser lo suficientemente bajo para retener la enzima pero lo
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suficientemente grande para permitir al producto permear a través de los poros y salir
del sistema. El volumen total del sistema se mantiene constante igualando el caudal de
entrada de sustrato con el flujo de permeado. Puesto que la mayoria de las enzimas estan

en el rango entre 10 y 100 kDa, se usan membranas de estos cortes de peso molecular.

Las mayores ventajas en el uso de este reactor son:

~ Permite el uso de enzimas solubles en contacto total con el sustrato, evitando
problemas tipicos de los reactores de enzimas inmovilizadas como pérdida de
actividad y problemas de difusion.

~ Facilita el control sobre el peso molecular del producto mediante la eleccion de la
membrana con un corte adecuado.

~ Alta conversidn de sustrato, atribuida a la continua retirada de productos terminales
inhibidores.

~ Flexibilidad operacional debida a la separacidn entre el recipiente de reaccion y la
membrana.

~ El sistema puede ser a menudo modelado como un reactor continuo mezcla completa.
Asi la concentracién del producto a la salida del reactor sera igual a la concentracion
de producto en el reactor.

~ Alta productividad y capacidad debido a la operacion continua y a la reutilizacion de

la enzima.

Sin embargo, el reactor de membrana tiene las siguientes limitaciones:
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~ Pérdida de actividad enzimatica debido a inactivacion térmica, autodigestion, fuga de
enzima y efectos de corte debido a altos caudales de recirculaciéon de la mezcla de
reaccion (Cheryan y Deeslie, 1980).

~ Reduccion del flujo de permeado debido a concentracion por polarizacion o a

colmatacion de la membrana.

1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo general

Como objetivo general de este trabajo de tesis, se plantea obtener un
biocatalizador con actividad -galactosidasa inmovilizada sobre membranas a partir de
preparaciones comerciales de la enzima de Kluyveromyces fragilis para la hidrélisis de
lactosa en suero dulce y modelar la reaccion enzimatica en el proceso de un modulo de

ultrafiltracion.

1.6.1. Objetivos particulares

Entre los objetivos particulares se busca:

~ Encontrar las condiciones éptimas de inmovilizacion de la enzima en la membrana

en términos de mejor rendimiento en el proceso de hidrdlisis de la lactosa.

~ Determinacion de los parametros cinéticos especificos del biocatalizador utilizando

como sustrato soluciones de lactosa y de permeado de suero de queseria.

~ Encontrar un modelo matematico que represente la variacién temporal del flujo de
permeado y por lo tanto el ensuciamiento de la membrana como resultado de la

concentracion de las proteinas presentes en el suero.
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~ Desarrollar de un modelo matematico del reactor, a partir de las ecuaciones de
balance del mismo que contemple la pérdida de actividad del catalizador en este

sistema y el ensuciamiento de la membrana.
~ Validar el modelo propuesto con datos experimentales.

~ Estimar las mejores condiciones de operacion a partir de simulaciones del modelo.

16



Capitulo 2
ASPECTOS GENERALES



ASPECTOS GENERALES

2.1. Caracterizacion del suero de queseria

Existen dos tipos de sueros de queso: el suero dulce (proveniente de la
elaboracion de quesos por adicién de cuajo con pH por encima de 5.6) y el suero acido
(producto de los quesos obtenidos por acidificacion con pH alrededor de 4.6). En la
Tabla 2.1 se muestran las composiciones porcentuales caracteristicas de cada uno de

estos sueros.

Tabla 2.1 Composicidn porcentual caracteristica del suero

Compuesto Suero Dulce Suero Acido
Agua 93 -94% 94 - 95%
Extracto Seco 6-7% 5-6%
Lactosa 45-5.0% 3.8-4.2%
Acido Léctico Vestigios 0.8%
Proteinas 0.8-1.0% 0.8-1.0%
Acido Citrico 0.1% 0.1%
Cenizas 05-0.7% 0.5-0.7%

Como puede observarse en la tabla anterior, los sueros contienen dos

compuestos con alto valor nutricional: lactosa y proteinas de suero.

2.1.1. Proteinas del suero

Alrededor del 20% de las proteinas presentes en la leche bovina corresponden al
grupo de las proteinas llamadas “proteinas del suero” (McSweeney, 1998). Las

proteinas del suero de leche (conocida del inglés como whey proteins) es una
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coleccion de proteinas globulares. Desde el punto de vista quimico es una mezcla de
proteinas como la B-lactoglobulina (~65%), la a-lactoalbumina (~25%), y la
seroalbumina (~8%), todas ellas solubles en agua en sus formas nativas
independientemente del pH de la solucion. El suero de leche posee las proteinas de
mayor valor biologico (VB) conocido, es decir que las proteinas contenidas se
transforman en un alto porcentaje en proteina muscular durante las actividades

metabdlicas (McDonough y otros 1974).

Varios estudios han demostrado de forma consistente que productos formulados
con proteinas y que contienen una proporcion mas elevada de proteinas del suero /
caseina son mas tolerados por el organismo debido a su capacidad de pasar mas
rapidamente por el estdbmago. Esta propiedad tiene implicancias significativas para
situaciones de cuidados intensivos, en que la disponibilidad de nutrientes en el intestino
es de importancia vital para auxiliar en el proceso de recuperacion. Formulas que
contienen proteina del suero reducen el tiempo de vaciamiento gastrico y, en

consecuencia, el riesgo potencial de reflujo gastro-esofégico.

Diversos estudios también han comprobado la capacidad que tienen las férmulas
a base de proteina del suero de ayudar a modular los patrones de movimiento intestinal
y regular la consistencia de las heces (diarrea o estrefiimiento) en situaciones criticas

gue exigen cuidados intensivos.

2.1.2. Lactosa

La lactosa es el Unico glusido libre que existe en cantidades importantes y en

proporcién constante en todas las leches (aproximadamente 40% de los solidos de la
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leche de vaca). Posee una estructura quimica simple, es menos dulce y soluble que la

sacarosa y no siempre es posible ser digerida por el organismo humano.

La lactosa, 4-O-(B-D-galactopiranosil-D-glucopiranosa), es una hexobiosa de
férmula condensada C;,H2,011, con un peso molecular de 342 g/g-mol. Existe bajo dos
formas isomeras: o y B, que se diferencian Unicamente en la posicion de un grupo —OH

en el carbono C; de la glucosa (isomeria ciclanica) (Figura 2.1).

CH,OH
Ho /I ©
H
OH H

H
|
H OH

Figura 2.1 Estructura molecular de la lactosa

Ademas, se conoce la forma hidratada Cy,H,,01,0H,0. La lactosa estd, por lo
tanto formada por la union de una molécula de B-galactosa y una molécula de glucosa o
0 B. Debe destacarse que la lactosa es un azlcar relativamente poco soluble: unas 10
veces menos que el azlcar ordinario. La solubilidad de la lactosa aumenta con la
temperatura (Figura 2.2). Por tanto, cristaliza al enfriar sus soluciones concentradas.
Con la lactosa no se pueden obtener jarabes espesos ni confituras estables a la
temperatura ordinaria. Las soluciones concentradas de lactosa quedan en estado de
sobresaturacion durante la refrigeracion; a 25°C la solubilidad limite de la lactosa es de
22 g por 100 ml de agua, por lo que una solucion de lactosa con 50 g por 100 ml de

agua, enfriada a esa temperatura, comienza a cristalizar naturalmente.
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Figura 2.2 Solubilidad de la lactosa

2.2. Recuperacion de las proteinas de suero: Obtencién de WPC

Un buen ejemplo de la aplicacion de la tecnologia de membranas, y de la
ultrafiltracion en particular, es el proceso de recuperacion de las proteinas del suero de
queseria. Existe una gran variedad de membranas comerciales disponibles. De acuerdo
al tamafio de las moléculas que se desean separar tenemos diferentes aplicaciones. En la
Figura 2.3 se muestran los diferentes procesos de separacion de acuerdo a los tamafios

moleculares.

Las proteinas de suero de interés presentan los siguientes tamafios moleculares:
- B-lactoglobulina: 18 kDa

- a-lactoalbimina: 14 kDa

Si miramos estos valores podemos concluir que nos encontramos en rango de

tamarfios que corresponde al proceso de Ultrafiltracion (UF) teniendo en cuenta que para
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separar a estas proteinas nos interesa hacerlo por tamafo y utilizar un proceso que pueda

realizarse a escala industrial.

Determinante e g . .
de la separacion Rango de utilizacion de los diferentes procesos de separacion

< MICROFILTRACION >< FILTRACION >
Tamafo < ULTRAFILTRACION >
< CROMAT. PERMEACION EN GEL >

OSOMOSIS INVERSA >

DIALISIS >
ELECTRODIALISIS >

INTERCAMBIO IONICO>

Difusividad

Intercambio I6nico

VAVAVAVAN

Presion y Temperatura < DESTILAC. CONGELAC. >
Solubilidad < EXTRACCION CON SOLVENTE >
Actividad Superficial < FRACCIONAMIENTO >

< ULTRACENTRIFUGAS >

Densidad < CENTRIFUGAS >
< SEDIMENTACION >

Tamafio de poro 1010 10° 108 107 10 10°% 104 103
- A N~ ~ A ~ e —~
Y v~
lones Macromoléculas ~ Micropart. Part. finas  Part. gruesas

Figura 2.3. Procesos de separacion de acuerdo con los tamafios moleculares

2.2.1. Membranas de Ultrafiltracién

Una vez definido el proceso que se utilizara para la separacion de las proteinas,
debemos elegir el tipo de membrana que mejor se adapte a las condiciones deseadas.
Existen en el mercado una gran variedad de membranas de ultrafiltracion. A

continuacion se muestran las diferentes clasificaciones de las membranas.
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Una clasificacion posible toma como punto de partida cuatro enfoques distintos:

su naturaleza, su estructura, su mecanismo de transferencia de materia y sus

posibilidades de aplicacion (Tabla 2.2). Esta clasificacion es general para todas las

membranas independientemente de cudl sea el proceso en estudio. En el caso particular

de la UF, sabemos que la fuerza impulsora es la diferencia de presion, teniendo también

en comun que el proceso de seleccion viene determinado solo por el tamafio de poro de

la membrana (tamarios de poros diferentes y por tanto rangos de presiones distintas). En

la ultrafiltracion se trabaja con diferencias de presion entre 2 y 10 bares, y los

materiales que atraviesan la membrana son los disolventes, los iones y las moléculas de

bajo peso molecular.

Tabla 2.2. Clasificacién de las membranas utilizadas en ultrafiltracion

Biologicas
Metales
Inorgéanicas De vidrio
NATURALEZA o Cerémicas
Sinteticas
Orgénicas Porosas
Densas
Mixtas
Densas
Porosidad Porosas (homo vy
Estructura h(_ateroporosas)
. . . . Simétricas
Microscopica Configuracion o
Asimetricas
ESTRUCTURA Lo Soportadas
Liquidas
No soportadas
Laminares
Estructura
Tubulares

Macroscopica

Fibras huecas

Densas
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2.2.1.1. Membranas Sintéticas

En la actualidad, existe una gran variedad de membranas sintéticas que han ido
evolucionando en funcion de los materiales y las técnicas utilizados en su fabricacion,
con el fin de ir mejorando su comportamiento para una determinada operacion de
separacion. Las membranas sintéticas a su vez se clasifican en varias categorias, de
acuerdo a su composicion (material utilizado para su fabricacion), funcion, estructura y

forma:

Composicion: inorganica, organica o polimérica y mixta.

Funcion: separacion de gases, destilacion de agua, didlisis, ultrafiltracion,
microfiltracion, electrodialisis, etc.

Estructura (referido a la microestructura en su corte transversal): homogénea,
asimetrica 0 compuesta.

Forma: plana, fibra hueca, tubular o un revestimiento.

2.2.1.1.1. Clasificacion de las membranas sintéticas seguin su composicion

a) Membranas Inorganicas:

Se caracterizan por poseer una gran estabilidad quimica, mecanica y térmica

sensiblemente mayor que las poliméricas.

Se pueden distinguir tres tipos diferentes de membranas inorganicas: membranas

metalicas, de vidrio y ceramicas.

Las principales caracteristicas de las membranas inorganicas son su alta

estabilidad térmica, mecénica y quimica. Son capaces de soportar temperaturas de hasta
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800 °C, limite muy por encima del de las membranas organicas, las cuales, como
mucho, pueden llegar a 300 °C. Esta resistencia térmica aumenta las posibilidades de
trabajo con estas membranas, de esta manera el lavado a altas temperaturas es mucho

mas eficaz, pudiéndose esterilizar con el paso de vapor de agua.

b) Membranas Orgéanicas o Poliméricas:

Constituyen el campo mas amplio y desarrollado de las membranas, tanto desde
el punto de vista de volumen de fabricacion como desde el campo de posibles
aplicaciones. Las propiedades de una membrana polimérica van a depender
fundamentalmente de dos factores, que a su vez van a influir en su comportamiento: la
naturaleza fisica y quimica del polimero, la cual determinard su interaccion con las
componentes a separar, y el método de preparacion de la membrana, que determinara su

estructura.

Tipicamente se dividen en dos tipos de membranas de acuerdo con su estructura:
porosas y densas. Segun se trate de un tipo o de otro, en la fabricacion se va a dar méas
importancia a unas propiedades del polimero que a otras (McCaffrey, 1987; Scott, 1995

y Bhave, 1991)

En el caso de membranas porosas, su selectividad esta determinada
principalmente por el tamafio y la dispersion de tamafios de los poros, la cual esta
determinada casi exclusivamente por el método de fabricacion de la membrana. Sin
embargo, la naturaleza del polimero en estas membranas microporosas sélo afectara a
propiedades como la adsorcion fisica o quimica y a la estabilidad (quimica, mecénica y

térmica).
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Las propiedades de transferencia de masa, para las membranas no porosas estan
fuertemente influenciadas por algunas de las propiedades intrinsecas del polimero,
como el grado de cristalinidad, la estructura, el estado vitreo o de goma, etc. La eleccién
de un polimero para una aplicacion determinada depende de forma significativa de la
aplicacion para la cual esté destinada la membrana. Esto se debe a que las propiedades
de transporte en las membranas densas (solubilidad y difusividad) dependen del
material de la membrana y de la naturaleza del permeado, y sobre todo de la interaccion

entre ellos.

Las membranas poliméricas pueden ser fabricadas a partir de uno o varios
polimeros; en funcion de esto las podemos dividir en membranas homogeéneas y

compuestas.

Las primeras son fabricadas a partir de un unico polimero, mientras que las

segundas surgen de la superposicion de capas de distintos materiales.

Estas membranas compuestas, generalmente estan formadas por dos capas con
distinta porosidad, denominadas capa porosa y capa fina. La capa porosa tiene como
finalidad dar consistencia mecanica a la membrana, afectando o menos posible a sus
propiedades de permeabilidad y retencion. Para ello, su permeabilidad debe ser muy alta

y el tamafio de sus poros muy superior al de la capa fina.

La capa fina es la que determina las propiedades de selectividad y permeabilidad
de una membrana compuesta. Esta capa estd soportada sobre la capa porosa,
permitiendo asi reducir mucho su espesor con lo que aumenta la permeabilidad de la

membrana, al ser ésta inversamente proporcional al espesor de la misma.
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La aplicacion de esta técnica en la fabricacion de membranas es valida, tanto
para las membranas porosas, como para las densas. Ademas, es posible aumentar el

numero de capas de la membrana con el fin de aumentar su selectividad.

¢) Membranas Mixtas:

Con este nombre vamos a designar a aquellas membranas compuestas en las que
una de las dos capas esta formada por un polimero mientras que la otra es un material
inorganico, generalmente ceramico. La razon de emplear este ultimo son sus
caracteristicas de resistencia térmica, mecanica y quimica. Por otra parte, al tener los
materiales ceramicos porosidades elevadas y pocos problemas de adsorcion y
ensuciamiento, contribuirdn poco al valor total de la resistencia de la membrana. La
capa fina sera un material polimérico, que se elegird en funcion de la aplicacion que se

quiera dar a la membrana (Lonsdale, 1987 y 1989)

2.2.1.1.2. Clasificacion de las membranas sintéticas segun su estructura

La estructura de la membrana es uno de los factores fundamentales que mas va a
influir en el comportamiento de la misma. Esta estructura difiere mucho de un tipo de

membranas a otro.

Al hablar de la estructura de la membrana hay que aclarar a que nivel estamos
trabajando, macroscépico o microscopico, ya que dentro de cada uno de ellos podemos
distinguir hechos diferentes. A nivel macroscépico se observan propiedades como el
espesor, la estructura porosa y la posible asimetria de la membrana, factores que
influyen en la velocidad de transporte asi como en la selectividad. A nivel microscopico

son mas relevantes otras propiedades: la naturaleza cristalina o amorfa, la naturaleza
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quimica, la existencia de cargas eléctricas, dipolos, etc. También a este nivel es esencial
el conocimiento del tamafio de poro, de la distribucion en tamafios o del tipo de huecos

que hay.

Pero el primer elemento determinante de la estructura de las membranas es el
proceso empleado en su fabricacion. Teniendo en cuenta este hecho, veamos primero

una breve descripcion de los procesos comunmente utilizados.

a) Microestructura de la membrana:

Las membranas sintéticas organicas pueden dividirse en dos grandes grupos:

porosas y densas;

1) Membranas Densas:

Su mecanismo de transporte depende de la solubilidad y la difusividad de la
molécula transportada a través del material. Su permeabilidad estd controlada por el
espesor de la membrana y por las propiedades fisicas y quimicas del polimero:

cristalinidad, estructura de la cadena, humedad, etc.

Aunque no tienen poros propiamente dichos, en ellas se puede hablar de un
diametro de poro equivalente (por ej. dando el tamafio de la mayor molécula que es
capaz de atravesarla, aunque esto solo se puede decir de una forma aproximada pues
hay otros factores, que pueden hacer que para moléculas iguales la facilidad de paso a

través de la membrana sea distinta).
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i) Membranas Porosas:

Son aquellas en las que su estructura microporosa se puede asemejar a una
barrera perforada, pudiendo ser atravesada por aquellas particulas cuyo tamafio sea

inferior al tamafio de poro.

Estas membranas se dividen en homoporosas y heteroporosas, aunque esta
division es un tanto arbitraria ya que nunca se pueden encontrar filtros totalmente
homoporosas. Se habla de membranas homoporosas cuando al hacer su distribucién de
tamanos de poro, la dispersion es pequefia, por ejemplo, la distribucién (muchas veces
de tipo gausiano) no es muy ancha. Si esa dispersion es grande entonces se habla de
membranas heteroporosas. Esto suele ocurrir en las membranas poliméricas donde no
existen poros propiamente dichos sino que son los huecos en el entramado del polimero

lo que permite el paso a través de la membrana.

b) Configuracién de la membrana:

Desde el punto de vista de la configuraciéon las membranas pueden clasificarse

en: membranas simétricas y asimétricas.

i) Membranas Simétricas:

Son aquellas en las que sus propiedades morfoldgicas (didmetro de poro,
porosidad, tortuosidad, etc.) y sus propiedades funcionales (permeabilidad, retencion,

etc.) no dependen de la cara de la membrana que se elija para realizar el analisis.
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i) Membranas Asimétricas:

Estas tienen propiedades morfoldgicas y/o funcionales distintas por ambas caras
de la membrana. Se fabrican, bien sean homogéneas o compuestas con una estructura
aparentemente de doble capa: capa fina y capa porosa (Figura 2.4). La primera capa es
la que proporciona las caracteristicas de funcionalidad a la membrana y su espesor suele
ser muy pequefio comparado con el de la otra capa. La capa porosa posee poros de
diametro mucho mayor por lo que no suele influir en las caracteristicas de funcionalidad

pero proporciona una mayor resistencia mecanica.

Seporte microporose

Capa selectiva a
W\m —
A = 21 Z ﬁa

Figura 2.4. Esquema de un corte transversal de membranas compuestas

2.2.1.1.3. Clasificacion de las membranas sintéticas segin su forma

Hasta ahora se habia hablado de la estructura microscopica de las membranas. A
continuacion nos referirnos a la estructura macroscépica, derivada de su propio proceso

de fabricacion. Desde este punto de vista, podemos dividir las membranas en tres tipos:
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i) Laminares:

Son laminas planas, las cuales se podran manipular para formar otro tipo de

modulos dependiendo de su propia flexibilidad.

i) Tubulares:

Son tubos porosos con didmetros entre 5-25 mm y longitud tipica en el rango de
600- 6000 mm, pudiendo ser de un solo canal o multicanales. Este tipo es uno de los

mas usados a nivel industrial sobre todo por su facilidad de limpieza.

iii) Fibras Huecas:

Son microtubos porosos de diametros comprendidos entre 0.2 y 1.25 mm. Se
suelen suministrar en paquetes constituidos por un gran namero de fibras, y su principal
ventaja es que su relacion entre el area de membrana efectiva y el volumen del modulo

es muy alta.

En la Tabla 2.3 se recogen algunas de las aplicaciones mas importantes a nivel

industrial de las membranas en los procesos de separacion.
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Tabla 2.3. Aplicaciones industriales de los procesos de ultrafiltracion

Area de aplicacion Ultrafiltracion

Produccién de agua ultra-pura para la industria
Produccién de agua potable y agua electronica.

industrial Produccién de agua estéril y libre de pirégenos para la
industria quimica y farmacedtica.

Separacién de aceite y agua.

Recuperacién de pinturas electroforéticas de aguas de
aclarado (enjuague).

Recuperacién de proteinas a partir de los efluentes de la
industria lactea y carnica.

Recuperacidn de polivinil en la industria textil.
Recuperacion de lanolina del agua de lavado de madera.
Tratamiento de efluentes de la industria del papel y
derivados.

Tratamiento de las aguas residuales de la
industria y los municipios

Concentracidn de leche y productos lacteos.

Filtracion estéril, clarificacion y desproteinizacion de
Separacién de masas en la industria vino, vinagre, etc.

alimentaria, quimica y farmacéutica. Concentracion y purificacion de enzimas, hormonas,
Opiaceos, etc.

Separacion de pirégenos, virus, bacterias, etc., de
disoluciones farmacéuticas.

2.2.1.2. Polimeros utilizados para producir las membranas: Membranas de

polietersulfona

La polietersulfona (PES) es un termopléstico amorfo, transparente y de color

ambar.

La estructura quimica de la PES se muestra en la Figura 2.5. De acuerdo con

Cheryan (1998), los modulos de PES se caracterizan por:

= Baja adsorcion/deposicion de proteina sobre la superficie activa

= Temperaturas de trabajo relativamente altas (hasta 75 °C)
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= Rango de pH de trabajo amplio (1-13)

= Buena resistencia a los cloruros (hasta 200 ppm en limpiezas y 50 ppm en
condiciones de operacion)

» Facilidad de fabricacion en diferentes configuraciones

= Amplio rango de tamarios de corte disponibles (entre 1000 Da 'y 0.2 um)

= Buena resistencia quimica frente a hidrocarburos alifaticos, hidrocarburos
halogenados, alcoholes y &cidos (aunque la resistencia frente a aromaticos,
cetonas, ésteres y éteres es menor).

= Presiones de trabajo moderadas (aptos para microfiltracion y ultrafiltracion)

H\H‘r{j ﬁ; M:
S
L o n

Figura 2.5. Estructura quimica del mondnero de poliétersulfona

El grupo —SO2 presente en la familia de las polisulfonas es muy estable gracias a
la estructura resonante de los grupos aromaticos adyacentes. Esta estructura resonante
confiere a la PES un alto grado de rigidez, resistencia mecéanica, resistencia a la fatiga y
estabilidad molecular. Ademas, los grupos fenil-éter y fenil-sulfona presentan una gran

estabilidad a largo plazo frente a la oxidacion y la temperatura (Cheryan, 1998).

Desde un punto de vista fisico, los médulos de membrana de PES (Figura 2.6)
presentan una microestructura de capa fina microporosa parecida a una barrera
perforada, pudiendo ser atravesada por aquellos solutos cuyo tamafio sea inferior al

tamafio de poro. Por otra parte, las membranas de PES son asimétricas, es decir,
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presentan propiedades morfoldgicas y funcionales distintas por ambas caras de la

membrana (Palacios, 1999).

Gracias a estas caracteristicas fisico-quimicas de la PES es posible aplicar
tratamientos de limpieza mas efectivos que en el caso de otras membranas organicas

tradicionales (celulosa regenerada o poliamida).

Figura 2.6. Estructura fisica de la membrana de poliétersulfona

Por otra parte, las membranas empleadas se caracterizan por un rango de
tamanos de corte muy estrecho, por lo que son altamente selectivas, siendo total el
rechazo para especies de peso molecular superior al nominal y permitiendo la

permeacion de las especies menores a dicho tamafio.

2.2.2. Proceso de obtencién del concentrado de proteinas de suero (WPC)

Como ya se menciond anteriormente, la obtencion del WPC se logra mediante la
ultrafiltracion del suero. La UF se caracteriza por tener un rango de corte de peso
molecular (MWCO) de 3 a 100 kDa. El corte mas comdn es la norma para productos

lacteos de un peso molecular de 10 kDa. Este es el tamafio tradicional usado en la
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industria para producir concentrados de proteina de suero (WPC) del 35% al 80% de

WPC.

Para procesar el suero se deben ajustar correctamente los pardmetros operativos,

teniendo en cuenta que:

El pH se debe encontrar alejado del punto isoelécterico de las proteinas.

La temperatura debera ser superior a 30°C (a menores temperaturas pueden
existir problemas con el calcio presente)

Existe una combinacion optima entre la presion y la velocidad de flujo que
minimiza el ensuciamiento de la membrana.

Un pretratamiento del suero es importante para obtener flujos de permeacion
mayores, por ejemplo precalentar el suero a 55°C durante 30 — 90 minutos;
bajar el pH para mantener a las sales en solucion; remover el calcio; pretratar
con acido citricoy EDTA a pH 2.5 para secuestrar el calcio; centrifugar; etc.
En lo posible, utilizar métodos fisicos para pretratar el suero, los efectos
sobre el producto son menos agresivos e incluso pueden mejorar las
propiedades funcionales del concentrado de proteinas de suero (WPC) (Kuo

y Cheryan, 1983)

Hoy en dia el proceso de UF de suero para recuperar las proteinas es bien

conocido, ya que su aplicacion esta ampliamente difundida en las industrias lacteas. El

proceso tipico se muestra en la Figura 2.7.
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TANQUE
SUERO |—»| SEPARADOR |—» PASTEURIZADOR —— Al A
55°C
Particulas G
finas rasa
v
Mezclador Secador E q RETENIDO
de polvos Spray vaporadores  [e—————
25-40%
96% ST s6lidos
JV PERMEADO
WPC

Figura 2.7. Proceso de UF de suero de queseria (Cheryan, 1998)

El contenido inicial de proteinas de 10-12% (base seca) puede incrementarse por
UF obteniendo productos que van de 35% a 80% de proteinas. A continuacion se

muestran las composiciones de los WPC obtenidos industrialmente (Tabla 2.4)

Tabla 2.4. Composiciones tipicas de los WPC (Phillips y Williams, 2000)

WPC - 35 WPC - 80
Proteinas (min) 34 80
Lactosa (méax) 50,5 0 (por diferencia)
Materia Grasa (max) 4 7
Humedad (max) 4.5 6
Cenizas (méax) 6.5 7

2.2.2.1. Flujo a través de la membrana de Ultrafiltracion

Una de las mayores limitaciones que presenta la tecnologia de membranas es la
disminucion del flujo debido al ensuciamiento de la membrana. Es por este motivo que

existe cierto rechazo a adoptar esta tecnologia en procesos industriales.
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Afortunadamente, ha habido sustanciales progresos en las pasadas décadas para

comprender el mecanismo de ensuciamiento y minimizar sus efectos.

2.2.2.1.1. Caracteristicas del ensuciamiento (fouling)

El flujo suele ser mucho menor al flujo del solvente puro (por ej. agua) si se dan

alguna de las siguientes condiciones:

- Cambios en las propiedades de las membranas: Esto puede suceder como
resultado del deterioro quimico y fisico de la membrana. A pesar de que el proceso de
membranas es dependiente de la presion aplicada, a altas presiones pueden aparecer
otros fendmenos, como ser la compactacion, que en general produce cambios
sustanciales en la permeabilidad de la membrana. Por otro lado, el deterioro quimico
puede ocurrir si el pH, la temperatura u otro factor ambiental son incompatibles con una
membrana en particular. Los sucesivos lavados de la membrana también afectan sus

propiedades.

- Cambios en las propiedades de la alimentacion: El transporte a través de una
membrana porosa de ultrafiltracion es en general considerado como un fendmeno de
flujo viscoso gobernado por la ecuacion de Hagen-Poiseuille o por las ecuaciones de
transferencia de masa. Cuando la viscosidad y la densidad de la alimentacion aumentan

el flujo sera inferior al del agua pura.

- Polarizacién de la concentracion: El flujo puede verse afectado por un
fenémeno denominado: polarizacion de la concentracién, que ocurre en la superficie de
la membrana, ya que a medida que el solvente es removido a través de ella, la especies

rechazadas tienden a acumularse en la interfase membrana-solucion. Estos compuestos
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son rechazados en forma axial y, cuando se alcanza la estabilidad del flujo de
alimentacion, se forma un gradiente de concentracion en la interfase donde el transporte
de la especies hacia la membrana por el flujo de la solucion, es balanceado por el efecto
combinado de la filtracion a través de la membrana y la difusion inversa de los solutos.
El efecto de la polarizacion se puede revertir, ya sea disminuyendo la presion
transmembrana o la concentracion de la alimentacion. También puede evitarse

aumentado la velocidad de flujo o la turbulencia.

El ensuciamiento o fouling de la membrana se caracteriza por una disminucion
irreversible del flujo. Dependiendo del sistema, el flujo puede disminuir en una o varias
etapas, frecuentemente muy rapido durante los primeros minutos seguido de una

disminucion mas gradual mientras transcurre el tiempo.

2.2.2.1.2. Factores que afectan el flujo de permeado

2.2.2.1.2.1. Propiedades de la membrana

~ Hidrofilicidad: En alimentaciones acuosas, la membrana ideal debe ser hidrofilica. Si
el material es hidrofobico, puede adsorber componentes que son también
hidrofébicos, resultando en una considerable disminucion del caudal de permeacion.
Una medida del poder hidrofilico de la membrana es el angulo de contacto. Si una
gota de agua es colocada sobre un material completamente hidrofilico, el agua se
esparcira por completo sobre la superficie, siendo entonces, el angulo de contacto
cercano a cero (Figura 2.8).

~ Topografia de la superficie: Se han observado grandes depdsitos de proteinas sobre

superficies que son mas rugosas (Suki y otros 1984)
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Gota de Agua

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

Membrana Hidrofilica Membrana Hidrofébica

Figura 2.8. Angulo de contacto en las membranas de deferentes caracteristicas

~ Carga en la membrana: La mayoria de las membranas poseen una carga neta
negativa bajo condiciones de operaciéon usual. La carga de la membrana cobra
importancia cuando las particulas que son procesadas estan cargadas.

~ Diametro de poro: Las membranas con gran tamafio de poro pueden presentar flujos
iniciales mucho mas grandes que membranas con poros mas pequefios pero luego (en
general rapido) el flujo disminuye en mayor medida. Esto puede deberse a que si el
tamano de las particulas que deben ser separadas es similar al de los poros de la
membrana, algunas particulas pueden alojarse en los poros. El blogueo de los poros
produce una drastica disminucion del flujo de permeado durante los primeros
minutos de la operacion. Aumentar la presion solo empeora la situacion
comprimiendo aun mas las particulas. Por otro lado, si los poros son muy pequerios,
las particulas no son retenidas en los mismos sino que se desplazan sobre la
superficie por las fuerzas de corte producidas por el flujo. En efecto, si la velocidad
del flujo transversal no tiene efecto sobre el flujo con una corriente de alimentacién
que muestra efectos de polarizacién indica que el fenomeno (de obstruccién) ha
ocurrido y es necesario limpiar de inmediato ya que las técnicas de ajuste del flujo no
seran efectivas. A pesar de que resultaria I6gico utilizar membranas que posean

poros del mismo tamafio o0 un poco mas pequefios que las particulas que desean ser
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retenidas, las ventajas de un flujo inicial alto resultan en un problema mayor cuando
transcurre el tiempo y el flujo decae de manera drastica asociado a un gran
ensuciamiento de la membrana. Como una primera aproximacion a la hora de elegir
el tamafio de corte la membrana a utilizar, podria ser que la relacién tamafio de
particula — tamafio de poro sea de 10. Luego se debera buscar empiricamente el
tamafno mas adecuado segun el proceso que se trate. (Merin y Cheryan, 1980).

~ Modificaciones de la superficie: Algunas membranas pueden ser mas hidrofilicas si
se agregan a su superficie grupos funcionales hidrofilicos, como por ejemplo
aquellos que son capaces de ligar moléculas de agua o formar puentes hidrogeno,

tales como los grupos oxidrilos (-OH)

2.2.2.1.2.2. Propiedades del soluto

Ya que el ensuciamiento de la membrana es el resultado de las interacciones
entre la misma y los distintos solutos presentes en la corriente de alimentacion, es
importante entender las caracteristicas fisicoquimicas de cada uno de estos componentes

para establecer el desempefio de la membrana.

~ Proteinas: No es extrafio que sean las proteinas las principales responsables de la
caida del flujo durante el proceso de UF. Esto se debe a la multiplicidad de grupos
funcionales, la densidad de carga, la variedad de grados de hidrofobicidad y las
complejas estructuras secundarias y ternarias que permiten que la proteina interactie
con otros componentes presentes y con la misma membrana. Y, para mayor
complejidad del fendmeno, todas estas propiedades son a su vez afectadas por el pH,
la fuerza idnica, esfuerzos de corte, tratamientos térmicos, y otros factores

ambientales (Marshall y otros, 1993; Nilsson 1990).
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~ Sales: Las sales minerales tienen un notable efecto sobre la disminucion del flujo. Por
un lado, suelen precipitar sobre la membrana debido a su baja solubilidad o bien
pueden ligarse a la misma debido a interacciones idnicas. Se ha encontrado que el
calcio (30 mM en leche bovina) es la mayor causa de disminucion del flujo en los
procesos en los que puede estar presente, no solo por precipitar en forma de tricalcio
fosfato sino por su forma i6nica que puede formar puentes calcio con otras proteinas
0 con la misma membrana. El flujo puede ser mejorado si se remueve el calcio
presente, por ejemplo por centrifugacion, electrodialsis o intercambio iénico.

~ pH: En general, el flujo es menor cuando se trabaja en el punto isoeléctrico de las
proteinas y aumenta cuando el pH se aleja del mismo. Cambios en el pH aumentan la
solubilidad y configuracion de los componentes de la alimentacion. La solubilidad de
las proteinas es generalmente inferior en el punto isoeléctrico; aumenta cuando el pH
se aleja del mismo. Cuando se ajusta el pH se debe tener en cuenta que si hay sales
presentes, las mismas pueden precipitar sobre la membrana. Si antes de realizar la UF
del suero se remueven las sales insolubles de calcio a pH 6.4 — 7 por filtracion
(Daufin y otros, 1992) o por centrifugacion (Kuo y Cheryan, 1983), el flujo se mejora
significativamente.

~ Lipidos, grasas y aceites: Existe evidencia que indica que el hecho de remover los
lipidos del suero de queseria por centrifugacion o microfiltracion tiene un efecto
beneficioso sobre el flujo de UF. En mezclas aceite en agua (oil-in-water), se debe
tener en cuanta que, “similares atraen similares”; si se utilizan membranas
hidrofobicas, los aceites libres pueden recubrir la membrana produciendo una

consecuente disminucion del flujo.
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Otros agentes que afectan el flujo de permeado son: los antiespumantes,
sustancias humicas (Jucker y Clark 1994), polihidroxi aromaticos, y polisacaridos

(Defrise and Gekas 1988; Matthiasson and Sivik 1980)

2.2.2.1.2.3. Parametros operativos del proceso

Ademas de las complicadas interacciones fisicoquimicas entre los compuestos
presentes en la alimentacion, los parametros del proceso tales como temperatura,
velocidad de flujo, presion y concentracion de la corriente de alimentacion, presentan
una gran influencia sobre el ensuciamiento de la membrana, por lo que deben ser

tenidos en cuenta para el disefio del proceso.

~ Temperatura: El efecto de la temperatura no esta del todo claro. El aumento de la
temperatura trae como resultado un aumento del flujo, esto es verificado en la
practica. De todos modos, puede también provocar una disminucion del flujo en
ciertos productos tales como el suero de queseria. Por debajo de los 30°C, un
aumento en la temperatura hace disminuir el flujo de permeado debido a que aumenta
la solubilidad del fosfato de calcio. De todos modos, si la temperatura se incrementa
aun mas, sus efectos son mas beneficiosos (disminuye la viscosidad, hay mayor
difusividad) y compensan, en cierta medida los problemas que trae el calcio dando
como resultado final un aumento en el flujo, Figura 2.9 (Cheryan, 1998). En los
sistemas bioldgicos, temperaturas muy altas pueden desnaturalizar a las proteinas o
provocar otros efectos por calentamiento. La adsorcion de las proteinas en el rango de
temperatura de interés en las aplicaciones de UF (30-60°C) generalmente aumenta

con la temperatura.
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Figura 2.9. Efecto de la Temperatura sobre el flujo en UF de suero de queseria

~ Velocidad de flujo y turbulencia: Grandes esfuerzos de corte remueven el material
que se deposita sobre la membrana, y esto reduce la resistencia hidraulica de la capa
de ensuciamiento. De todos modos esto no siempre ocurre si la presion
transmembrana es alta en relacion a la velocidad de permeacion. A bajas presiones
(por ej., baja velocidad de permeacion), las fuerzas de corte son lo suficientemente
grandes para minimizar el depdsito de proteinas sobre la superficie membrana. A
altas presiones (o gran velocidad de flujo), las particulas se mueven sobre la
superficie de la membrana méas rapidamente de lo que son removidas, por lo que el se
obtiene un gran ensuciamiento.

~ Presion: En el caso particular de la UF de suero de queseria, se ha encontrado que
existe un punto critico, que debera ser determinado experimentalmente para cada caso
en particular, por encima del cual no resulta conveniente incrementar la presion de

trabajo ya que el flujo comienza a caer drasticamente. En esta situacion, si se aumenta
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la presion aparecen otros efectos que son indeseados como ser la compactacion de los

solutos sobre la superficie de la membrana (Kuo y Cheryan, 1983).

2.3. Hidrolisis de la lactosa presente en el suero

El costo de los concentrados de proteina de suero se incrementa con la cantidad
de proteina presente en el mismo. En algunas aplicaciones resulta muy costoso agregar
WPC con alto porcentaje de proteinas, es por esto que se opta por el uso de
concentrados con menor cantidad de proteinas; el costo de estos es menor no solo
porque poseen una menor proporcion proteinas sino también porque se producen en

mayor cantidad.

El problema que presentan estos concentrados con menor proporcion de
proteinas es la gran cantidad de lactosa presente en su composicion. Para ciertas
aplicaciones esto no reviste importancia, pero existen aplicaciones industriales donde la
presencia de altas concentraciones de lactosa produce problemas tecnoldgicos debido a

la baja solubilidad de este azucar.

La solucion a este inconveniente podria ser hidrolizar a la lactosa presente en el

suero de queseria por via enzimatica utilizando a la enzima p-galactosidasa.

2.3.1. Enzimas para la hidrdlisis de la lactosa

Las enzimas en términos generales, son catalizadores biol6gicos que promueven
la transformacion de especies quimicas en sistemas vivos. Estas moléculas son capaces
de catalizar una gran cantidad de reacciones quimicas diferentes que ocurren en las

células bioldgicas.
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Algunas de las ventajas de utilizar enzimas son:

~ Las enzimas son catalizadores muy eficientes, aceleran la velocidad de reaccion en 8
a 20 6rdenes de magnitud. Se usan en concentraciones mucho menores a las de
catalizadores quimicos.

~ Poseen un alto grado de precision, esto es selectividad de sustrato, selectividad de
grupo funcional, regioselectividad, estereoselectividad. Es decir, cada enzima degrada
0 sintetiza un compuesto quimico en particular.

~ No producen contaminacion ambiental, las enzimas son biodegradables. Si se usan
soportes inertes, el derivado inmovilizado sigue siendo inocuo para el medio
ambiente.

~ En general trabajan a temperatura ambiente, presion atmosférica y pH neutro o
cercano a la neutralidad.

~ Se minimiza la generacion de subproductos por reacciones colaterales, que conlleva
un aumento de la conversion y facilita los procesos de recuperacién de productos.

~ No estén limitadas a su papel natural, presentan alta tolerancia por distintos sustratos

y en muchos casos pueden trabajar en medios organicos.

Sin embargo, las enzimas han sido modificadas durante la evolucion bioldgica
para mejorar su comportamiento. Obviamente las enzimas no han sido optimizadas para
trabajar dentro de reactores industriales. Es por esto que a pesar de sus excelentes
propiedades cataliticas, presentan otras caracteristicas que no las hacen muy apropiadas
para trabajar en reactores industriales: son catalizadores solubles, generalmente son muy

inestables, pueden ser fuertemente inhibidas por sustratos y productos, y solo trabajan
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bien con sustratos naturales y bajo condiciones fisioldgicas. En la mayoria de los casos

las enzimas deben ser modificadas antes de ser usadas en los procesos industriales.

La implementacion de enzimas en procesos industriales de gran escala requiere

de una multidisciplinaria utilizacion de diferentes técnicas:

1) Busqueda de enzimas con propiedades que mejor se adapten las necesidades
(Robertson y Steer, 2004)

2) la mejora de las propiedades de las enzimas mediante técnicas de biologia
molecular (Van den Burg y Eijsink, 2002)

3) la mejora de las propiedades de las enzimas mediante técnicas de
inmovilizacion y post inmovilizacion (Betancor y otros 2003)

4) la mejora de las propiedades de las enzimas mediante ingenieria de reactores

y reacciones (Guisan, 2006)

Para la hidrdlisis de la lactosa se utiliza la enzima B-galactosidasa (E.C.
3.4.2.1.23), produciendo una mezcla equimolar de glucosa y galactosa. Los azUcares
obtenidos presentan dos propiedades de interés: mayor solubilidad y dulzura. Este
cambio en las propiedades ha dado origen a una gran cantidad de aplicaciones

industriales permitiendo el uso de los jarabes de glucosa-galactosa.

Como ya se ha mencionado, la B—galactosidasa puede obtenerse de diferentes
fuentes, pero su produccion a escala industrial para aplicaciones en procesos
alimenticios solo se realiza mediante el cultivo de microorganismos considerados
seguros por organismos internacionales. Se utilizan las levaduras Kluyveromyces

fragilis y lactis y los hongos Aspergillus niger y oryzae (Office of Premarket Approval,

46



ASPECTOS GENERALES

1998). Tambien existe la lactasa proveniente de E. Coli; su uso esta prohibido en la
industria de alimentos debido a los posibles problemas de toxicidad que presentan los

extractos crudos.

Las propiedades de las enzimas dependen tanto de su fuente de origen, como de
la preparacion. En la Tabla 2.5 se presentan las propiedades de las enzimas utilizadas en

el tratamiento de leche y suero dulce (Carrara, 1994).

Tabla 2.5. Propiedades de las B-galactosidasas empleadas en suero dulce y leche

FUENTE
PROPIEDADES Escherichia coli Kluyveromyces Kluyveromyces
lactis fragilis
pH 6ptimo 7.2 6.7-7.3 6.6
pH estabilidad 6.0-8.0 6.0-8.5 6.5-7.5
Temperatura optima 40°C 35°C 37°C
2+ + 2+
. + ot 2+ et Mn ) K ' Mg '
lones activantes Na’, K Mn*, K Co?, Zn®*
lones inhibidores Ca?* Na* Na*, K*
Peso molecular (kDa) 54-85 1.35 2.01

Existen diferentes técnicas para llevar a cabo la hidrélisis enzimatica de la
lactosa. La tecnologia méas simple, se basa en el uso de la enzima purificada, empleada
una unica vez en procesos de tipo batch. Cuando se alcanza la conversion deseada se
detiene la reaccion por calentamiento o pH, lo que produce la desnaturalizacién de la

enzima y una consecuente pérdida de la actividad. El costo de la enzima restringe su uso
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masivo. Esto es particularmente critico para el aprovechamiento de grandes volimenes

de suero y permeado (Novalin y otros, 2005).

Si bien se cuenta con importante informacion a nivel de la composicion de la
enzima, resulta indispensable estudiar primeramente su actividad y estabilidad en el
medio de trabajo debido a que estos parametros pueden modificarse no solo con el pH'y
la temperatura, sino también con el agregado de ciertos cationes en determinadas

concentraciones.

Se ha estudiado extensivamente la cinética de la reaccion de hidrolisis de la
lactosa (Papayannakos y Markas, 1993; Carrara y Rubiolo, 1996; Santos y otros, 1998;
Ladero y otros, 2000; Jurado y otros, 2002). Se puede concluir que, cualquiera sea el
origen de la enzima, el modelo que mejor describe su comportamiento es la ecuacion de
Michaelis-Menten con inhibicion competitiva por producto. En este mecanismo se
considera la formacion de un complejo [enzima-sustrato] a través de la interaccion de la
galactosa con el sitio activo de la enzima. A partir de éste, se libera primero la glucosa y
luego puede separarse la galactosa o la reaccidn del complejo [enzima-galactosa] con un
mono o disacarido para producir un di u oligosacarido. La galactosa puede interactuar

nuevamente con el sitio activo de la enzima, compitiendo con la lactosa.

2.4. Procesos de inmovilizacién de enzimas

2.4.1. Enzimas inmovilizadas como catalizadores en procesos quimicos industriales

Por razones técnicas y econdmicas, la mayoria de los procesos quimicos
catalizados por enzimas requieren la reutilizacion o el uso continuo del biocatalizador

por un largo periodo de tiempo. Desde esta perspectiva, la inmovilizacion de enzimas
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puede ser definida como una técnica que permite la reutilizacion o el uso continuo de
los biocatalizadores. Desde el punto de vista industrial, simplicidad y costo efectivo son
las propiedades clave de las técnicas de inmovilizacion. A primera vista, el desarrollo de
los protocolos para la inmovilizacion de las enzimas esta intimamente relacionado con

la simplicidad, costo efectivo y la estabilizacion de las enzimas (Guisan, 2006).

Tabla 2.6. Propiedades tecnoldgicas de los sistemas de enzimas inmovilizadas

Ventajas Desventajas
Reutilizacion del catalizador Pérdida o reduccion de actividad
Mayor facilidad de operacion del reactor Limitacion difusional
Mayor facilidad para separar el producto Costo adicional

Eleccién mas amplia del reactor

El uso de enzimas inmovilizadas en procesos industriales incluye la produccion

de azUcares, aminoacidos y farmacos.

Tabla 2.7. Productos obtenidos mediante el uso de enzimas inmovilizadas
(Katchalski-Katzir, 1993)

Enzima Producto
Glucosa isomerasa Jarabe de maiz de alta fructosa
Aminoacido acilasa Produccién de aminoéacidos
Penicilina acilasa Penicilina semi sintética
Nitrilo hidratasa Acrilamida

Lactosa hidrolizada (suero o permeado

-galactosidasa de suero)
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En las pasadas tres o cuatro décadas, la investigacion de los procesos de
inmovilizacion tuvo un desarrollo amplio e inmediato; pero todavia es necesario seguir
trabajado para mejorar las técnicas. Extender el uso de enzimas inmovilizadas en lugar
de otros procesos va a requerir de nuevas metodologias y una mejor comprension de las
técnicas actuales. En la Figura 2.10. se resumen los factores que se deben tener en

cuenta para el disefio del biocatalizador.

REUTILIZACION DE LAS ENZIMAS, EN
REACTORES INDUSTRIALES, PARA VARIOS
CICLOS DE REACCION

ESTABILIDAD ESTABILIZACION
DE LA ENZIMA DE LA ENZIMA

TECNICAS DE
INMOVILIZACION

SIMPLICIDAD COSTO EFECTIVO

Figura 2.10. Factores a ser considerados para el disefio del biocatalizador

Teniendo en cuenta los parametros antes mencionados, los miles de protocolos
de inmovilizacién de enzimas que se encuentran en la literatura debieron evaluarse de

acuerdo con los siguientes criterios:

1. No utilizar, en lo posible, reactivos toxicos o peligrosos durante y después del
proceso de inmovilizacion

2. Utilizar, en lo posible, soportes preactivados que hayan sido preparados por
otras compafiias.

3. La posibilidad de asociar la inmovilizacion de las enzimas y la mejora de las
propiedades funcionales (actividad, estabilidad y selectividad). Los preparados
de enzimas inmovilizadas que resulten muy activos y estables son la clave para

su utilizacion industrial. Los que resulten menos activos y no tan estables
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pueden ser Utiles en pruebas de laboratorio pero no son apropiados para
utilizarlos en procesos industriales. Desde el punto de vista practico, enzimas
muy estables pueden ser inmovilizadas o bien la estabilidad debe ser mejorada
como consecuencia de su inmovilizacion.

4. La preparacion de derivados inmovilizados dtiles en diferentes reacciones (gj.
los que incluyen sustratos solubles e insolubles, la necesidad de regeneracion del
cofactor o la presencia de oxigeno como sustrato de la enzima), en diferentes
medios de reaccion (ej. agua, solventes organicos, fluidos supercriticos), y

diferentes reactores (ej. tanque agitado, lecho fluidizado).

2.4.1.1. Mejora de las propiedades de las enzimas via técnicas de inmovilizacion y

post-inmovilizacion

Usando adecuados protocolos de inmovilizacion de enzimas se pueden mejorar
considerablemente las propiedades de las enzimas industriales. A continuacion se
enumeran las propiedades que pueden ser mejoradas aplicando adecuadas técnicas de

inmovilizacion:

. Estabilizacion por inmovilizacion al azar

. Rigidificacion de la estructura 3D

. Estabilizacion de enzimas multiméricas

. Modificacion quimica de enzimas inmovilizadas

. Generacion de microambientes hiper-hidrofilicos

. Hiper-activacion de lipasas

. Modulacion de la enantio-selectividad de las lipasas

. Reduccion de inhibidores
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De esta manera, resulta que la inmovilizacion es una técnica necesaria para
reutilizar las enzimas y se convierte en una poderosa herramienta para mejorar las
propiedades de las enzimas. Mejor aun, las propiedades de las enzimas pueden ser

mejoradas a traves de modificaciones fisicas o0 quimicas de los derivados inmovilizados.

2.4.2. Eleccion de los soportes

Las caracteristicas de la matriz sobre la que se realizara la inmovilizacion, son
de suma importancia para determinar el desempefio de los sistemas con enzimas
inmovilizadas. Un soporte ideal incluye las siguientes propiedades: resistencia fisica a
la compresion, hidrofilicidad, inerte a las enzimas, biocompatibilidad, resistencia al

ataque de microorganismos, disponibilidad y bajo costo.

Los soportes pueden ser clasificados en inorganicos y organicos segun su

composicion quimica (Tabla 2.8).

Las caracteristicas fisicas de las matrices, tales como: diametro de particula,
hinchamiento (swelling), comportamiento frente a las condiciones de operacion (T, pH,
presion, etc), resistencia mecanica y comportamiento frente a la compresion, seran de
gran importancia para el desempefio de los sistemas inmovilizados y determinaran el
tipo de reactor a utilizar bajo cierta condiciones operativas (ej. tanque agitado, lecho
fluidizado, lecho fijo). En particular, el tamafio de poro y de particula determinan el area
total superficial y esto afecta directamente la capacidad de carga de la enzima en el

soporte.

Los soportes no porosos presentan pocas limitaciones difusionales, pero es

menor la carga enzimatica que se obtiene. Por lo tanto, los soportes porosos son los

52



ASPECTOS GENERALES

preferidos ya que su gran area superficial permite obtener una carga de enzima
considerable, ademas la enzima inmovilizada recibe mayor proteccion del
medioambiente. Los soportes porosos deberan tener una distribucion de poro controlada
para optimizar la capacidad y propiedades de flujo. A pesar de las ventajas que
presentan los soportes inorganicos (gran estabilidad frente a la degradacion fisica,
quimica o microbiologica), en la mayoria de las aplicaciones industriales se utilizan
soportes organicos. El caracter hidrofilico resulta ser una de las propiedades de mayor

importancia para lograr el mayor nivel de actividad de la enzima inmovilizada.

Tabla 2.8. Clasificacion de los soportes

Organicos

Polimeros Naturales
e Polisacéridos: celulosa, dextranos, agar, agarosa, quitina, alginato
e Proteinas: colageno, albimina
e Carbon

Polimeros Sintéticos

e Poliestireno

e Otros polimeros: poliacrilatos, polimetacrilatos, poliacrilamidas, poliamidas,
vinilo, polietersulfona

Inorgénicos

Minerales Naturales: bentonita, silica

Materiales procesados: vidrio (no poroso y de poros controlado), metales, 6xidos de
metal de poro controlado
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La agarosa es un soporte que ha sido ampliamente utilizado y con el cual se han
obtenido excelentes resultados. Ademas de su gran porosidad, que permite ligar gran
cantidad de proteina, otras ventajas que presentan son su caracteristica hidrofilica, facil
de derivatizar, ausencia de grupos cargados (que previene la absorcion no especifica de
sustratos y productos) y disponibilidad comercial. De todos modos su uso ain esta muy
limitado debido a su alto costo. Este problema podria ser superado si se utilizan
métodos de inmovilizacion reversibles que permitieran la regeneracion de la matriz y asi

poder reutilizarla.

Las enzimas pueden ser ligadas a los soportes a través de interaccion que van
desde la adsorcion fisica reversible y uniones ionicas a uniones covalentes irreversibles.
Una forma de clasificar los tipos de inmovilizaciones de enzimas es en dos categorias:
métodos reversibles e irreversibles. La fuerza de los enlaces estd inversamente
relacionada a la reversibilidad. El enfoque tradicional ha sido lograr los enlaces més

fuertes sacrificando la reversibilidad.

2.4.3. Métodos de inmovilizacion

La inmovilizacion de enzimas resulta una técnica apropiada para solucionar
algunas desventajas de utilizar la enzima libre. Ahora bien, existen varios métodos de

inmovilizacion. A continuacién se describen los mas utilizados.

2.4.3.1. Métodos de inmovilizacion reversibles

El uso de estos métodos resulta mucho mas atractivo debido a razones
econdmicas, cuando la actividad catalitica disminuye el soporte puede ser regenerado y

recargado con enzima fresca. Es mas, el costo del soporte es generalmente el principal
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factor en el total del costo del catalizador inmovilizado. La inmovilizacion reversible de
enzimas es particularmente importante para inmovilizar enzimas labiles o para

aplicaciones en sistemas bioanaliticos (Figura 2.11).

e Adsorcion %
e Enlaces iénicos (e
e Enlaces por afinidad
3:{{

N M e

e Enlace metalico
M —| E
-5 (]

e Enlaces disulfuro s—s—{(E

Figura 2.11. Métodos reversibles

2.4.3.2. Métodos de inmovilizacién irreversibles

Estos métodos suponen fijar la enzima al soporte de manera tal que resulta
imposible recuperarla sin perder su actividad bioldgica o bien sin destruir el soporte

(Figura 2.12).
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Enlace Covalente

Entrampamiento (geles o fibras)

Microencapsulacion

Entrampamiento (crosslinking)

Figura 2.12. Métodos de inmovilizacion irreversibles

2.4.3.2.1. Entrampamiento

Este método se basa en la oclusion de la enzima en una red polimérica que
permite al sustrato y productos pasar a través de ella, pero retiene a la enzima. Por este
método la enzima no es ligada al soporte. Existen varias formas de entrampar a la
enzima, se pueden utilizar geles o fibras, como asi también la microencapsulacion.
Estos métodos estan limitados por la transferencia de masa a través de las membranas o
geles. Ademés, es imposible utilizar este método si disponemos de soportes

comerciales, como lo pueden ser las membranas de ultrafiltracion.

2.4.3.2.2. Formacion de enlaces covalentes

La inmovilizacién de proteinas por métodos que se basan en la formacion de
enlaces covalentes es la mas utilizada. Una ventaja que presenta este método es la

estabilidad de los enlaces covalentes que se forman entre la enzima y la matriz del
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soporte, la enzima no es liberada en la solucion. De todos modos, para mantener altos
niveles de actividad, los residuos de aminoacidos esenciales para la actividad catalitica
no deben estar involucrados en los enlaces covalentes; esto puede resultar un requisito
dificil de cumplir en algunos casos. Un simple procedimiento que muchas veces
incrementa la actividad es llevar a cabo la reaccion de inmovilizacion en presencia de
algun sustrato analogo. Los métodos de inmovilizacion por enlaces covalentes son

utilizados cuando es requisito indispensable la ausencia de enzima en el producto.

Una gran cantidad de reacciones han sido desarrolladas dependiendo de los
grupos funcionales disponibles en la matriz del soporte. Los métodos de acoplamiento

pueden dividirse en dos grandes clases:

(1) activacion del soporte adicionando un reactivo funcional, y

(2) modificacion de la estructura polimérica para producir un grupo activo.

Tabla 2.9. Enlaces covalentes: Activacion de la matriz del soporte

Grupo que reacciona

: . Referencias
(con la matriz activada)

Método de activacion

Cloruro de trifluoroetano
sulfonilo Tiol, amino Lawson y otros, 1983
Cloruro solfonilo

Bromuro de ciandgeno Amino AXxeény otros, 1967
Epoxiciranos Tiol, amino Porath y Axén, 1976
Epiclorhidrina Tiol, amino Porath y Axén, 1976
Glutaraldehido Amino Porath y Axén, 1976
Glicidol-Gloxilo Amino Guisén, 1988
N-Hidroxi-succinimidilo Amino Wilchek y Miron, 1982;

Drobnick y otros, 1982
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Existe una gran cantidad de soportes comerciales para inmovilizar enzimas, la
mejor eleccion en cada caso requiere considerar aquellas propiedades que resultan

relevantes para el catalizador y su uso.

Debido a la naturaleza de los enlaces, el soporte debe ser descartado junto con la

enzima una vez que la actividad de la misma decaiga.

2.4.3.2.2.1. Glutaraldehido en la inmovilizacion de proteinas

Una de las técnicas mas utilizadas en la inmovilizacion de enzimas es la
inmovilizacion por enlaces covalentes usando glutaraldehido como agente activante.
Existen diferentes formas de uso del glutaraldehido para lograr el objetivo, tales como la
inmovilizacion de enzimas sobre soportes previamente activados con glutaraldehido o el
tratamiento con glutaraldehido de las proteinas adsorbidas en el soporte que poseen

grupos aminos primarios (Betancor y otros, 2006).

La inmovilizacién de proteinas sobre soportes preactivados con glutaraldehido
es simple y eficiente, y en algunas circunstancias permite mejorar la estabilidad de la

enzima mediante la inmovilizacion multipuntual (Figura 2.13).

Estos soportes pueden obtenerse haciendo reaccionar el glutaraldehido con una
matriz que contenga grupos amino primarios. Esto significa, que por debajo de cada
molécula de glutaraldehido, hay uno o dos grupos aminos que le confieren al soporte

caracteristicas de intercambio i6nico.
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Reaccion
covalente

Figura 2.13. Inmovilizacion de proteinas sobre soportes aminados pre-activados con

glutaraldehido

2.5. Reactores enzimaticos con enzimas inmovilizadas

La inmovilizacién de enzima sobre soportes poliméricos ha sido uno de los
métodos ensayados para solventar las desventajas del reactor discontinuo, ya sea
mediante la fijacién quimica o fisica a una superficie solida, o0 mediante la confinacion
fisica de la enzima en un soporte, de manera que se retienen sus propiedades cataliticas

(Cheryan, 1998).

Las principales ventajas que presenta esta técnica son:

e Permiten la operacion continua.
e Las enzimas inmovilizadas pueden ser reutilizadas, reduciendo los costos de
produccion que conllevan los procesos a gran escala.
Sin embargo, las técnicas de inmovilizacién también presentan inconvenientes:
e Se han descrito en la literatura pérdidas de actividad entre el 10-90%
(dependiendo del método de inmovilizacion) debidas a restricciones en la

difusion, especialmente con sustratos coloidales y de alto peso molecular.
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Las técnicas de inmovilizacion y los soportes empleados son caros,
especialmente en operaciones a pequefia escala (como en el caso de productos
farmaceéuticos). Los costos de inmovilizacion incluyen los costos del material soporte y
del proceso de fijacion de la enzima. Si se puede reutilizar el soporte, los costos no

influyen tan decisivamente en el costo total de operacion.

2.5.1. Reactores de membrana

Un reactor de membrana consiste en el acoplamiento de un mddulo de

separacion de membranas a una unidad de reaccion.

La membrana es un medio semipermeable, que crea una barrera fisico-quimica
selectiva al paso de determinadas especies. Las especies permeables se separan
selectivamente de la mezcla de reaccién debido a la existencia de una fuerza impulsora
(potencial quimico, presion o campos eléctricos) que genera el movimiento de solutos a
través de la membrana (por difusion, conveccién o migracion electroforética,
respectivamente). Por otra parte, la membrana rechaza por completo la enzima, que se
recircula al recipiente de reaccion, donde se pone en contacto con nuevo sustrato. Dado
el tamafio molecular de la mayoria de las enzimas (generalmente entre 10-100 kDa), la
mayoria de los reactores enzimaticos de membrana estan equipados con membranas de

ultrafiltracion.

Segun Prazeres y Cabral (1996) los reactores enziméaticos de membrana se clasifican

en:

e Reactores de difusion. En esta configuracion, el contacto entre enzima y sustrato

no se produce en el recipiente que contiene la enzima, sino que el contacto se
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establece solo después de la difusion de las moléculas de sustrato a través de los
microporos de la membrana hacia el compartimento donde estd la enzima

(soluble o inmovilizada).

Los reactores de flujo de piston o de fibra hueca son los mas utilizados dentro de
los reactores de difusion. En este caso, la enzima se sitda (en el mayor nimero de casos,
de forma inmovilizada) en el lado de la carcasa del médulo de membrana y la corriente

de sustrato pasa a traveés de las fibras.

e Reactores de contacto directo, donde el sustrato y la enzima se encuentran
juntos en solucién en un tanque de reaccion y la membrana separa el catalizador
de los productos de reaccion. Los reactores de contacto directo se pueden

subdividir a su vez en:

a) Configuracion en celda. En estos reactores, la enzima se carga inicialmente y el
sustrato se alimenta en continuo bajo presion con el mismo caudal que la salida de
permeado a través de la membrana. Se emplea agitacion magnética para reducir el

ensuciamiento de la membrana.

b) Reactores de dilisis. En estos reactores se ponen en contacto dos corrientes, una a
cada lado de la membrana. El sustrato se afiade a la corriente que contiene la enzima. El
producto formado puede atravesar la membrana hacia la segunda corriente debido a la

existencia de un gradiente de concentraciones entre ambos lados de la membrana.

c) Reactores de membrana agitados con recirculaciéon. Estan formados por un tanque
agitado de reaccion al que se le acopla un modulo de ultrafiltracion. Este tipo de

reactores pueden operar de modo discontinuo o continuo. En el primer caso, se emplea
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la membrana una vez completada la reaccion en el tanque y se reutiliza el retenido en
una nueva reaccion en el tanque. En el segundo caso, la mezcla reaccionante se pasa
continuamente a través de la membrana. La membrana retiene la enzima y los productos
de bajo peso molecular la atraviesan. La enzima se recircula continuamente al tanque
que se alimenta en continuo con nuevo sustrato. Esta configuracion de reactor es la mas

usada y la que més habitualmente aparece en la literatura (Prazeres y Cabral, 1994).

Rios y otros (2004) recogen las principales ventajas e inconvenientes que

conlleva el uso del reactor continuo de membrana. Las ventajas en el uso son:

- Funcionamiento continuo y reutilizacion del catalizador, que conlleva una alta
productividad y capacidad.

- Permite el uso de enzimas libres y solubles en contacto pleno con el sustrato, evitando
los problemas habituales en reactores de enzima inmovilizada (pérdidas de actividad y
restricciones en la difusion).

- Reduccion de la inhibicidn por sustrato o por producto, lo cual permite alcanzar una
alta conversion del sustrato.

- Producto final libre de enzima.

- Control de las propiedades del producto final, en primer lugar, debido a la

especificidad de las enzimas y en segundo, por el corte de la membrana elegida.

Sin embargo, el reactor continuo de membrana presenta algunas desventajas:

- Pérdida de actividad enzimatica debido a fugas de catalizador, desactivacion térmica.
- Heterogeneidad de las condiciones de reaccion entre el nucleo de la reaccion y la
superficie de la membrana.

- Ensuciamiento de la membrana.
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- Formacion de una capa de polarizacion por concentracion.

2.6. Cinética de la reaccion de hidrolisis de la lactosa catalizada por la enzima B-

Galactosidasa

El modelo mas utilizado para describir la cinética de la reaccion de hidrdlisis de
la lactosa por la enzima B-Galactosidasa es el conocido como de Michaelis-Menten con
inhibicién competitiva por producto. Una forma de analisis se basa en la teoria del
estado estacionario que propone la existencia de un estado transiente muy breve (del
orden de los useg) y que la concentracion del complejo [enzima-sustrato] es constante
frente a la concentracion de sustrato y producto (Weetall y Noshir, 1974; Roberts, 1977;
Mahoney y Whitaker, 1978; Richmond y Gray, 1981; Kuo-Cheng y otros, 1985; Shang-
Tian y Okos, 1989; Santos y otros, 1998; Ladero y otros, 2000; Illanes y otros, 1998,

2001).

El mecanismo de reaccion que representa este modelo se muestra en la Figura

2.14

k1 k
E + LA kﬁ ELA —2 > E+GL+GA
-1
+
GA
k3 k-3
E.GA

Figura 2.14. Reaccion de hidrolisis enzimatica
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donde: E es la enzima B-Galactosidasa, LA es la lactosa, E.LA es el complejo enzima-
sustrato (B-Galactosidasa—lactosa), GL es la glucosa, GA es la galactosa y E.GA es el

complejo enzima-producto (B-Galactosidasa—galactosa).
La velocidad de consumo del sustrato se expresa como

A= d[CI;tA] =— Kk, [LA][E]+k, [E.LA] (2.1)

Si se considera estado estacionario, se puede plantear la velocidad de consumo

para el complejo enzima-sustrato (Ecuacion 2.2):

d[EOiLA] =k, [LA][E]-k, [E.LA]-k, [E.LA]=0 (2.2)

Por otra parte, teniendo en cuenta la concentracion de enzima ligada a la

galactosa, [E-GA], la concentracidn total de enzima, [Eq], puede expresarse de la forma
[E,]= [ELA]+[E]+[EGA] (2.3)

Haciendo un planteo similar para la reaccion de inhibicion en estado
estacionario:

d[E.GA]

e k, [E.GA]+k_, [E][GA]=0 (2.4)

donde [GA] es la concentracion de galactosa. Despejando [E.GA] de la Ecuacion 2.4 y

[E.LA] de la Ecuacién 2.2, y reemplazando en la Ecuacién 2.3 se obtiene:

[E,]1=[E] (1+k klk [LA]+‘|<(3[GA]J: [E] [1+[112A]+[(3A]j (2.5)

-1 2 3 k

m I
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donde:
Lotk ke
k, K 4

Despejando [E] de la Ecuacion 2.5, suponiendo que [GA] ~ [GL], [GA] = [LAo] — [LA],

y reemplazando en la Ecuacion 2.1 se tiene

Ky [E, ][LA] Vi [LA]
fa=— == (2.6)
K, (1 + [?(‘A‘]j +[LA] K, (1 + [LAoll(' [LA]J +[LA]
donde r, _dlLa] y Voo = K[, ]
LA dt max 2L—0

Comparando la Ecuacién 2.6 con la ecuacion de Michaelis-Menten, el efecto de
la inhibicién se observa como un incremento de Ky en un valor de [GA]/ki que
dependeré de la concentracion de galactosa pero no afecta a la velocidad méxima, Viax,

0 sea que no interfiere en la velocidad de ruptura del complejo enzima-sustrato.

La constante de Michaelis-Menten, Ky, es una constante caracteristica de la
enzima, independiente de la concentracion de la enzima e indica la afinidad de la
enzima por el sustrato en las condiciones del medio de reaccion (pH, fuerza idnica,

presencia de activadores) y temperatura elegidos (Roberts, 1977).

2.6.1. Integracion de la ecuacion cinética en un intervalo de tiempo

Es posible integrar la Ecuacion 2.6 cuando por las caracteristicas de la reaccion,
no resulta posible determinar las velocidades iniciales, extendiendo el rango de tiempos
y conversiones a utilizar. Considerando que [GA] ~ [LAo] — [LA], se obtiene (Ecuacion

2.7):
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(LA]

K (H [LAolk -[LA]

j + [LA]

t
[E, ]k, dt =- ' d[LA] (2.7)
{ " [LJO] [LA]
que reordenando, puede escribirse:
t [LA]
j[EO] k, dt =- j 1-Kn |, Km+Km (LA} 1 d[LA] (2.8)
0 [LA,] ki ki [LA]

integrando la Ecuacion 2.8 resulta:

{5 B e ) ) o

Si se plantea la variacion en términos de conversion, de acuerdo a la Ecuacion 2.10:

1A= [LA?’L]I; []L Al (2.10)

e integrando la Ecuacion 2.8 en términos de conversion resulta:

| (k=K. ) [LA,] ~ K, [LA]) 1T )
[Eo]t—{( " J % }XLA {[Km+k_ sz}ln(l X)) (211)

2.6.2. Factores que afectan la cinética de las enzimas

2.6.2.1. Influencia del pH sobre la cinética de reaccion

La actividad de las enzimas es muy afectada por el pH. Usualmente cada enzima
posee un pH Optimo porque, al igual que las proteinas, las enzimas poseen muchos
grupos ionizables de forma que los cambios de pH pueden alterar su conformacion, su
capacidad de union con el sustrato y la actividad catalitica de los grupos que forman el
centro activo. Los efectos pueden deberse a un cambio en la velocidad de reaccién

maxima (Vmax), un cambio en la afinidad de la enzima por el sustrato (K.) 0 una
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alteracion en la estabilidad de la enzima. La estabilidad depende del tiempo que la
enzima haya sido mantenida a un pH desfavorable. De forma similar, los grupos
ionizables del sustrato pueden verse afectados por el pH, lo que puede ser importante a
la hora de formar el complejo enzima-sustrato. En muchas reacciones enzimaticas
industriales el pH no es constante sino que cambia a lo largo de la reaccion,

dependiendo de la capacidad tamponante de los sustratos y de los productos implicados.

En general, todos estos efectos que se evidencian sobre los parametros cinéticos,
Vimax Y Km, tienen lugar simultdneamente, aunque también pueden producirse en forma

aislada (Roberts, 1977; Wiseman, 1991; Horton y otros, 1995).

El pH oOptimo de trabajo se deberd seleccionar estableciendo un compromiso
entre los efectos en la actividad y la estabilidad de la enzima (Bailley y Ollis, 1977;

Doraiswamy, 1984; Wiseman, 1991).

2.6.2.2. Influencia de la temperatura sobre la cinética de reaccién

El tratamiento termodindmico para la dependencia con la temperatura de las
reacciones quimicas simples, se ajusta perfectamente a las reacciones catalizadas por
enzimas, pero en la practica se presentan algunas complicaciones que deben ser

adecuadamente comprendidas y analizadas.

En primer lugar, la mayoria de las enzimas pueden desnaturalizarse si son
sometidas a temperaturas mayores a las fisioldgicas durante un tiempo prolongado y la
conformacion puede resultar alterada, en general, de manera irreversible con
consecuente pérdida de actividad. La desnaturalizacién es un proceso quimico complejo

debido al gran tamafio molecular de las proteinas y por su estructura tridimensional.
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En las reacciones catalizadas por enzimas, al igual que en otras reacciones
quimicas, la velocidad de reaccion aumenta al aumentar la temperatura; este aumento de
temperatura incrementa la energia cinética de las especies reactivas y se produce un

mayor numero de colisiones por unidad de tiempo.

El efecto de la temperatura sobre la constante de la velocidad de reaccion ha sido

descripto por Arrhenius mediante la Ecuacion 2.12:

(2.12)

donde: K es la constante de la velocidad de reaccion constante cinética, xa la
constante de Arrhenius o factor preexponencial, Ea la energia de activacion, R la

constante universal de los gases y T la temperatura absoluta.

En nuestro caso, ademas de la reaccion de hidrdlisis aparece una reaccion
secundaria de desnaturalizacion. Este se debe a que la actividad de una enzima depende
de una estructura terciaria muy ordenada mantenida principalmente por enlaces no
covalentes y que permite que el sustrato se acople a la enzima en el sitio activo, si la
molécula adquiere suficiente energia, estos enlaces no covalentes pueden romperse
(desnaturalizacion), perdiéndose la configuracion de la estructura terciaria y por lo
tanto, la actividad catalitica. La constante cinética de esta reaccion también responde la
ley de Arrhenius en cuanto a su dependencia con la temperatura y puede ser descripta

por la Ecuacion 2.12

Dado que en las reacciones catalizadas por enzimas, la energia de activacion oscila entre
4y 20 kcal/mol y que para producir la desnaturalizacion de la proteina se requiere una

energia de activacion de 40 a 130 kcal/mol, la temperatura 6ptima de reaccion debe ser
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el resultado del compromiso entre estos dos efectos. Es decir, el empleo de temperaturas
mas altas incrementa la actividad de la enzima, pero en detrimento de su estabilidad

(Bailley y Ollis, 1977).

Como en el caso del pH, la temperatura también tiene influencia sobre los
parametros cinéticos (Vmax ¥ Km) (Roberts, 1977; Wiseman, 1991; Horton y otros,

1995).

2.6.2.3. Influencia de la presencia de efectores sobre la cinética de reaccion

De la misma manera que algunas sustancias actian como inhibidores de una
reaccion catalizada enzimaticamente, existen otros compuestos que afectan las
constantes cinéticas de una reaccion catalizada enzimaticamente. Dentro de estas
sustancias, los cationes mono y divalentes son los que generalmente producen las
mayores alteraciones, ocasionando fundamentalmente un aumento o disminucion de Ky,

(Becker y Evans, 1969; Mahoney y Whitaker, 1977).

Existen diversas hipdtesis para explicar estos efectos. Debido a que el sitio
activo de una enzima corresponde a una pequefia fraccion de su estructura, compuesta
por pocos aminoacidos ordenados de tal manera que existe una complementariedad en
cuanto a tamario, forma y naturaleza quimica de la molécula de sustrato, el mecanismo
mas aceptado implica la union no covalente de estos grupos a la estructura de la enzima
en las adyacencias del sitio activo, influyendo en las interacciones ionicas, hidrofobicas,
puentes de hidrogeno, etc., a través de las cuales se forma el complejo enzima-sustrato

(Roberts, 1977; Wiseman, 1991; Horton y otros, 1995).
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2.6.2.4. Efectos del proceso de inmovilizacion

A menudo, la inmovilizacion altera significativamente el comportamiento de las
enzimas. En primer lugar se producen cambios en su estabilidad. En segundo lugar, la
enzima inmovilizada es un sistema heterogéneo en el cual todos los componentes que
intervienen en el proceso catalitico (pH, sustratos, productos, inhibidores, cofactores,
activadores, etc.) se encuentran en interfase: en el medio de reaccion y en la fase
constituida por el soporte con la enzima. Como consecuencia, la actividad enzimatica se

ve afectada por efectos de tipo difusional, estérico y del microentorno (Arroyo, 1998).

2.6.2.4.1. Efectos en la actividad enziméatica

Tras una inmovilizacion, la actividad de la enzima puede disminuir e incluso
perderse por diversas razones. Si pierde totalmente la actividad enzimatica puede ser

debido a que:

1. la union al soporte se produce de tal forma que el paso del sustrato al centro activo
estd impedido,

2. los grupos reactivos del soporte reaccionan con algin aminoacido que forme parte del
centro activo o que sea esencial para la actividad catalitica de la enzima,

3. la inmovilizacion puede originar un cambio conformacional que da lugar a una forma
inactiva,

4. las condiciones experimentales del proceso causan la desnaturalizacion o

desactivacioén de la enzima.
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Si la pérdida de actividad no es total después de la inmovilizacién, los cambios
(disminucion o aumento de la actividad enzimatica) se deberan principalmente a efectos

difusionales, electrostaticos, estéricos y/o del microentorno.

1) Efectos difusionales: Como consecuencia de la inmovilizacion, la difusion de los
sustratos hacia el centro activo de la enzima puede estar impedida por resistencias de

tipo externo e interno.

a) Resistencias difusionales externas: si el soporte es insoluble en el medio de
reaccion, el sustrato deberd atravesar la pelicula liquida estacionaria (capa de Nernst o

de difusion) que rodea el soporte.

En las proximidades de un soporte no cargado, la concentracion de sustrato es
menor que en el resto de la disolucidn, puesto que existe un gradiente de concentracion
a través de la zona de difusion. Por tanto, los valores de K, para las enzimas

inmovilizadas son siempre aparentes;

b) Resistencias difusionales internas: debida a que los sustratos tienen que
atravesar el interior del gel, microcapsula, fibra o poro del soporte donde se encuentra la

enzima inmovilizada.

Existen diversas maneras de minimizar estos efectos difusionales (Arroyo, 1998)
como por ejemplo: disminuir el tamafio del biocatalizador, aumentar la concentracion de
sustrato, incrementar la agitacion o el flujo en el reactor, etc. Con estas medidas se
consigue reducir el grosor de la capa de Nernst, y como consecuencia, el valor de Ky,

aparente disminuye.
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2) Efectos electrostaticos entre el sustrato y el soporte, de tal manera que, si tienen la
misma carga existe una repulsion mutua, mientras que si las cargas son opuestas hay
atraccion. Cuando el sustrato y el soporte tienen cargas opuestas, el valor de K,
aparente puede verse reducido hasta varias veces por debajo del obtenido en disolucion.
Hornby y otros (1968) desarrollaron una expresion matematica que permite calcular la
actividad de las enzimas inmovilizadas, teniendo en cuenta tanto los factores de difusion

como los electrostaticos. La expresion de Michaelis-Menten en este caso es:

V= szix [S] (213)
Ky +[s]
Donde K, = (Km + XY ey 1 RT
D /) RT-xzF,Q
N ~ J ~ J

Término de difusion Término electroestético

donde x es el espesor de la capa de Nernst; D es el coeficiente de difusion; T es la
temperatura absoluta; z la valencia del sustrato; F, la constante de Faraday; R la
constante universal de los gases y £2es el gradiente de potencial en el soporte. Se puede
disminuir el valor de Ky’, variando tanto el término de difusion como el término
electrostatico. En el primer caso, la disminucion del valor de K.’ se consigue al
disminuir el tamafio del soporte (con lo que disminuye el término “x”) o al aumentar el
flujo o la agitacion. En el término electrostatico, si “z” y “«2’ tienen el mismo signo, es
decir si el soporte y el sustrato tienen la misma carga, el término electrostatico es menor
de 1 y Ky’ aumenta. Si tienen cargas opuestas, la Ky’ disminuye. Si no poseen carga,

K’ s6lo dependeréa del término de difusion.

3) Impedimentos estéricos o de tamafio de sustrato. En un principio, cualquier enzima

puede ser inmovilizada sin que haya una pérdida apreciable de su actividad. Este hecho
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suele ser valido en el caso de que el sustrato sea de bajo peso molecular, pero si se trata
de sustratos con pesos moleculares elevados, la actividad de la enzima inmovilizada
disminuye drasticamente. Por ejemplo, muchas hidrolasas unidas covalentemente a
soportes solidos, a pesar de que son muy activas frente a sustratos pequefios, muestran
una actividad muy baja hacia proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos (Beresin y
otros, 1975). Este “efecto estérico” se puede evitar mediante una inmovilizacion

covalente a través de un brazo espaciador enzima-soporte mas largo.

4) Efectos en el microentorno: (Arroyo, 1998; Katchalski y otros, 1971) La enzima
inmovilizada se encuentra en un entorno diferente al habitual, especialmente cuando el
soporte tiene grupos cargados eléctricamente. El efecto observado suele ser un
desplazamiento en el valor del pH dptimo de la catalisis enzimatica y, muchas veces, un
ensanchamiento del intervalo de pH en el cual la enzima puede actuar. Por ejemplo, una
enzima unida a un soporte cargado negativamente (ej. CM-sephadex) tendrd en su
microentorno una concentracion mayor de hidrogeniones que en el medio de reaccion.
Como resultado, la enzima inmovilizada serd& méas activa a un pH mas alcalino. La
enzima seria mas activa a pH maés acidos si estuviera unida a un soporte cargado

positivamente (ej. DEAE-sephadex).

2.6.2.4.2. Efectos sobre la estabilidad de la enzima

Generalmente se observa un incremento en la estabilidad de las enzimas después
de su inmovilizacion, que se debe principalmente a las siguientes razones (Wiseman,

1991):

1. Una estabilizacién conformacional de la enzima debido a la existencia de uniones

multipuntuales enzima-soporte.
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La estructura terciaria de la enzima adquiere una mayor rigidez y se hace mas
resistente a la desactivacion térmica o quimica. Este tipo de estabilizacion se obtiene
unicamente en aquellos métodos en los que intervienen enlaces de tipo covalente, como

el reticulado o la unién a soportes activados.

La inmovilizacion covalente multipuntual se puede combinar con la adicion de

reactivos bifuncionales que otorgan mayor rigidez a la estructura de la enzima.

2. Una proteccion frente a las proteasas en el medio. Se ha visto que la union de

proteasas a un soporte elimina su capacidad proteolitica, y evita su autolisis.

3. Se evita la agregacion intermolecular al mantener las moléculas de enzima retenidas

en una determinada region del espacio.

4. Existe una alteracion del microentorno de la enzima debida a la interaccion de la
enzima con el soporte. Por ejemplo, si una enzima sensible al oxigeno (como las
nitrogenasas, hidrogenasas, etc.) se situa en la superficie de un soporte cargado, la
fuerza ionica efectiva en el microentorno de la enzima serd& muy alta y, como
consecuencia, la concentracion de oxigeno disuelto serd& mucho menor en esa zona que
en el medio de reaccion. En otros casos el soporte tiene un efecto tamponador de tal
manera que mantiene el pH optimo de la enzima en su microentorno, aunque en la
disolucién se produzcan cambios importantes de pH. Por otra parte, en aquellas
reacciones catalizadas por enzimas inmovilizadas en presencia de disolventes organicos,
la afinidad al agua del soporte o su capacidad para retener agua, regula la actividad de la
enzima. Cuanto mayor es la hidrofilicidad del soporte, mas agua adsorbe y la enzima
poseera la cantidad necesaria de agua en su microentorno para mantener su

conformacion activa.
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2.6.2.4.3. Pérdida de actividad y vida media de las enzimas inmovilizadas

La pérdida de actividad de una enzima inmovilizada puede deberse a cambios en
su estructura terciaria o ruptura de sus cadenas polipeptidicas producidos por las
condiciones de reaccion, bloqueos permanentes de los sitios activos por parte de los
inhibidores presentes, formacion de agregados de moléculas de enzimas que pueden
impedir el acceso del sustrato, pérdida de parte de la enzima fijada inicialmente al
soporte, etc. Estas causas son dificiles de determinar en forma individual, por lo que

resulta conveniente evaluarlas conjuntamente (Henley y Sadana, 1986; 1989).

El modelo més utilizado por su simplicidad, considera la disminucion de

actividad en el tiempo como una reaccion irreversible de primer orden:

! la enzima

inm

donde E?

nm

representa a la enzima inmovilizada con actividad inicial; E

inmovilizada desactivada a un tiempo t y kq la constante de desactivacion.

Para una concentracion de enzima empleada, la velocidad de desactivacion

puede expresarse como:

dlEim] _ t
dt - kd [Einm] (215)

Integrando esta ecuacion se llega a una expresion exponencial para la

concentracion de enzima inmovilizada desactivada a un tiempo t,

[Ein]=[En e (2.16)

inm inm
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Como en la practica resulta imposible medir los valores de concentracion de
enzima, se puede realizar un planteo analogo en términos de la pérdida de la actividad

del biocatalizador, expresada como:

ACtO # ACtt

donde Act’ es la actividad inicial del catalizador; Act' la actividad del catalizador a un
tiempo t y k; la constante de velocidad de pérdida de actividad. En este caso, la

velocidad de pérdida de actividad del catalizador puede expresarse como:

dAct!
dt

= —k, Act! (2.17)

Integrando esta ecuacion se obtiene:

Act' = Act? ekt (2.18)

gue nos permite obtener el valor de k; por regresion lineal de los datos experimentales
de [In Act/Act’] vs. [t] cuando se emplean expresiones sencillas de cinéticas de

reaccion.

A fin de poder comparar distintos catalizadores, se determina el tiempo de vida
media, &, que es el tiempo en que la actividad enzimatica del biocatalizador disminuye
hasta la mitad de su valor inicial (Act' = 0,5 Act®). Este valor es tomado como control
del rendimiento del proceso de inmovilizacion y evolucion del biocatalizador

(Wiseman, 1991).

76



ASPECTOS GENERALES

El efecto de la temperatura sobre la constante de pérdida de actividad de la
enzima puede ser descripto por Arrhenius como se mencioné anteriormente (Ecuacion

2.12)
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DESARROLLO DEL MODELO TEORICO

En el capitulo anterior se realizd el analisis de cada una de las etapas que
integran el sistema. Hasta aqui se ha visto la recuperacion de las proteinas del suero por
ultrafiltracion y las correspondientes membranas disponibles. Analizamos la
composicion del concentrado de proteinas de suero (WPC) y observamos que el mismo
posee una alta concentracion de lactosa. Por tal motivo, consideramos la posibilidad de
hidrolizar la lactosa presente utilizando la enzima [B-galactosidasa, y analizamos la
conveniencia de trabajar con la enzima inmovilizada para mejorar sus propiedades. El
sistema elegido para operar sera: recuperar de las proteinas del suero en forma conjunta

con la hidrélisis de la lactosa de manera continua.

En este capitulo se analizardn las caracteristicas mas importantes del sistema
propuesto para realizar en forma conjunta la hidrélisis de la lactosa y la concentracién
de las proteinas (Ultrafiltracion) del suero de queseria y se obtendrd un modelo que

representa tal situacion.

3.1. Caracterizacion de la membrana de Ultrafiltracion

3.1.1. Modelo de Hagen-Poiseuille

Se busco modelar el flujo en funcion de los pardmetros operativos y de las
propiedades fisicas. EI mayor problema reside en la imposibilidad de precisar el
fendmeno que ocurre en la superficie de la membrana. Las condiciones planteadas
representan una situacion ideal, con una distribucion y tamafio de poros en la
membrana, sin ensuciamiento y una polarizacion de concentracion despreciable. De esta
forma el modelo que mejor describe al flujo del fluido a través de una membrana

microporosa es el descripto por la ley de Hagen-Poiseuille. EI mismo relaciona la caida
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de presion, la viscosidad, la densidad y las dimensiones del canal (como el diametro de
un tubo) con la velocidad del flujo a través del canal, es en general analizado por medio
del balance de cantidad de movimiento en coordenadas cilindricas (Bird y otros, 1960).

Se hicieron varias suposiciones para llegar al modelo:

1) El flujo a través de los poros es laminar (El nimero de Reynolds es menor a 2100)
2) La densidad es constante; el liquido es incompresible.
3) El flujo es independiente del tiempo (estado estacionario)

4) El fluido es Newtoniano

El modelo que se utiliza en procesos de membranas es:

£ dePT
J=—" (3.1)

32 AX u
donde J es el flujo a través de la membrana en litros por hora por metro cuadrado; d, es
el diametro del poro; Pt es la presion transmembrana; x es la viscosidad del fluido que

permea a través de la membrana; Ax es el largo del canal (espesor de la membrana); y ¢

es la porosidad de la membrana.

De acuerdo con este modelo, el flujo es proporcional con la presion aplicada e
inversamente proporcional con la viscosidad. La viscosidad es controlada por dos
factores: la concentracion de los solidos (o composicion de la alimentacion) y la
temperatura. Por lo tanto el flujo se incrementa al aumentar la presion o la temperatura.
Esto es cierto bajo cierta condiciones, tales como (a) bajas presiones, (b) bajas

concentraciones de la alimentaciéon, y (c) alta velocidad de la alimentacion. Cualquier
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desviacion a estas condiciones determina que el modelo expresado en la Ecuacion 3.1

deje de ser valido, por lo que no resulta de gran aplicacion.

3.1.2. Modelo de transferencia de materia

Una forma simple de modelar el flujo cuando éste es independiente de la presion
es aplicando el modelo de transferencia de materia. Este modelo se muestra

esquematicamente en la Figura 3.1.

Los solutos son transportados a la superficie de la membrana por transporte

convectivo a una velocidad Js, definido por:

J,=JC, (3.2)

S

donde J es el flujo de permeado en unidades de volumen/tiempo y Cg es la
concentracion de la alimentacion en unidades de masa/volumen. El gradiente de
concentracion resultante hace que el soluto sea transportado de vuelta a la alimentacion
debido a los efectos difusionales. Despreciando los gradientes de concentracién axiales,

el flujo de retroceso resulta:

J,=D— (3.3)

donde D es el coeficiente de difusion en unidades de area/tiempo y dC/dx es el gradiente
de concentracion en el elemento diferencial de la capa limite. En estado estacionario, los
dos mecanismos se igualan, y las Ecuaciones 3.2 y 3.3 pueden ser igualadas y

integradas a lo largo de la capa limite, resultando:
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D
J="In=¢ =kIn—=¢c 3.4
5 (3.4)

donde Cg es la concentracion el la capa de gel (la concentracion del soluto en la
superficie de la membrana), y k es el coeficiente de transferencia de masa que tiene las

mismas unidades de J y se calcula a partir de:

k= (3.5)

b
s

donde Ses el espesor de la capa limite donde existe el gradiente de concentracion.

Membrana
Capa de gel
Capa limite
Flujo de la
alimentacion

Flujo
convectivo
PERMEADO
J (o
Flujo
difusivo

Figura 3.1 Representacion esquematica del modelo de transferencia de masa

Este modelo no presenta ningun término que dependa de la presion. Sin embargo
la presion afecta al flujo de permeado, por lo que este modelo en particular solo puede
ser usado cuando se tienen precisiones sobre la no dependencia del flujo con la presion
aplicada. En la mayoria de las operaciones los pardmetros Cg y Cg se fijan de acuerdo

con las caracteristicas fisicoquimicas de la corriente de alimentacion, por lo tanto el
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flujo puede ser incrementado si se aumenta lo suficiente el valor de k. Esto se logra

disminuyendo el espesor de la capa limite.

3.1.3. Modelo de Resistencias

Ninguno de los dos modelos analizados anteriormente describe el
comportamiento completo del proceso Presion-Flujo que se observa en una operacion
tipica de ultrafiltracion. Una mejor aproximacion se puede obtener si se utiliza el
concepto de “resistencias en serie” que es muy utilizado en transferencia de calor. Para

una membrana ideal, la Ecuacion 3.1 puede ser escrita:

J=T-T (3.6)

donde I' es el coeficiente de permeabilidad de la membrana en unidades de
volumen/area de la membrana; y u es la viscosidad del permeado (no de la
alimentacion) en pascal-segundo. Para una corriente de alimentacion a una dada
temperatura, la viscosidad suele estar incluida en el valor de T, la cual puede ser escrita
como 1/Ry donde Ry es la resistencia intrinseca de la membrana determinada usando

agua pura en la alimentacién:

(3.7)

En este caso, los valores de I" y Ry son Utiles no solo para modelar el sistema
sino también para evaluar la eficiencia de los procedimientos de limpieza de las
membranas y para conocer la estabilidad a largo plazo de la membrana. Ry no debe ser

utilizado para evaluar la performance de una membrana en particular bajo condiciones
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reales de operacion. Con una corriente alimentacion real, la resistencia de la membrana
en si misma serd una pequefa parte de la resistencia total. Por ejemplo, si existe un gran
ensuciamiento de la membrana por interacciones entre los solutos con la membrana
especifica, la resistencia intrinseca de la membrana varia considerablemente. Esto se
puede expresar incorporando un nuevo término a la Ecuacién 3.7 que corresponde a la
resistencia debida al ensuciamiento (Rg):

PT

= 3.8
Ry + Re (38)

Este tipo de ensuciamiento se considera  producido por interacciones
fisicoquimicas, por lo que Rg no se verd afectada por los parametros operativos y

frecuentemente es agrupada con Ry obteniendo R’y, donde R’y = Ry + RE.

Una nueva resistencia Rg puede ser incorporada al modelo para justificar los
efectos de la polarizacion por concentracion y la formacién de la capa limite.

I:)T

= (3.9)
Ry +R: +Rg

donde Rg es una funcion de los parametros operativos y de las propiedades fisicas. Rg
sera funcion de la permeabilidad de la capa de gel y de su espesor, que es una funcién

de la presion aplicada:
Re = ¢, (3.10)

El término ¢ es funcion de las variables que afectan la transferencia de masa,
tales como la viscosidad, velocidad y temperatura. Por lo tanto el modelo de resistencias

resulta:
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J= i

R (3.11)

Este modelo es el mas adecuado cuando se lo compara con datos experimentales.
A presiones bajas el valor de Rg es muy pequefio comparado con R’y y el flujo resulta
ser solo funcion de la presion. A altas presiones, el término Rg se vuelve relativamente
grande. EIl flujo es menos dependiente de la presion y se aproxima al valor de 1/¢. La

presion éptima para operar el sistema sera a la cual R’y es igual a Rg:
(PT )(thima = RIM /¢ (312)
3.2. Modelos matematicos del flujo de permeado en funcién del tiempo

La mayoria de los modelos que relacionan el flujo con el tiempo, generalmente

tienen una forma exponencial y tienen en cuenta las formas que adoptan las curvas.

J =t (3.13q)
Jo=J.e™ (3.13h)
J =3V (3.13c)
Jo=Jg +xe™ (3.14)

donde Jo es el flujo inicial; J; es el flujo en el tiempo t; Jss es el flujo en estado
estacionario; y V es el volumen de permeado. Las constantes « y b caracterizan el
ensuciamiento del proceso (Cheryan, 1998). Estos modelos fueron obtenidos de manera
empirica por lo que no siempre explican el fendmeno en si. Algunos modelos predicen

que el flujo seréa cero a tiempo infinito, lo que no ocurre en la préactica.
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Otros modelos han sido desarrollados basados en el mecanismo de bloqueo de
poro (Field, 1996; Jaffrin y otros, 1997). En este caso, se supone que solo una fraccion
de los poros de la membrana estdn completamente bloqueados por particulas. Esta
fraccion es proporcional a la cantidad de flujo de permeado que atraviesa la membrana.

Este modelo toma la siguiente forma:
J, = J,exp(=J,bt) (3.15)

En la literatura se encuentran otros modelos planteados para diferentes
aplicaciones. Belfort y otros (1994) hacen una revision de diferentes modelos que
describen el ensuciamiento de las membranas. Otros describen solo el periodo inicial de

decaimiento del flujo (Jaffrin y otros, 1997).

Otra posibilidad es utilizar el modelo de resistencias en serie discutido
anteriormente. Partiendo de la Ecuacion 3.9, trabajando a presion, velocidad de flujo,
temperatura y concentracion (reciclo total) constantes, Ry y Rg seran constantes. El

flujo puede ser correlacionado con el aumento de Re.

Ademas de los modelos analizados encontramos en la literatura un modelo que
se adapta adecuadamente a nuestros datos experimentales y, que no solo tiene en cuenta
el ensuciamiento de la membrana o fouling sino que también considera el efecto de la

polarizacién por concentracion (Lopes y otros, 2008).

El mismo se puede expresar:

J, =expla.(Int)’ = g(Int)+ »] (3.16)
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donde J; es el flujo de permeado (L h™ m™), t el tiempo (min) y &, By 7 son los
parametros responsables de la disminucion del flujo de permeado en ultrafiltracion
utilizando membranas: polarizacion por concentracion y fouling, debido a la absorcion y
al deposito de proteinas. Con este modelo se soluciona el problema del flujo cero

cuando el tiempo tiende a infinito.

Los parametros del modelo pueden ser estimados a través de los ajustes de los
perfiles de los flujos de permeado utilizando la Ecuacion 3.16. De los tres parametros, o
y B son los mas significativos para representar la polarizacion por concentracion y el

“fouling”, respectivamente.
3.3. Hidrdlisis de la lactosa presente en el suero de queseria

La hidrolisis de la lactosa que contiene el suero de queseria se realiza, como ya
se menciono, en conjunto con la concentracién de las proteinas. El objetivo es obtener
un producto final con bajo contenido de lactosa. En general, las industrias lacteas
obtienen concentrados de proteinas de suero (WPC) que van desde un 35% hasta un
80% de proteinas, siendo los WPC mas comunes los que poseen menos cantidades de
proteinas. Esto se debe principalmente a cuestiones de costos, ya que cada etapa de
concentracion implica grandes costos operativos. Ahora bien, estos concentrados, en
especial el de 35% de proteinas, contienen grandes cantidades de lactosa en su
formulacion (alrededor del 50%). Esta lactosa no provoca inconvenientes tecnoldgicos
cuando se utiliza WPC en bajas cantidades, pero cuando se requiere una mayor cantidad
de proteinas es donde aparecen los problemas ya que la lactosa cristaliza dando como
resultado un producto con caracteristicas indeseadas. A su vez, si la lactosa es

hidrolizada la utilizacion de los WPC podria ser mas difundida: se disminuyen
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drasticamente los problemas por intolerancia a la misma que presenta un gran parte de

la poblacion en especial los bebes y nifios.

3.3.1. Estimacion de los parametros cinéticos

Como ya se analizo en el capitulo 3, la cinética de reaccion de la hidrolisis de la
lactosa utilizando a la enzima p-galactosidasa como catalizador, puede ser explicada por

el modelo de Michaelis-Menten con inhibicién competitiva de la galactosa.

Los métodos para determinar las constantes cinéticas de los modelos utilizados
en catalisis enzimatica son variados. La aplicacion de alguno de ellos puede presentar

problemas debido a la complejidad del sistema reaccionante.

Los més utilizados consisten en obtener velocidades iniciales por diferenciacion
grafica de las curvas parametrizadas de concentracion de sustrato e inhibidor,
graficando estos valores directamente o bien se linealiza a partir de los métodos de

Lineweather-Burk, Eadie-Hofstee 0 Hanse entre otros (Carrara, 1994; Roberts, 1977)

En estos casos se debe disponer de datos experimentales de velocidad de
reaccién en funcién de la concentracion de sustrato. Sin embargo, las determinaciones
experimentales generalmente representan concentracion de sustrato en funcion del

tiempo, obteniéndose las velocidades por simple aproximacién lineal.

Otra alternativa implica la integracion analitica de la ecuacion diferencial cuando
las determinaciones experimentales son concentraciones de sustrato a diferentes tiempos
de reaccion. Este método es mucho mas preciso ya que utiliza una regresion no lineal de
los datos experimentales en su forma natural, esto es, concentracion de sustrato en

funcién del tiempo. La forma matematica de la ecuacion integrada representa la
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principal dificultad del método, en general incluye funciones logaritmicas que hacen

que el método sea poco robusto frente a diferentes inicializaciones.

Los metodos de regresion no lineal requieren ser inicializados. Puede suceder
que la ecuacion integrada no sea una funcion explicita, que por supuesto conlleva
problemas adicionales. Esto puede observarse en los modelos cinéticos sin inhibicion,

siendo ain méas complejo cuando se trabaja con inhibicion.

[LA]=k, [E ] t+ K, In([[ﬁ]]) +[LA] (3.17)
[E,]t= W—Em(m] (3.18)

La ecuacion 3.18 requiere de un método numérico de busqueda de raices para
obtener la solucidn, es decir, requiere de una solucion para resolver el método numérico
y otra para resolver el problema de minimos cuadrados. Existe una alternativa propuesta
por Shang-Tian y otros (1989), que expresa la ecuacion en forma inversa (tiempo vs.

concentracion de sustrato), evitando el método de blsqueda de raices.

3.4. Desarrollo del modelo para el sistema estudiado

Para el planteo del modelo que describe el proceso simultaneo de hidrolisis de
lactosa y ultrafiltracion del suero de queseria, se tomd como base el desarrollo llevado a
cabo por Hatzinikolaou y otros (2005), que resulta similar en algunos aspectos. La
construccion del modelo estd basado en el esquema general que se muestra en la Figura
3.2. El mismo estd compuesto por un tanque agitado cuyo volumen de trabajo es V;y

contiene el suero de queseria previamente acondicionado y termostatizado. EIl suero es
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bombeado con una bomba de desplazamiento positivo a la unidad de ultrafiltracion a un
caudal F4, el retentado puede ser recirculado al dispositivo de mezcla, a un caudal Fs. El
permeado de la unidad de UF es el producto resultante del proceso completo de
hidrolisis-ultrafiltracion, con un caudal F,. Las suposiciones que se realizaron para la

construccion del modelo matematico son las siguientes:

~ El volumen en las cafierias puede considerarse despreciable.

~ La unidad de ultrafiltracion es el Gnico lugar que donde se lleva a cabo la reaccion de

hidrolisis. EI volumen donde se lleva a cabo la reaccion, V,, es constante.
~ El proceso se lleva a cabo a presion constante siendo el caudal funcion del tiempo.
~ No hay pérdida de enzima.

~ La desactivacion enzimatica sigue una cinética de primer orden, donde k; es la
correspondiente constante de desactivacion y es funcion de la temperatura del proceso

de acuerdo con la Ecuacion 3.12:

~ La hidrdlisis de la lactosa por B-galactosidasa sigue una cinética de Michaelis-Menten

con inhibicién competitiva por galactosa.

k,[ELA]
fo = fon =T = [LA]+ K, [1+(GA]/k, )] (3.19)

Para abarcar todas las caracteristicas del proceso, se selecciond el estado
transiente para el planteo del modelo. El proceso comienza cuando el volumen donde se
produce la reaccion se llena completamente con el suero (t = 0) que posee una
concentracion de lactosa inicial [LAo], donde cierta cantidad de enzima [Eg] se

encuentra inmovilizada en la membrana. A continuacion se describen las ecuaciones
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diferenciales que describen al proceso teniendo en cuenta las suposiciones realizadas y

las condiciones iniciales.

TANQUE DE SUERO

Fluido |
calefaccionante™® >

| UNIDAD DE UFY v
__________ " —
“ REACCION (V%)

1
I
1
1
1
1
I
X <« Vi
1
1
I
I
1
1
1
1

F2

Figura 3.2. Esquema general del proceso simultaneo de ultrafiltracion — hidrolisis de

lactosa

1. Tiempos de residencia — Volumen de reaccion

El balance de materia en volumen donde se lleva a cabo la reaccion es el

siguiente:

av

G =FRR (3.20)

Como el volumen de reaccidn permanece constante, resulta:

F=F+F (3.21)
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y, en el caso que no existiera reciclo, F, = F, = F(t) en estado transiente.

2. Concentracion de Lactosa

El balance de materia para la lactosa en el volumen de reaccion puede escribirse

de la siguiente manera:

v AL Ea -l

Para el caso de que no exista reciclo, resulta:

v AL e Al ElaTv, - FAT- LA s,

Si se sustituye el modelo cinético para la B-galactosidasa (Ecuacion 3.19)

d[LA ] :(F(t)J([LAi]—[LAZ])—[ k[EJLA ]

dt v, LA, |+ K, [1+([GA, /K]

con la condicion inicial: at =0, [LA2] = [LA(]

(3.22a)

(3.22b)

(3.22¢)

La Ecuacion 3.22c toma la forma final si se sustituye F(t) por el producto del

modelo de flujo de permeado (J;) y &rea de la membrana de ultrafiltracion (A),

resultando

LA (1A GETLA]
=3 alrad- e

(3.22)
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3. Concentracion de glucosa y galactosa

Un anélisis similar al de la lactosa, nos da como resultado las siguientes
ecuaciones diferenciales que describen los cambios de concentracion de la galactosa y la

glucosa en el reactor enzimatico:

d[GA, k,[E]LA,
- ( r][ Al [LA2]+K£[1]£<[G]AQ1/K>] 429

con la condicion inicial: at =0, [GA,] =0

aleL,] (JA GELA,]
dt z(vj[ LTk e (G T ] 829

con la condicion inicial: at =0, [GL2] =0

4. Concentracion de la enzima: Pérdida de actividad del catalizador

El balance de masa diferencial de la concentracion de enzima (-galactosidasa)

en el volumen de reaccion es el siguiente:

r [t] =V r d (3253.)

teniendo en cuenta que no ingresa enzima al reactor y ademas no hay pérdida de la
misma durante la operacion. Como ya se menciond anteriormente, la velocidad de
pérdida de actividad de la enzima sigue una cinética de primer orden, resultando la

ecuacion anterior,

—=1 =k [E] (3.25)
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con la condicion inicial: at =0, [E] = [Eo]

Las ecuaciones (3.23)-(3.25) describen el estado transciende del sistema
continuo hidrdlisis-ultrafiltracion de suero de queseria. El sistema de ecuaciones
diferenciales puede ser integrado simultaneamente para varias condiciones
experimentales, de manera tal de evaluar el efecto de los parametros del proceso en la
performance del sistema. Se utilizo el software MATLAB R2008a para la resolucion del
sistema de ecuaciones diferenciales y para realizar las simulaciones. Las rutinas de

programacion se muestran en los correspondientes anexos.
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MATERIALES Y METODOS ANALITICOS

4.1. Materiales

4.1.1. Sustrato

Para los estudios, se utilizaron soluciones de lactosa, permeado y suero dulce de
queseria obtenidos industrialmente por la empresa Milkaut S.A. Mediante la
determinacion de nitrogeno en un equipo Kjeldhal Biichi 342 con unidad de destilacion
y titulador automatico, se determind el tenor de proteinas totales presentes en las
corrientes de alimentacion y permeado cuando se trabajo con suero dulce de queseria.
Las soluciones fueron preparadas con el mismo tenor de lactosa que los sueros

disponibles.

4.1.2. Seleccion de la membrana de ultrafiltracion

4.1.2.1. Tamafo nominal de corte

La membrana seleccionada debe cumplir con una condicion fundamental: el
tamafno nominal de corte debe ser suficientemente pequefio para asegurar que no existe
paso de la enzima a través de la membrana. La fuga o paso de enzima a través de la
membrana, se detecta mediante la determinacion de la actividad enzimatica en el
filtrado. Ademas, la membrana debe permitir el pasaje de productos liberados durante la

reaccion.

La seleccion del tamafio de corte de la membrana se efectua teniendo en cuenta
el tamafo de las proteinas presentes en el suero y el de la enzima empleada. El tamafio
de corte debe ser tal que las proteinas queden retenidas en la membrana y que la enzima

también quede retenida cuando esta siendo inmovilizada.
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4.1.3. Enzima

Se utilizd6 una preparacion comercial de la enzima [(-galactosidasa
(E.C. 3.2.1.23), de Kluyveromyces fragilis (Lactozym 3000 L de Novozymes,
Dinamarca). Las caracteristicas fisicas de la preparacion utilizada, se muestran en la

tabla;

Tabla 4.1. Caracteristicas fisicas de la preparacion comercial de la enzima

Caracteristicas Lactozym 3000 L
Presentacion Liquida
Densidad 1.20 g/mi
Concentracion de proteinas 35.09 mg/mi

Para esta enzima, la actividad se expresa a través del numero de unidades de
lactasa (LAU), que segun declara el fabricante es de 3000 LAU/mI. A su vez, una LAU
se define como la cantidad de enzima que es capaz de liberar un umol de glucosa por

minuto bajo las condiciones indicadas en la siguiente talba:

Tabla 4.2. Condiciones estandar para la determinacion del niamero de LAU

Sustrato Sol. de lactosa 4.7% p/v
pH 6,7

Temperatura 37°C

Concentracién de Enzima 0.035-0.1 LAU/ml

Tampon lacteo (0.025 M KH,PQy,

Sistema tampon 0.025 M NazHPO, y 1.0 mM de MgSO,)
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4.2. Métodos Analiticos

4.2.1. Determinacion de la actividad de la enzima y grado de hidrolisis

La actividad de la enzima fue medida siguiendo la reaccion de hidrélisis de
lactosa, considerando que se cumple la estequiometria de la reaccidn, obteniéndose
sendas moléculas de glucosa y galactosa por molécula de lactosa hidrolizada. De la
misma manera, el grado de hidrélisis se determind midiendo la concentracion de
glucosa liberada por dosaje enzimatico, empleando para ambos casos un kit de reactivos
para determinacion enzimética de glicemia (Wiener Lab., Rosario, Argentina),
midiendo la absorbancia a 505 nm en un espectrofotdémetro Milton Roy Spectronic

Genesys 5 y comparando con un estandar.

Conociendo la cantidad de enzima utilizada, se calcula la actividad especifica de

la siguiente forma:

GL] V.10°
Act= [1\/[]1:renz (41)
P

donde:

= Act es la actividad especifica de la enzima definida como el nimero de umoles de

glucosa liberada por min y por g de enzima;
= [GL] es la concentracion de glucosa (en g/It) determinada en la muestra;
= V. esel volumen (It) de la mezcla reaccionante;

= M es el peso molecular de la glucosa (180 g/gmol);
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= teseltiempo (min) de la hidrélisis y
= p®™ es lamasa (g) de enzima utilizada.
Para permitir una rapida comparacion entre diferentes condiciones, se calcula la

actividad relativa, considerando la actividad desarrollada en las condiciones de

utilizacion aconsejadas por el proveedor mediante la siguiente ecuacion.

Act
Act

Act,,, === 100 (4.2)

es

donde:

= Actyy, es la actividad relativa porcentual de la enzima;
= Act es la actividad especifica de la enzima en las condiciones ensayadas y

= Acte es la actividad especifica de la enzima en las condiciones estandares

aconsejadas por el proveedor.

4.2.2. Caracterizacion del flujo a través de la membrana

La determinacion del caudal de filtrado frente a la presion transmembrana se
explica a continuacion: se pasa agua deionizada a 20 °C a través de la membrana de
ultrafiltracion y se mide el caudal de filtrado a diferentes presiones transmembrana. La
medicion del caudal de filtrado se realiza siguiendo el siguiente protocolo: se fija la
presion transmembrana aplicada hasta obtener lecturas manométricas estables. Una vez
estabilizada la presion, se recoge agua proveniente del canal de filtrado de la membrana

durante 1 minuto en una probeta graduada. El cociente entre el volumen de filtrado
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obtenido y el tiempo de filtracion necesario es el caudal de filtrado para una presién
transmembrana fijada. Esta operacion se repite para varios valores de presion

transmembrana.

La relacion entre el caudal de filtrado de agua y la presion transmembrana
aplicada permite estimar la permeabilidad de referencia para la membrana de

ultrafiltracion.

Este valor de referencia es caracteristico de la membrana nueva y sirve para
indicar la recuperacion de la membrana después de cada limpieza, comparando los
caudales de agua obtenidos para una presion dada cuando la membrana esta nueva (esto
es, limpia) y los valores tras un uso continuado. Para la estimacion del nivel de
recuperacion de la membrana, se repite la operacion descripta anteriormente para la
determinacion del caudal de filtrado en funcion de la presion aplicada después de cada
uso y la subsiguiente limpieza. El cociente entre el caudal tras la limpieza y el caudal de
agua de referencia a una presion transmembrana determinada es el porcentaje de
recuperacion de la membrana. Cuando el porcentaje de recuperacion es inferior al 50 %
después de varias limpiezas se considera que el modulo de membrana empleado se ha
colmatado de manera irreversible y se procede a su sustitucion. La relacion entre caudal

de filtrado con agua y presion debe determinarse para cada nuevo modulo usado.

4.2.2.1. Ensuciamiento de la membrana

Para la determinacion del caudal de filtrado de suero frente a la presion
transmembrana se filtra suero de queseria a través de la membrana, registrando el caudal

de filtrado a diferentes presiones aplicadas. Se acondiciona el pH del suero en 6.9. La
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filtracion se realiza a 50 °C. EIl caudal se mide del siguiente modo: se parte del valor
mas bajo de presion transmembrana a ensayar, y una vez estabilizada la presion, se
recoge en una probeta graduada el caudal de filtrado obtenido durante 1 minuto de
filtracion. El cociente entre volumen recogido y tiempo de filtracion es el caudal a la
presion fijada. A continuacion se aumenta la presion hasta el siguiente valor de ensayo y
se mide el caudal de la misma manera, y asi sucesivamente hasta llegar al mayor valor
del ensayo. Finalmente se ensayan los mismos valores de presion transmembrana pero
en orden descendente, es decir, partiendo del valor més alto se baja la presion hasta
Ilegar al menor. El objetivo de repetir las medidas de caudal en orden descendente de
presion transmembrana es comprobar si en el comportamiento de la membrana aparecen

fendmenos de histéresis.

La determinacion de la relacion entre caudal de filtrado y presion

transmembrana permite calcular el 6ptimo de presion de operacion.

4.3. Reactor de membrana

4.3.1. Unidad de reaccion y separacion

Para el estudio del proceso conjunto de recuperacion de proteinas e hidrdlisis de
la lactosa se utilizo un dispositivo agitado de 500 ml de volumen util, con camisa de
circulacién de agua para la regulacion de la temperatura, conectada a un bafio
termostatico y equipado con una membrana de ultrafiltracion con la enzima

inmovilizada covalentemente. El volumen del cassette de ultrafiltracion es de 8 cm®.
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Sistema de
agitacion

Alimentacion
de sustrato

Nitrégeno bajo
presion

Recirculacion — .
Circuito de fluido

PR calefaccionante

Sustrato 7|
Bomba de
Membrana de UF alta presién
con enzima
inmovilizada Permeado
-

Figura 4.1. Esquema del sistema utilizado para la hidrdlisis de lactosa conjuntamente

con la recuperacion de proteinas

El sistema se equip6 con una membrana plana circular (7.5 cm de diametro) de
poliétersulfona (PES) (Omega, Estados Unidos de Ameérica) de 10 kDa de tamafio de
corte y de un area efectiva de filtracion de 16.2 cm? (36.7% de la superficie disponible).
La membrana, que posee un rango de operacion de 1 a 14 unidades de pH y de 0 a 60°C
de temperatura, fue acondicionada de acuerdo a las especificaciones del proveedor y
montada en el dispositivo mediante un casete de filtracién tangencial. La porosidad de

la membrana es 0.33.

4.4. Preparacion y caracterizacion biocatalizador

4.4.1. Activacion de la membrana

Para la posibilitar la inmovilizacion en forma covalente de la enzima sobre la
membrana, esta Ultima fue activada con diferentes concentraciones de glutaraldehido

(1,5 pentanodial) (Merck, Alemania).
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La activacion fue realizada con la membrana montada en el dispositivo de
reaccion, recirculando en reciclo total una solucién de glutaraldehido al 2.5; 5.0 0 7.5%
(v/v) en NaOH 0.2 M a 35 °C por un periodo de 1 h. Después de la activacion, la
membrana fue exhaustivamente lavada con tampén fosfato 100 mM de pH 7.5 a

temperatura ambiente para retirar el exceso de glutaraldehido.

4.4.2. Inmovilizacion covalente de la enzima.

Al igual que la activacion, la inmovilizacion covalente de la enzima sobre la
membrana activada se realiz6 con la membrana montada en el mismo dispositivo de
reacciéon. Una solucion al 10% (v/v) de la enzima, con o sin agregado de 0.03 M de
galactosa en tampdn fosfato 100 mM de pH 7.5 se hizo permear por el sistema a 30 °C,
con reciclo total, por un periodo de 2 hs. Posteriormente, la membrana fue lavada
exhaustivamente con una solucion al 1,5% (m/v) de KCI en tampon fosfato 100 mM de
pH 7.5 para permitir el lixiviado de la enzima no ligada covalentemente. Finalmente, se
realiz6 un acondicionamiento final mediante el recirculado de una alicuota de tampon

fosfato 100 mM de pH 6.9 a temperatura ambiente.

4.4.3. Efectividad del proceso de inmovilizacion y determinacion de la cantidad de

enzima ligada

Para cada uno de los ensayos de inmovilizacion realizados se estimd la cantidad
de enzima fijada covalentemente en la membrana (Proti,n) por diferencia entre la
cantidad de proteina en el sobrenadante, al inicio de la inmovilizacion (Proty) y al
finalizar el proceso de inmovilizacion (Prot;), medidas por el método de Bradford

(1976); y se determino la actividad conseguida en cada caso.

103



MATERIALES Y METODOS ANALITICOS

Asimismo, para verificar los efectos del proceso de inmovilizacion, se estimé un
indice de recobro de actividad en cada uno de los ensayos de inmovilizacion realizados
(IRA), relacionando la actividad total conseguida en la membrana con la
correspondiente a una misma cantidad de enzima libre que permaneciera en el
sobrenadante al finalizar el proceso de inmovilizacion, de acuerdo a la siguiente

ecuacion:

IRAY% = inm 100 (4.3)

donde: Acti,n es actividad total expresada por la enzima inmovilizada y Act; es la
actividad expresada por la enzima en todo el sobrenadante al final del proceso de
inmovilizacion, ambas determinadas utilizando como sustrato solucion de lactosa al 5%

(p/v) en un tampon fosfato 100 mM de pH 6.9.

4.4.4. Ensayos de permeacion.

Dado que la presion, pH y temperatura de trabajo condicionan la velocidad de
permeacion a través de la membrana de ultrafiltracion, se realizaron ensayos de

permeabilidad a 55 °C empleando sueros de queseria acondicionados a diferentes pH.

4.4.5. Ensayos de hidrolisis.

Las experiencias fueron realizadas a 55 °C, siguiendo el grado de hidrolisis en el
sistema reaccionante hasta que la actividad de la enzima se redujo a la mitad del valor

inicial (tiempo de vida media).
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Las condiciones operativas en las que se realizaron las experiencias fueron:

~ Concentracion de agente activante: 2.5; 5.0 y 7.5% (m/v).

~ Rango de concentraciones de presiones de trabajo: de 1 a 5 bar a intervalos de 1

bar.

~ Todos los ensayos se llevaron a cabo por duplicado.

4.4.6. Ensayos de estabilidad térmica a 55 °C

Tanto la enzima libre como la membrana con la enzima inmovilizada fueron
incubadas a 55 °C en tampdn fosfato 100 mM de pH 6.9. A intervalos de tiempo
predeterminados se determind la actividad enzimatica de cada muestra, expresando la
actividad residual como una fraccion de la actividad inicial. Para la estimacion del
tiempo de vida media (6y,) se emple6 el modelo de desactivacion térmica de la
actividad enzimatica propuesto por Sadana-Henley (Sadana y Henley, 1987; Sadana,
1991), el que puede ser simplificado por un aparente proceso de primer orden definido

por dos pardmetros:
Act,/Act, = (L-77) expl-k, t)+7 (4.4)

donde Acty y Act; representan la actividad que posee la enzima al inicio y a un
determinado tiempo t, k; es la constante aparente de desactivacion térmica y 7
representa el cociente entre la actividad residual de la enzima a tiempos muy largos y su

valor inicial.
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El factor de estabilidad (FE) de cada membrana fue obtenido como el cociente
entre el tiempo de vida media de la enzima inmovilizada y el correspondiente a la

enzima libre, usando la siguiente ecuacion:

4
FE = 2lim (4.5)

el/z‘l

donde 6, 'y 6, son los tiempos de vida media de la enzima inmovilizada y de la

inm

enzima libre, respectivamente.

4.5. Determinacién de las constantes cinéticas para la enzima libre e inmovilizada

en la membrana

4.5.1. Usando lactosa como sustrato

La determinacion de las constantes cinéticas para la enzima libre se realizo en
forma similar a los ensayos de control de actividad, utilizando 20 y 40 ul de enzima
soluble en 20 ml de solucidon reguladora de pH 6.9 con lactosa como sustrato, en
concentraciones de 2.5-5.0-7.5y 10.0 % (p/v). Los tubos se incubaron a diferentes
temperaturas, agitando ocasionalmente en un agitador de tubos Vortex. La reaccion de
hidrolisis fue detenida a distintos tiempos, por adicion de NaOH. Para los célculos se
determind la concentracion de glucosa liberada durante la reaccion a los 2, 4, 6, 8, 10,

15, 20 y 25 minutos.

Para determinar las constantes cinéticas de la enzima inmovilizada en la

membrana, las experiencias se realizaron con el biocatalizador montado en el equipo de
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ultrafiltracion, descrito anteriormente. En este caso se hicieron permear soluciones de
lactosa de distintas concentraciones manteniendo el caudal volumétrico de permeado
constante de manera tal de asegurar un tiempo de residencia que permita la hidrolisis de
la lactosa. Para los célculos se determind la glucosa liberada en la corriente de
permeado durante la reaccion a diferentes tiempos. Estas experiencias fueron repetidas
para distintas temperaturas para obtener la dependencia de las constantes cinéticas con

la misma.

4.5.2. Usando permeado como sustrato

Para determinar las constantes cinéticas de la enzima inmovilizada cuando se
utiliza permeado de suero de queseria como sustrato se realizaron corridas a tres
concentraciones iniciales de lactosa diferentes: 2.5; 4.062 y 5.416% (p/v). Para lograr
estas concentraciones se diluyo el permeado utilizando buffer fosfato pH 6.9. En todos

los casos el pH fue convenientemente acondicionado.

También se realizaron experiencias a distintas temperaturas, usando en este caso
la concentracion de lactosa inicial de 5.416% (p/v); de esta manera se encontraron las

dependencias de las constantes cinéticas con la temperatura.

4.6. Estudio del comportamiento del biocatalizador en el reactor

Los biocatalizadores obtenidos fueron ensayados en un reactor de membranas,
anteriormente descrito. Considerando que la reaccion se lleva a cabo en la unidad de
ultrafiltracion donde se encuentra montada la membrana, se puede aproximar el

comportamiento a un reactor tanque agitado continuo.
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4.6.1. Variaciones de los parametros cinéticos

Los parametros cinéticos caracteristicos de la operacion del sistema se calculan
mediante regresion no lineal de minimos cuadrados. En esta técnica la suma de los
errores cuadraticos absolutos de la variable independiente es la funcion objetivo que se

pretende minimizar (Montgomery, 2002).

Para la regresion no lineal se emplea la herramienta Solver de la aplicacion
Excel de Microsoft Office. Esta herramienta permite minimizar (o maximizar) el valor
de una celda objetivo variando un conjunto de celdas seleccionadas. En la resolucion de
problemas de optimizacion con funciones no lineales (NLP, Non-linear Programming),
Solver utiliza el método del gradiente reducido generalizado (GRG); siempre y cuando
la funcién objetivo o alguna de las restricciones sean funciones continuas y también sus

derivadas sean funciones continuas. Los pasos de los que consta el algoritmo GRG son:

1. Calculo de gradientes a partir de soluciones de prueba

2. Eleccion del gradiente negativo (si se minimiza, positivo si se maximiza)

3. Evaluacion de la segunda derivada para estudiar la curvatura.

4. Evaluacioén de las restricciones si las hubiera.

5. Localizacion del optimo, cuando se obtienen 5 valores de la funcion objetivo dentro

de una tolerancia previamente fijada
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4.6.2. Estimacion de la constante de desactivacion de los biocatalizadores

Se realizaron experiencias utilizando como sustrato suero crudo de queseria
previamente acondicionado (pH 6.9), a diferentes temperaturas: 35, 45 y 55°C. Se midio
la cantidad de glucosa producida en el tiempo hasta el tiempo de vida media, esto es

cuando la actividad disminuy0 a la mitad del valor inicial.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se presentan en este capitulo los resultados obtenidos analizando los motivos

teoricos por los cuales se producen.

5.1. Caracterizacion de las resistencias de la membrana al flujo

5.1.1. Resistencia de la membrana en funcion de la presion transmembrana

aplicada

En la Figura 5.1 se representan los datos experimentales obtenidos para el flujo
de filtrado de agua a diferentes valores de presion transmembrana. Las presiones

aplicadas varian entre 1y 3 bar.

60
y =16.714x .

50 7 R®=0.9882
=
'S 40 -
E
S 30
(@)]
<
(3]
©
o 20 A
2
L.

10 A

0 :
0 3 3.5
P (bar)
Figura 5.1. Relacion entre el flujo de filtrado y presidn transmembrana para agua a
20°C

Los datos experimentales se ajustan a una linea recta mediante regresion por

minimos cuadrados, obteniéndose la siguiente ecuacion:
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Juo=16.714-P (5.1)

con R?>=0.9717

Segun el modelo de resistencias en serie (Cheryan, 1998), el flujo de filtrado de

agua (Juo) viene dado por la expresion:

(5.2)

donde Pt es la presion transmembrana y Rwm es la resistencia intrinseca de la membrana

para agua pura, igual a la inversa de la pendiente de la recta (Ecuacién 5.1):
Rm = 0.0598 bar min mL™

La permeabilidad de la membrana se define como la inversa de la resistencia
intrinseca de la membrana, esto es, 16.714 mL bar® min™. Tanto resistencia como
permeabilidad son valores caracteristicos de la membrana nueva y se emplean como
referencia para calcular el porcentaje de recuperacion del médulo de membrana después

de cada ciclo de filtracion/limpieza.
5.1.2. Flujo de filtrado de suero en funcion de la presion transmembrana

En la Figura 5.2 se representan los datos experimentales de los flujos iniciales de
permeado frente a la presion transmembrana. Las presiones aplicadas varian desde 1 bar
hasta 5 bar. La relacion flujo de permeado vs. Pt presenta diferencias considerables con
respecto al agua. La relacion entre el flujo de permeado y presion no se puede ajustar
con una sola recta en todo el rango de presion aplicada (como ocurria en el caso del

agua).
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Figura 5.2 Relacidn entre el flujo inicial de permeado y presion transmembrana para

soluciones de lactosa a 55°C y pH 6.9

La presion, pH y temperatura de trabajo condicionan, a su vez la velocidad de
permeacién a través de la membrana de ultrafiltracion. En este caso a medida que se
aumenta la presion de trabajo, la velocidad de permeacion inicial aumenta. La relacién
entre el flujo inicial de permeado de soluciones de lactosa y la presion podria
representarse, como para el caso del agua, por un recta. Esta correlacion no presenta un
buen ajuste, por lo que es mas conveniente utilizar dos rectas, mejorando de esta manera
la correlacion de los datos. Por lo tanto, se pueden identificar dos tramos de pendiente
diferentes que tienen un punto de interseccion aproximadamente en 3 bar de presion.
Para el tipo de membrana usada, no se encontraron diferencias en las velocidades
iniciales de permeacidn en ensayos realizados con soluciones de lactosa y con suero
crudo (Becker y Evans, 1969). Ademas, en este rango se estudio el comportamiento de

la enzima libre y si bien no se encontrd incidencia de la presion de trabajo sobre la
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actividad de la enzima, se verifico que en condiciones de operacion con suero crudo, a
elevadas presiones de trabajo, el flujo de permeado se reduce considerablemente con el
tiempo (Cheryan, 1998), siendo méas complicado operar el sistema. Por esta razon, se
adoptd una presion efectiva de trabajo de 2 bar, produciendo un flujo inicial de
permeacion de 2.05 ml min™, que teniendo en cuenta el area del equipo, resulta 0.125

ml min™ cm™. La inmovilizacién de la enzima se realizé a presién constante.
5.2. Estimacion del flujo de permeado

Se obtiene el flujo de permeado en funcion del tiempo de operacion para
distintas presiones de trabajo y temperaturas. En la figura 5.3 se pueden observar
distintas curvas (datos experimentales) que representan el flujo o caudal de permeado en
funcién del tiempo cuando se utiliza suero crudo de queseria a 55°C y pH 6.9 para

diferentes presiones aplicadas.
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Figura 5.3. Variacion del caudal de permeado con el tiempo para suero a 55°C y pH 6.9
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Como puede verse, a mayor presion aplicada, los caudales iniciales son mas
grandes pero caen a una gran velocidad cuando transcurren algunos minutos. Luego, el
caudal tiende a estabilizarse con el tiempo, disminuyendo de manera menos
significativa. Si graficamos lo que ocurre a partir de 60 minutos tenemos la Figura 5.4.
En esta Figura puede verse como a menor presion la caida del flujo es menor que a
mayores presiones. Cuando la presion aumenta aparece el fendmeno de polarizacion por
concentracion que hace que el flujo disminuya. Kuo y Cheryan (1983) observaron que
en el caso de suero, cuando la presion supera el valor critico, el flujo disminuye
considerablemente. Este mismo efecto se ha podido verificar en nuestro sistema
considerando que el valor critico de presion se encuentra alrededor de los 2 bar segun se
determind en la Figura 5.2. Aparentemente, a altas presiones, la capa de ensuciamiento

se vuelve méas compacta y menos permeable.
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Figura 5.4. Variacion del caudal de permeado con el tiempo luego de los 60 minutos

para suero a 55°Cy pH 6.9
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Realizando los ajustes de los datos experimentales con el modelo de flujo que
propone Cheryan (Ecuacion 3.13a), se determina como el ensuciamiento o “fouling” de
la membrana se incrementa cuando aumenta la presion aplicada. Este efecto se pone en
evidencia en el valor que adquiere el coeficiente b, que toma un mayor valor a medida

que el ensuciamiento adquiere importancia.

En la tabla 5.1 se presentan los valores encontrados a partir de los datos
experimentales de flujo de permeado para los coeficientes b, para el modelo de
Cheryan, a, Sy y para el modelo propuesto (Ecuacion 3.16) a 55°C, los valores de

correlacion y el error relativo.

Tabla 5.1. Resultado de los ajustes de los modelos matematicos con los datos

experimentales de los flujos de permeado a las distintas presiones ensayadas a 55°C.

5 Modelo de Cheryan Modelo Propuesto

Presion (1998)

e e (S e s | R T
1 0.3026 | 0.995 4.30 -0.0109 | 0.2559 | 4.0390 0.997 2.49
2 0.7171 | 0.999 14.28 0.0631 | 0.9480 | 5.3084 0.999 2.59
3 1.1533 | 0.995 55.30 0.1941 | 1.6037 | 5.6266 0.999 6.14

Los ajustes al modelo propuesto fueron realizados con MATLAB utilizando los
datos mostrados en el ANEXO 3. Ademas se desarroll6 una rutina de programacion en
MATLAB para graficar las curvas de caudal en funcion del tiempo, que luego seran
utilizadas para la resolucién del modelo global del sistema. Se puede ver que los dos
modelos propuestos correlacionan muy bien los datos experimentales si observamos los

valores de R® De todos modos si vemos los errores relativos calculados podemos decir
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que el modelo que mejor reproduce el comportamiento de nuestro sistema es el segundo
modelo matematico propuesto. Como ya se menciond anteriormente utilizando este
modelo se mejora el desempefio a tiempos grandes y ademas se tiene en cuenta no solo
el ensuciamiento de la membrana sino también la polarizacion por concentracion de las
proteinas; logrando reproducir el comportamiento de manera mas precisa en el rango de
trabajo utilizado. EI modelo de Cheryan solo para los tiempos iniciales resultando mas

impreciso cuando se incrementa el tiempo de operacion.

También se estudio el comportamiento de los flujos iniciales de permeado en

funcidn de la temperatura para las tres presiones ensayadas (Figura 5.5).

De acuerdo con el modelo de Hagen-Poiseuille basado en el flujo a traves de los
poros, un aumento en la temperatura resulta en un incremento del flujo. De todos
modos, para el caso del suero de queseria existe un rango de temperatura hasta los 30°C
para el cual un incremento de la temperatura disminuye la solubilidad de las sales de
calcio, como fuera explicado en el capitulo 2. Por otra parte, por razones bioldgicas, un
aumento muy grande en la temperatura puede desnaturalizar las proteinas presentes.

Basados en esta ideas se ensayaron los flujos en el rango de 30 — 60°C (Cheryan, 1998).

En la Figura 5.5 se puede apreciar que a medida que se incrementa la
temperatura los caudales iniciales son mayores, ya que disminuye la viscosidad de la
solucién y aumenta la solubilidad de las sales de calcio. También se puede ver que estos
fendmenos adquieren mayor importancia cuando se opera a presiones mas altas; en el
caso de 1 bar, los caudales iniciales se mantienen practicamente constantes con la

temperatura.
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Figura 5.5 Caudales iniciales de permeado en funcién de la temperatura para las tres

presiones ensayadas

5.3. Inmovilizacion de la enzima en la membrana

Se obtienen las condiciones Optimas de inmovilizacion de la enzima en la
membrana. Estas condiciones seran las que den como resultado el mejor indice de

recobro de actividad (IRA) y la mayor actividad de la enzima inmovilizada.

En la Tabla 5.2 se presentan los parametros que determinan la efectividad del
proceso de inmovilizacion para cada condicidén de ensayo. Como puede observarse, Si
bien un aumento en la concentracion de glutaraldehido incrementa la cantidad de
enzima ligada a la membrana, no ocurre lo mismo con la actividad de la enzima ligada,
por tanto constantemente va disminuyendo el poder hidrolizante total de la membrana.
Este efecto puede deberse a una distorsion de la estructura del sitio activo de la enzima

por efecto del glutaraldehido, a la hidratacion estérica del sitio activo y a algun otro

118



RESULTADOS Y DISCUSION

efecto no deseado que afecta la actividad de la enzima (Betancor y otros, 2006; Zhou y

Chen, 2001).

Asimismo, también se observa en la Tabla 5.2, el efecto negativo de la cantidad
de glutaraldehido, el que se puede reducir con el empleo, en condiciones adecuadas, de
un inhibidor competitivo durante el proceso de inmovilizacion. Este fendmeno puede
ser atribuido a que posiblemente, por la mayor afinidad de la enzima por este inhibidor,
la estructura del sitio activo puede preservarse por mas tiempo, disminuyendo el efecto

distorsionador de la multiple inmovilizacion covalente por el glutaraldehido.

En tales circunstancias, los resultados para la inmovilizacion de la enzima que
consiguen mejor comportamiento son: concentracion de glutaraldehido de 5.0 % (m/v),
con el agregado de 0.03 M de galactosa junto a la enzima al realizar la inmovilizacion.
De esta manera se consigue inmovilizar 12.49 mg de enzima (0.77 mg de proteina por
cm?® de membrana), con una actividad total a 37 °C, de 86.3 LAU (5.3 LAU por cm? de
membrana), que corresponde a un 44.2% (Ecuacion 4.3) de la actividad que le
corresponderia si dicha cantidad de proteina estuviera en la enzima libre que queda

luego del proceso de inmovilizacion.

No se encontraron diferencias en el flujo cuando se hace circular agua a través
de la membrana con o sin la enzima inmovilizada. De esta manera podemos decir que la
resistencia intrinseca caracteristica de la membrana no cambia cuando se inmoviliza

covalentemente la enzima sobre la misma (Regenhardt y otros, 2008).
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Tabla 5.2. Efectividad del proceso de inmovilizacion covalente de B-galactosidasa para

diferentes concentraciones de glutaraldehido y agregado o no de galactosa

Activacion Inhibidor  Prots (mg)  A;(LAU) Protiym (mg) Ainm (LAU)  IRA%
Glutaraldehido 2.5% No 665.8 10409.0 9.18 65.0 45.3
Glutaraldehido 2.5% Si 665.8 10987.3 9.18 72.4 47.8
Glutaraldehido 5.0% No 662.5 9206.4 12.49 70.3 40.5

Glutaraldehido 5.0% Si 662.5 10357.2 12.49 86.3 44.2
Glutaraldehido 7.5% No 661.6 8389.7 13.37 46.3 27.3
Glutaraldehido 7.5% Si 661.6 9194.2 13.37 56.1 30.2

5.4. Estabilidad Térmica del Biocatalizador

Se analiza la estabilidad térmica, ya que la temperatura a la cual se realiza la
ultrafiltracion del suero es un tanto superior a la temperatura 6ptima de trabajo de la

enzima utilizada.

5.4.1. Estimacion de la constante de pérdida de actividad de los biocalizadores

Por otra parte, la estabilidad de la enzima puede verse afectada reversible o
irreversiblemente por el tiempo en que la misma sea expuesta a condiciones
desfavorables. En la Figura 5.6 se muestran los valores de actividad relativa de la
enzima inmovilizada a diferentes temperaturas utilizando suero de queseria a pH 6.9,
como asi también la actividad relativa de la enzima libre a 55°C, considerando en cada

caso el valor inicial de actividad como del 100%.

120



RESULTADOS Y DISCUSION

100 = A A A
] A a
D | ] | ]
° ° = a 4 A
° ]
8o
- [ ]
[
E 60
©
O
04 o
3 o
_'g 40 -0 ® Enzima Inmovilizada a 55°C
'*<3 ® Enzima Inmovilizada a 50°C
20 70 A Enzima Inmovilizada a 45°C
O
o Enzima libre a 55°C
0 T T T T T T
0 40 80 120 160 200 240

Tiempo (min)

Figura 5.6. Curvas de actividad residual para la enzima inmovilizada a diferentes

temperaturas y la enzima libre a 55°C.

En general, para obtener los valores del factor pre-exponencial y la energia de
activacion primero se determinan las constantes de pérdida de actividad (k) a las
distintas temperaturas ensayadas para luego realizar la correlacién de las mismas
mediante regresion lineal. En este caso el ajuste se llevo a cabo mediante regresion no
lineal utilizando la totalidad de los datos experimentales mostrados en la Figura 5.6. De

esta forma logramos minimizar los errores del ajuste, obteniendo los valores de la Tabla

5.3.
Tabla 5.3. Valores de xa, Eay el error residual del ajuste.
Factor pre-exponencial Energia de Activacion )
. 1 Error relativo (%)
xa (Min ™) Ea (cal mol™)
258588.51 12694.49 7.46
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Segun el mecanismo propuesto (Ecuacion 2.12), la expresion matematica de la

constante de pérdida de actividad de la enzima inmovilizada resulta:

-12694,49

k, =258588.51e T (5.3)

Esta expresion puede ser utilizada para obtener el valor de k; a la temperatura

deseada dentro del rango de temperaturas ensayadas.

Ahora bien, a partir de la Ecuacion 5.3 se pueden obtener los valores de k; para
la enzima a distintas temperaturas (Tabla 5.4). Como puede observarse, los valores de k;
son mayores cuando la temperatura aumenta haciendo que la enzima sea cada vez
menos estable. No obstante, comparando con lo que sucede con la enzima libre, puede
observarse que el proceso de inmovilizaciébn multipuntual con enlaces covalentes
estabiliza a la enzima considerablemente, obteniéndose a 55 °C y pH 6.9 tiempos de
vida media de 1.32 min para la enzima libre y de 771.6 min para la enzima

inmovilizada.

Tabla 5.4. Constantes de desactivacion térmica de la enzima para las diferentes

condiciones ensayadas

Enzima Temperatura ke (min'™)
Inmovilizada 37°C 0.00028991
Inmovilizada 45°C 0.00048688
Inmovilizada 50°C 0.00066449
Inmovilizada 55°C 0.00089833
Libre 55°C 0.3780
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5.5. Efectividad del proceso de inmovilizacion de la enzima a 55°C

Se analizan los distintos parametros que determinan si la inmovilizacion de la
enzima resulta efectiva cuando se opera a 55°C (temperatura mas frecuente de

ultrafiltracion del suero).

Como se menciond anteriormente, la estabilidad de la enzima se increment6
considerablemente al inmovilizar a la enzima sobre la membrana obteniéndose un valor

de la constante de desactivacién menor.

Otro parametro que nos da una idea de la conveniencia de inmovilizar a la
enzima es el Factor de Estabilizacion, definido por la Ecuacion 4.5. En la Tabla 5.5 se

muestran los tiempos de vida media para las condiciones ensayadas.

Tabla 5.5. Tiempos de vida media

Enzima Temperatura &2 (Min)
Inmovilizada 37°C 2390.92
Inmovilizada 45°C 1423.63
Inmovilizada 50°C 1043.12
Inmovilizada 55°C 771.59
Libre 55°C 1.32

De la tabla se puede ver que si bien el hecho de operar a una temperatura
superior a la éptima de la enzima, el tiempo de vida media disminuye alrededor de cinco
veces, inmovilizando a la enzima el Factor de Estabilizacion asciende a 584.54 cuando
se opera a 55°C. Esto significa que tenemos una enzima alrededor de 600 veces mas

estable con respecto a la enzima libre trabajando a 55°C.
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Ademas, si observamos la Figura 5.7 en donde se grafica la actividad total de la
enzima ya sea libre e inmovilizada en funcién del tiempo de operacion; el area bajo
estas curvas nos estan indicando la cantidad de lactosa hidrolizada. Si bien la actividad
inicial de la enzima libre es superior, luego cae rapidamente a cero siendo la cantidad de

lactosa hidrolizada muy inferior en comparacion con la enzima inmovilizada.
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Figura 5.7. Actividad total de la enzima libre e inmovilizada a 55°C

5.6. Estimacion de los parametros cinéticos de la ecuacién de Michaelis-Menten

Se determinan los parametros cinéticos cuando se opera con soluciones de
lactosa o0 permeado de suero de queseria. Ademas, se obtendra el modelo de
desactivacion o pérdida de actividad del biocatalizador cuando se utiliza suero de

queseria.
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5.6.1. Determinacién de las constantes cinéticas para la enzima inmovilizada en la

membrana para soluciones de lactosa y permeado de suero de queseria

El primer paso en el proceso de estimacion de parametros, luego de disponer de
datos experimentales (ANEXO 1), se utilizo el software de computacion comercial
Excel para ajustar minimizando el error relativo. De esta manera los valores de las
constantes calculados se obtienen al minimizar el error relativo. El error se calcula

segun la siguiente expresion:

: X —Y;
e
Error(%) = %-100 (5.4)

donde:

xi es el valor experimental de la i-ésima observacion
y; es el valor estimado de la i-ésima observacion

n es el nimero total de observaciones

En el ANEXO 2 se muestra el esquema de calculo para obtener los valores de las
constantes cinéticas. En dicho modelo ya se incluyd la variacion de la constante de
reaccion en funcién de la temperatura. Las constantes fueron estimadas con un reactor
tanque agitado continuo en estado pseudoestacionario que es el que representa mejor al

sistema y por tanto errores relativos mucho menores.

En En la Tabla 5.5 se muestran los valores del factor pre-exponencial, la Energia

de Activacion y el error de correlacion correspondientes a la Ecuacion 2.12.
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Tabla 5.5. Valores de A, Ea y coeficiente de correlacion.

Factor pre-exponencial Energia de Activacion

2
xa (mmol min™® mg™) Ea (cal mol™) K

3.05.10° 19957.43 0.9064

Con estos valores se puede obtener una expresion de k, que nos sera de utilidad

para luego estimar el resto de las constantes cinéticas.

—19957.43

k,=(3.05010° )¢ R (5.5)

Cuando se trabaja con soluciones de lactosa se obtuvo:

Km = 150.5261 mmol/L

ki = 6899.847 mmol/L

Ademas, no se encontro variacion de la constante de Michaelis-Menten (Kr,,) con
la temperatura en el rango de trabajo estudiado; lo mismo sucedi6 con la constante de

inhibicion (k).

Se aplicd el mismo procedimiento de calculo descripto en el ANEXO 2 cuando

se trabaja con permeado de suero de queseria. En este caso se obtuvo:

—21128.99

k,=(3.60010)e & (5.6)

Kn = 279.014 mmol/L

k; = 7000 mmol/L
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5.6.2. Estimacion de la constante de pérdida de actividad del biocatalizador

La expresion que permite calcular los valores de k; a las distintas temperaturas

corresponde a la Ecuacion 5.3.

Con esta expresion se completa el modelo de desactivacion del biocatalizador en

el tiempo como ya se describio en el capitulo 3.

5.7. Validaciéon del modelo teérico

Una vez obtenidos los parametros cinéticos que describen al sistema y el modelo
de flujo de permeado, solo resta evaluar el modelo integral planteado que representa al
proceso conjunto de recuperacion de proteinas por UF e hidrolisis de la lactosa. El
desarrollo tedrico del modelo se detalla en el Capitulo 3. EI mismo esta compuesto por
las correspondientes ecuaciones diferenciales necesarias para predecir el
comportamiento global. De todos modos, antes de realizar las simulaciones del proceso
a fin de obtener las mejores condiciones de operacion, se debe validar el modelo con

valores experimentales.

Se utiliz6 una rutina de programacion desarrollada en lenguaje Matlab® que
resuelve el modelo planteado. Este programa, que se presenta en el ANEXO 4, permite
calcular la cantidad de lactosa que es hidrolizada en funcién del tiempo cuando se opera
a presion constante, para distintos valores de concentracion inicial de sustrato. A su vez,
se han incorporado en el mismo, la funcion de variacion del caudal de permeado en
funcion del tiempo y la desactivacion de los biocatalizadores en el funcionamiento del

reactor.
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Para la validacion del modelo, se compar6 la produccion teorica calculada para
las condiciones que se muestran en la Tabla 5.8, del ensayo experimental conducido en
dichas condiciones. En el ANEXO 5 se muestran los datos y las condiciones

experimentales de cada una de las experiencias utilizadas en la validacion del modelo

matematico.

Tabla 5.8. Condiciones operativas para validar el modelo
Temperatura 45°C
Sustrato Permeado de suero de queseria
Concentracion inicial de lactosa 158.4 mmol/L
Concentracion inicial de enzima 3801.25 mg/L

Se encontro un error relativo de ajuste, utilizando la Ecuacion 5.4, de alrededor
del 1%. En la Figura 5.11 se muestran los valores experimentales y tedricos de
productividad en funcion del tiempo de operacion. La productividad fue calculada como
el producto entre la cantidad de producto formado en un determinado tiempo de

operacion y el valor correspondiente de caudal.

El ajuste de todas las constantes del sistema, y cinéticas como el empleo de
incrementos de tiempo pequefios (1 minuto) permitieron predecir en el intervalo

estudiado valores con bajo error.
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Figura 5.11. Productividad en funcién del tiempo de operacion

5.8. Estudio del sistema bajo diferentes condiciones de operacion

Una vez validado el modelo teorico con los datos experimentales, se realizan las
simulaciones para diferentes condiciones de operacion. Se trabajé con un rango de
presiones de 1 a 3 bar y con las temperaturas de 37, 45, 50 y 55°C. Tanto las presiones
como las temperaturas se eligieron teniendo en cuenta las condiciones a las cuales se
determinaron tanto las constates cinéticas como los parametros del flujo y la cantidad de
enzima ligada. En cuanto a las concentraciones iniciales de lactosa, se tuvieron en
cuenta las siguientes: 5% de lactosa, que corresponde a la cantidad que se encuentra en
general en el suero de queseria y 10% de lactosa, si consideramos que podemos
concentrar facilmente el suero usando el sistema de evaporadores que se dispone
generalmente en la planta para preconcentrar leche. Para las simulaciones se adopto

como tiempo total de operacién 800 minutos, que corresponde a aproximadamente el
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tiempo de vida media de la enzima a la mayor temperatura (ver Tabla 5.4). Ademas, se
tuvo en cuenta que el sistema se encuentra en régimen a partir de los 40 minutos de la

puesta en marcha y que no existe reciclo.

Las simulaciones se realizaron suponiendo que la alimentacion es suero de
queseria, por lo que se adoptaron las constantes cinéticas correspondientes al permeado
de suero (punto 5.5.1) ya que son dos productos similares y solo difieren en la cantidad
de proteinas. Las proteinas presentes no afectan a las constantes cinéticas (Mammarella,
2001). La rutina de calculo de produccion total se muestra en el ANEXO 7 y las
conversiones obtenidas para las distintas condiciones simuladas se presentan en el

ANEXO 6.

A continuacion se muestran las curvas de Productividad para las condiciones

operativas antes mencionadas.

5.8.1. Curvas de Productividad

0.40

0.30

0.20

0.10

Productividad (mmol/min)

55 50 45 40 0
Temperatura (°C)

Figura 5.12. Produccion total en funcion de la temperatura y la presion para una
concentracion inicial de lactosa de 10 %
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Figura 5.13. Produccion total en funcion de la temperatura y la presion para una
concentracion inicial de lactosa de 5 %

Como puede observarse en las figuras anteriores, las productividades mayores se
obtienen a 55°C. En la siguiente Tabla se presentan las productividades que se obtienen

para las distintas condiciones operativas cuando la temperatura es de 55°C.

Tabla 5.9. Produccion total a 55°C (800 minutos de operacion)

Concentracion inicial de lactosa (%0)

Presion (bar) 5 10
1 0.2323 0.3505
2 0.2279 0.3453
3 0.2282 0.3455

La mayor produccion teorica se obtiene operando a 55°C con una concentracion
inicial de lactosa del 10% a la menor presion de trabajo; no se observa una gran

variacion a presiones mayores.
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Para ver como se ve afectada la produccion total en funcion de la concentracion
inicial de lactosa para las distintas condiciones de temperatura y presion, se realizaron
simulaciones para valores de concentracion inicial de lactosa que van desde 2.5% hasta
27.5%. En las figuras que se muestran a continuacion se puede observar que existe un
valor de concentracion inicial de lactosa (alrededor de 14%) hasta el cual la
productividad se incrementa de manera considerable y luego es insignificante el

aumento de la misma, permaneciendo practicamente constante.

5.8.1.1. Curvas de Productividad en funcion de So y la presién a distintas

temperaturas
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Figura 5.14. Produccion total en funcion de la concentracion inicial de lactosa y la

presion para una temperatura de 55°C
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Figura 5.15. Produccion total en funcion de la concentracion inicial de lactosa y la

presion para una temperatura de 50°C

Las curvas para las temperaturas restantes se muestran en el ANEXO 8

5.8.1.2. Curvas de Productividad en funcién de So y la Temperatura a distintas
presiones

Se muestra solo la gréfica correspondiente a 1 bar ya que la forma de las curvas
es la misma y solo varian en los valores, en el ANEXO 8 se encuentran las gréaficas para

2y 3 bar.
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0.60

0.40 A

0.20

Productividad (mmol/min)

35
1000 800 600 400 200 0

Concentracion inicial de lactosa (mmol/L)

Figura 5.16. Produccidn total en funcion de la concentracion inicial de lactosa y la

temperatura para una presion de 1 bar

5.8.2. Curvas de Conversion

84 55°C - 1 bar 50°C - 1 bar 45°C - 1 bar 37°C - 1 bar
55°C - 2 bar ——50°C - 2 bar 45°C - 2 bar 37°C -2 bar
7] ---55°C-3bar - - - 50°C-3bar - - - 45°C - 3 bar 37°C - 3 bar

Conversion (%)

0 T T T T T
40 140 240 340 440 540 640 740
Tiempo (minutos)

Figura 5.17. Conversiones a las distintas temperaturas y presiones para una
concentracion inicial de lactosa de 5 %
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Se analiza en las Figuras 5.17 y 5.18 la conversion definida por la Ecuacion 2.10
a través del tiempo. Se muestra el efecto de la temperatura y la presion sobre la
conversion de lactosa para las dos concentraciones iniciales de sustrato consideradas.
Puede verse que a medida que la temperatura se incrementa la conversion inicial es
mayor, alcanzando un valor maximo, dicho maximo se produce a un tiempo menor a
medida que la temperatura es mayor. También la velocidad de crecimiento y
decrecimiento es mayor con la temperatura. De esta forma, a mayores temperaturas la
desactivacion térmica de la enzima cobra importancia, si se opera a 50°C o 55°C. A
estas temperaturas, la desactivacion térmica comienza a observase a partir de las 5 horas
de operacion aproximadamente. Los mayores porcentajes de conversion de sustrato se
obtienen con la menor concentracion inicial de lactosa, lo contrario a lo que ocurre con

la produccion total.

A su vez, la presion de trabajo afecta a la conversion de sustrato, ya que
modifica el caudal de permeacion y por ende el tiempo de residencia en el interior del

modulo de reaccion-concentracion.

135



RESULTADOS Y DISCUSION

55°C - 1 bar 50°C - 1 bar 45°C - 1 bar 37°C - 1 bar
55°C - 2 bar 50°C - 2 bar 45°C - 2 bar 37°C - 2 bar
---55°C-3bar - - - 50°C-3bar - - - 45°C-3bar 37°C - 3 bar

Conversion (%)

O T T T T T T T
40 140 240 340 440 540 640 740
Tiempo (minutos)

Figura 5.18. Conversiones a las distintas temperaturas y presiones para una

concentracion inicial de lactosa de 10 %
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En el presente trabajo se estudio el comportamiento de un sistema de reaccion de
hidrolisis de lactosa — concentracion de proteinas de suero con la enzima [-

galactosidasa inmovilizada en la membrana de ultrafiltracion.

Las conclusiones pueden agruparse de acuerdo a las etapas en que fue

desarrollado el trabajo.

6.1. Con respecto al modelo del flujo de permeado

Se adoptd un modelo matematico para representar la variacion temporal del flujo
de permeado en el reactor. Se encontrd que el modelo de Lopes y otros, 2008 fue el
mejor para predecir los datos experimentales en comparacion con el modelo propuesto
por Cheryan. Si bien este modelo originalmente no fue propuesto para ultrafiltracion de
suero, observamos gue en nuestras condiciones de trabajo es el que mejor se adapta. Se
determinaron los parametros del modelo de flujo de permeado a 55°C como asi también

para el rango de temperaturas que va desde los 30 a los 60°C.

6.2. Con respecto a la inmovilizacion de la enzima en la membrana

La enzima B-galactosidasa de Kluyveromyces fragilis fue inmovilizada con éxito

sobre una membrana plana de polietersulfona de 10 kDa de tamafio corte.

Los mejores resultados se consiguieron utilizando una solucion 5% de
glutaraldehido (m/v) para activar al soporte y con el agregado de un inhibidor
(galactosa) junto con la enzima. En esta condiciones se logro inmovilizar 12.49 mg de

enzima con una actividad total a 37°C de 86.3 LAU, obteniéndose un indice de recobro
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de actividad de 44.2%. El glutaraldehido funciona como agente ligante, facilitando la

inmovilizacion de la enzimay evitando su posterior desorcion.

Durante la activacion, el glutaraldehido reacciona con los grupos aminos u
oxhidrilos presentes en la superficie de la membrana, generando brazos espaciadores en
los que se enlazara la enzima formando bases de Schiff, a traves de los grupos aminos

terminales de los residuos de lisina.

6.2.1. Estabilidad Térmica del biocatalizador

Se obtuvo una expresion matematica para determinar la variacion de la actividad
del biocatalizador con el tiempo a distintas temperatura de operacion. Ademas, se
compararon los tiempos de vida media de la enzima libre e inmovilizada a 55°C,

obteniéndose un factor de estabilizacion cercano a 600.
6.2.2. Con respecto a la estimacion de los parametros cinéticos

No se encontro dependencia con la temperatura de las constantes Ky, y ki en el rango de
temperaturas ensayadas. Para el caso de permeado suero, el valor de Ky, resultd mayor
que en el caso de trabajar con soluciones de lactosa, lo que denota una menor afinidad
de la enzima por el sustrato cuando se utiliza este producto. Las constantes cinéticas

especificas determinadas fueron: Ky = 279.014 mmol/L, ki = 7000 mmol/L

No se encontraron diferencias en las constantes cinéticas cuando se trabaja con
permeado de suero o suero de queseria. Se obtuvo la expresién de la constante de

velocidad de la reaccion de hidrélisis en funcion de la temperatura

—21128.99
k,=(3.60010°)e ’"  [mmol It* min™ mg™]
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6.3. Con respecto al sistema de reaccion — concentracion

Se obtuvo un modelo matematico completo que representa el proceso conjunto
de recuperacion de proteinas del suero de queseria y la hidrélisis enzimatica de la
lactosa, considerando la disminucion de actividad de la enzima inmovilizada. EI mismo
incorpora las constantes cinéticas especificas de la [-galactosidasa inmovilizada
covalentemente sobre la membrana de UF, como asi también el modelo de flujo de
permeado en funcion del tiempo. EI modelo fue experimentalmente validado y resulto
adecuado para predecir el comportamiento del sistema para distintas condiciones de

operacion tales como temperatura, presion y concentracion inicial de lactosa.

6.3.1. Con respecto a la produccion

Se determind la forma en que varia la productividad con al temperatura en el
rango de 37°C y 55°C y que no se modificé con al presion entre 1y 3 bar. Ademas se
analizé como se ve afectada la produccion total al variar las concentraciones iniciales de
lactosa, encontrandose un valor limite de alrededor del 14% hasta el cual tiene sentido
concentrar el suero para obtener la maxima productividad. Para mayores
concentraciones, la productividad permanece constante por lo cual solo representara un

gasto de energia.

La mayor produccién tedrica se obtuvo operando a 55°C con una concentracion

inicial de lactosa del 10% a 1 bar de presion de trabajo

6.3.2. Con respecto a las conversiones

Se encontr6 que la conversion inicial es mayor a medida que la temperatura se

incrementa, alcanzando un valor maximo. Asi mismo, la desactivacién térmica de la
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enzima cobra importancia a mayores temperaturas (50°C o 55°C). A estas
temperaturas, la desactivacion térmica comienza a observase a partir de las 5 horas de
operacion. Los mayores porcentajes de conversiones de sustrato se obtienen con la
concentracion inicial de lactosa de 5%, lo contrario a lo que ocurre con la

productividades.

6.3.3. Conclusion final del modelo

El modelo es una adecuada herramienta si se lo utiliza en combinacién con datos
experimentales de los parametros fisicos y fisicoquimicos para determinar las

condiciones Optimas del proceso.
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ANEXxoO 1

A.1.1. Datos experimentales para la determinacion de las constantes cinéticas para

soluciones de lactosa

Condcf?ggi‘g'szn(;;)'c'a' Tem('?,ecr;"t“ra Glucosa (mmol/L) | Tiempo de residencia (min)
25 37 0.586 38.0
25 37 0.681 38.0
25 37 0.807 38.0
5.0 37 2374 38.0
5.0 37 2358 38.0
5.0 37 2.248 38.0
75 37 3.419 38.0
75 37 3.514 38.0
75 37 3.340 38.0
10 37 2.960 38.0
10 37 2.786 38.0
10 37 2738 38.0
25 37 0.716 38.0
25 37 0.812 38.0
25 37 0.939 38.0
5.0 37 2.165 38.0
5.0 37 2.276 38.0
5.0 37 2435 38.0
75 37 2674 38.0
75 37 2.626 38.0
75 37 2.802 38.0
10 37 3.359 38.0
10 37 3.205 38.0
10 37 3.422 38.0
5.0 30 1173 38.5
5.0 30 1.263 385
5.0 30 1337 385
5.0 35 1.961 38.3
5.0 35 2.035 38.3
5.0 35 2.004 38.3
5.0 40 2.897 38.0
5.0 40 2.852 38.0
5.0 40 2.941 38.0
5.0 45 2.926 38.8
5.0 45 2.674 38.8
5.0 45 2,666 38.8
5.0 30 0.164 40.0
5.0 30 0.223 20.0
5.0 30 0.283 20.0
5.0 35 1.072 20.0
5.0 35 1117 20.0
5.0 35 1.236 20.0
5.0 40 1713 20.0
5.0 40 1772 20.0
5.0 40 1787 20.0
5.0 45 2.055 20.0
5.0 45 2 145 20.0
5.0 45 2 145 20.0
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A.1.2. Datos experimentales para la determinacion de las constantes cinéticas para

permeado de suero de queseria

Con dC:?;gg'Szn(;; )|c:|a| Temﬁ,’i:r;’l tura Glucosa (mmol/L) | Tiempo de residencia (min)
2.5 37 0.449 44.00
2.5 37 0.516 44.00
2.5 37 0.597 44.00
4.062 37 1.459 44.27
4.062 37 1.399 44.27
4.062 37 1.525 44.27

5.0 37 2.166 43.60

5.0 37 2.269 43.60

5.0 37 2.299 43.60

25 37 0.280 43.47

25 37 0.334 43.47

25 37 0.420 43.47
4.062 37 1.348 42.00
4.062 37 1.312 42.00
4.062 37 1.466 42.00

5.0 37 2.321 42.67

5.0 37 2.336 42.67

5.0 37 2.336 42.67
5.416 30 0.346 39.22
5.416 30 0.481 39.22
5.416 30 0.658 39.22
5.416 35 3.912 42.64
5.416 35 4.139 42.64
5.416 35 4.451 42.64
5.416 40 7.301 43.34
5.416 40 6.972 43.34
5.416 40 7.773 43.34
5.416 45 10.015 39.35
5.416 45 9.678 39.35
5.416 45 10.588 39.35
5.416 30 0.915 44.53
5.416 30 1.381 44.53
5.416 30 1.672 44.53
5.416 35 6.720 45.60
5.416 35 7.385 45.60
5.416 35 7.468 45.60
5.416 40 11.402 46.40
5.416 40 12.175 46.40
5.416 40 12.483 46.40
5.416 45 10.454 46.67
5.416 45 10.379 46.67
5.416 45 10.870 46.67
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ANEX0O 2

A.2. Algoritmo para estimar las constantes cinéticas para soluciones de lactosa y

permeado de suero de queseria

Para obtener las constantes cinéticas mediante la utilizacion de este
procedimiento se debe contar con los valores iniciales. Se utilizé el siguiente esquema de

calculo:

Partiendo de la expresién de la velocidad de reaccion:

ko [EoIIS]  _ Vina [S]

_Km[1+[(|ia])+[5]_ Km(1+[sol](_'[s]J+[s]

Cuando S~S, [ S,-S=0 y S)Km [y Km+S=~$
Porlo que resulta  —v=V,  =k,[E,]

Si consideramos que la reaccion se lleva a cabo en un reactor discontinuo, se obtiene:

S,-S

= kz[Eo]

Como sabemos, k, varia con la temperatura siguiendo la ecuacion de Arrhenius, por lo
tanto:

—Ea
075 _ pe [E,]

T

Figura A.2.1. Esquema de calculo

Como se indica en el esquema, se seleccionan los datos experimentales para los
cuales Sy es aproximadamente igual a S; ademaés se conocen el tiempo de residencia
se trabajo a caudal constante, y la concentracion inicial de enzima Eq.

S,-S

o

. S 1
Para esto realiz6 una regresion lineal entre —In y == Estos valores y el

correspondiente coeficiente de correlacidn se presentan en la Tabla 5.5.
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Ahora bien, continuando con la secuencia de calculo, ya podemos estimar los

valores de Ky, y de k;. Para esto se procedio de la siguiente manera:

Se utilizaron el conjunto de los datos experimentales con sus
correspondientes réplicas.

- Se calcularon los valores de k, con la expresion previamente obtenida.

- Los ensayos se realizaron con el biocatalizador en el dispositivo de reaccion.
- Con la ayuda de la herramienta Solver de Excel, se estimaron los pardmetros
antes mencionados minimizando el error relativo (Ecuacion 5.3) para dos
configuraciones de reactores: Reactor tanque agitado continuo (RTAC) y
Reactor flujo piston (RFP).

- Adoptamos las constantes que menor error residual producen.

Los datos experimentales se muestran en el ANEXO 1.
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ANEXO 3

A.3.1. Datos experimentales de caudal de permeacion usando suero de queseria a

55°C

Tiempo (min) Caudal (L/h) Caudal (L/h m2)
Presion = 1 bar
1 0.0923 56.980
6 0.0537 33.167
15 0.0444 27.435
30 0.0356 22.002
45 0.0305 18.832
60 0.0257 15.873
75 0.0242 14.914
90 0.0235 14.524
105 0.0217 13.387
120 0.0211 12.995
135 0.0199 12.277
150 0.0192 11.820
Presion = 2 bar
1 0.3272 202.02
15 0.0396 24.42
30 0.0273 16.835
45 0.0232 14.337
60 0.0193 11.884
75 0.0172 10.633
90 0.0153 9.456
105 0.0155 9.579
120 0.0157 9.662
Presion = 3 bar
1 0.4500 277.778
5 0.0522 32.206
10 0.0375 23.148
15 0.0235 14.524
30 0.0188 11.574
45 0.0179 11.056
60 0.0173 10.684
75 0.0174 10.735
90 0.0168 10.384
105 0.016 9.877
120 0.0159 9.833

149



ANEXO 3

A.3.2. Caudales iniciales a distintas temperaturas

Caudal (L/min) | Caudal (L/ h m2)
Temperatura

(°C) Presién =1 bar
30 0.000967 35.815
35 0.001002 37.111
40 0.001059 39.222
45 0.001159 42.926
50 0.001296 48.000
55 0.001538 56.963
60 0.001933 71.593

Presién = 2 bar
30 0.003426 126.889
35 0.003552 131.556
40 0.003755 139.074
45 0.004111 152.259
50 0.004594 170.148
55 0.005454 202.000
60 0.006852 253.778

Presién = 3 bar
30 0.004711 174.481
35 0.004884 180.889
40 0.005163 191.222
45 0.005653 209.370
50 0.006317 233.963
55 0.007500 277.778
60 0.009422 348.963
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ANEXO 4

A.4. Rutinas de calculo en Matlab

A.4.1. Rutina para graficar los flujos de permeado a distintas temperaturas y
presiones para el tiempo total de operacién

S

¢ Rutina para calcular y graficar los flujos de permeado a distintas
¢ temperaturas y presiones.

% Autor: Silvina Regenhardt

% Version: Diciembre 2009

X

clear

% Constantes del modelo de flujo de permeado obtenidas con los datos
experimentales

% Las filas corresponden a las distintas temperaturas y las columnas a
% las presiones

todas_las_a [0.0499 0.0499 0.0499 0.0499
0.0666 0.0666 0.0666 0.0666

-0.034 -0.0328 -0.0328 -0.0328];

todas_las_b [0.8003 0.8003 0.8003 0.8003
0.9588 0.9588 0.9588 0.9588

-0.1641 -0.1539 -0.1539 -0.1539 ];

[5-23 5.0667 4.9557 4.865
5.3084 5.1366 5.0257 4.935
2.28 2.1288 2.018 1.9273];

todas _las _c

%Intervalos de Presidon y Temperatura

Presiones = [1 2 3]; % [bar]
Temperaturas = [55 50 45 37]; %[°C]

% Tiempo final de operacion
Tfinal = 800;
tt = [1:TFfinal];

% Rutina de calculo y graficas de los flujos de permeado a distintas T
y % P

for T =
for 1:3

todas_las_a(P,T);

todas_las b(P,T);

todas_las c(P,T);

I :l;

1
P
a
b
c

% Modelo del flujo de permeado

J(P,:) = exp(a * log(tt).~2 - b * log(tt) + ¢ ); %[L/ hora m2]
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end

plot(tt, J)

axis([40 Tfinal 0 30])

texto = sprintf("Caudal en funcidén del tiempo de operacidén a %d
C* ,Temperaturas(T));

title(texto)

xlabel ("tiempo [min]");

ylabel ("caudal [L/h m2]");

legend("P = 1 bar","P = 2 bar","P = 3 bar")

nomarchivo = sprintf("caudales-temp-%d~ ,Temperaturas(T));

print("-djpeg”,nomarchivo)

pause
end

% Se ejecuta desde MATLAB Command Window con el nombre "caudales-®.

A.4.2. Rutina para el calculo de conversiones de lactosa

% Se ejecuta desde MATLAB Command Window ---> resolver

% Programa para el calculo de las conversiones de lactosa en un
reactor

% agitado continuo, con caudal variables en el tiempo, cinética de
% Michaelis-Menten competitiva por producto considerando la
desactivacion

% térmica del biocatalizador.

% Autor: Silvina Regenhardt
% Version: Diciembre de 2009

% MODULO DE INTRODUCCION DE DATOS
global SO EO Km Ki k2 kd Presiones Temperaturas P T

%Intervalos de Presidén y Temperatura
Presiones = [1 2 3]; % [bar]
Temperaturas = [565 50 45 37]; % [°C1]

% Ingresar los valores de SO y EO
SO = 146.2; % [mmol/L]

EO = 3801.25; % [mg/L]
TiempoFinal = 800; % [min]

% CONSTANTES

% constantes universal de los gases
R = 1.978;

% Constante de Michaelis-Menten

Km = 279; % [mmol/L]

% Constante de inhibicioén
Ki = 7000; % [mmol/L]

% MODULO DE CALCULO DE VARIABLES

contador=1;
for P = 1:3
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for

térmica

T =1:4

% constantes variables
Temp = 273 + Temperaturas(T); % Temperatura absoluta

k2 = 3.60e10 * exp(-21128.99/(R*Temp));
kd = 2.58e5 * exp(-12694.49/(R*Temp)); % Cte. de desactivacion

% MODULO DE RESOLUCION DE LA ECUACION DIFERENCIAL

[t, S] = oded5("vel”, [O:TiempoFinal/800:TiempoFinal], SO);

% MODULO GRAFICAS

end
end

todas las P
todas las T

% Grafica de S en funciodn del tiempo de operacion
%plot(t,S)

Y%texto=sprintf("Temp = %d C Presion %d bar-,

%  Temperaturas(T),Presiones(P));

%title(texto)

%xlabel ("tiempo [min]")

%ylabel ("Concentracion de Sustrato [mmol/litro]")

nomarchivo = sprintf(“conc-T-%d-P-%d", ...
Temperaturas(T),Presiones(P));

print("-djpeg” ,nomarchivo)

pause

todas_las_S(:,contador) = S;
contador = contador + 1;

[L11122223333];
[55 50 45 37 65 50 45 37 55 50 45 37];

% Graficas de S en funcidén del tiempo a todas las temperaturas
plot(t,todas_las S(:,1:4))

legend("T = 55°C*","T = 50°C*","T = 45°C","T = 37°C%)
title("Concentracién de sustrato a presion = 1 bar"®)
print("-djpeg”, “conc-p-17);

pause

plot(t,todas_las S(:,5:8))

legend("T = 55°C*","T = 50°C","T = 45°C","T = 37°C")
title("Concentracion de sustrato a presion = 2 bar®)
print("-djpeg”, “"conc-p-2-);

pause

plot(t,todas_las_S(:,9:12))

legend("T = 55°C*","T = 50°C","T = 45°C","T = 37°C")
title("Concentracidén de sustrato a presion = 3 bar")

print("-djpeg”, "conc-p-37);

pause

%%%0%%%%%6%%%%%%%%0%%%%%6%% %% % %% %% % %% %% % %% % %% %% %% % %% %% % %% %
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% Graficas de S en funcidén tiempo para todas las Presiones
plot(t,todas_las S(:,1:4:12))

legend("P = 1 bar®,"P = 2 bar®,"P = 3 bar")
title("Concentracién de sustrato a temperatura = 55°C%)
print("-djpeg”, "conc-t-55");

pause

plot(t,todas las S(:,2:4:12))

legend("P = 1 bar®,"P = 2 bar®,"P = 3 bar®)
title("Concentracion de sustrato a temperatura
print("-djpeg”, “"conc-t-507);

pause

50°C")

plot(t,todas_las_S(:,3:4:12))

legend("P = 1 bar","P = 2 bar","P = 3 bar"®)
title("Concentracién de sustrato a temperatura = 45°C%)
print("-djpeg”, “conc-t-45%);

pause

plot(t,todas_las S(:,4:4:12))

legend("P = 1 bar®,"P = 2 bar®,"P = 3 bar")
title("Concentracién de sustrato a temperatura = 37°C%)
print("-djpeg”, "conc-t-37%);

pause

A.4.3. Subrutina para cargar la ecuacion diferencial que debe ser integrada

% Rutina que carga la ecuacion diferencial que debe ser integrada
function z = vel(t, S)

% Constantes globales
global SO EO Km Ki k2 kd Presiones Temperaturas P T

% SO0: Concentracioén inicial de lactosa

% EO: Concentracion inicial de enzima (enzima inmovilizada en la
membrana)

% Km: Constante de Michaelis-Menten

% Ki: Constante de inhibicioén

% kd: Constante de desactivacioéon térmica de la enzima

% T: Temperatura

% P: Presion

% Constantes del modelo de flujo de permeado

todas_las_a = [0.0499 0.0499 0.0499 0.0499
0.0666 0.0666 0.0666 0.0666
-0.034 -0.0328 -0.0328 -0.0328];

todas_las_b [0.8003 0.8003 0.8003 0.8003

0.9588 0.9588 0.9588 0.9588
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-0.1641
todas las_c = [5.23
5.3084
2.28
if (€t <1)
tt = 1;
else
tt = t;

e
a = todas_las _a(P,T);
b = todas las b(P,T);
c = todas _las _c(P,T);

-0.1539 -0.1539 -0.1539 ];

5.0667 4.9557 4.865
5.1366 5.0257 4.935

2.1288 2.018 1.9273];

d=0.003375; Ycte. = (A/V)/60

% Modelo del flujo de permeado

J = exp(a * log(tt)”*2 - b * log(tt) + c );

% Ecuacion diferencial para resolver el modelo de Ultrafiltracion-

Reaccion
z=J*d=* (S0 -95)

_ (k2 * EO * exp(-kd * ()) *
/ (S + Km* (1 + (S0 - S)/Ki

end

S) ...
) );
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ANEXO S5

A.5. Datos para validar el modelo matematico de Reaccion-Concentracion

A.5.1. Condiciones experimentales

Temperatura: 45°C
Concentracion inicial de lactosa: 5.416 %
Cantidad de Enzima inmovilizada: 3801 mg

Tiempo necesario para alcanzar el Estado Estacionario: 40 minutos

A.5.2. Datos experimentales

Tiempo Caudal Presion Cant. de Productividad
(min) (L/min) (bar) producto (mmol/min)
(mmol/L)
40 0.00021818 2.50 9.004 0.00196
45 0.00021818 2.40 9.459 0.00206
50 0.00021818 2.40 9.096 0.00198
55 0.00021818 2.30 10.209 0.00223
60 0.00021818 2.30 10.015 0.00218
65 0.00021818 2.30 9.678 0.00211
70 0.00021818 2.25 10.588 0.00231

* Productividad - P = Cant. de producto e Caudal
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ANEXO 6

CONVERSIONES (%) para concentracion inicial de lactosa 5%

Téfnr?r%o Presion =1 bar Presién = 2 bar Presion = 3 bar

55°C 50°C 45°C 37°C 55°C 50°C 45°C 37°C 55°C 50°C 45°C 37°C
40 2.78588 | 1.92752 | 1.24974 | 0.56435 | 3.36851 | 2.31247 | 1.48461 | 0.66450 | 4.49024 | 3.02445 | 1.91948 | 0.85048
45 2.97222|2.06257 | 1.34332 | 0.60894 | 3.62083 | 2.49892 | 1.61093 | 0.72366 | 4.70497 | 3.19965 | 2.04372 | 0.91153
50 3.14278 | 2.18469 | 1.42855 | 0.64987 | 3.85669 | 2.67039 | 1.72844 | 0.77919 | 4.88289 | 3.35007 | 2.15276 | 0.96634
55 3.29623 | 2.29704 | 1.50623 | 0.68725 | 4.07527 | 2.82874 | 1.83765 | 0.83115 | 5.03048 | 3.47866 | 2.24782 | 1.01504
60 3.43316 | 2.40332 | 1.57756 | 0.72137 | 4.27644 | 2.97620 | 1.93916 | 0.87966 | 5.15470 | 3.58865 | 2.33033 | 1.05789
65 3.55605 | 2.50404 | 1.64413 | 0.75267 | 4.46075 | 3.11536 | 2.03377 | 0.92491 | 5.26291 | 3.68353 | 2.40190 | 1.09526
70 3.66930 | 2.59800 | 1.70782 | 0.78177 | 4.62940 | 3.24760 | 2.12239 | 0.96716 | 5.36073 | 3.76705 | 2.46433 | 1.12763
75 3.77860 | 2.68450 | 1.76919 | 0.80946 | 4.78429 | 3.37246 | 2.20613 | 1.00673 | 5.44757 | 3.84326 | 2.51960 | 1.15559
80 3.88355 | 2.76338 | 1.82755 | 0.83666 | 4.92797 | 3.48968 | 2.28618 | 1.04400 | 5.52366 | 3.91468 | 2.56987 | 1.17985
85 3.98163 | 2.83501 | 1.88235 | 0.86348 | 5.06368 | 3.59921 | 2.36316 | 1.07942 | 5.58959 | 3.97990 | 2.61750 | 1.20122
90 4.07151 | 2.90029 | 1.93325 | 0.88948 | 5.19336 | 3.70117 | 2.43673 | 1.11351 | 5.64631 | 4.03894 | 2.66366 | 1.22064
95 4.15269 | 2.96064 | 1.98014 | 0.91436 | 5.31588 | 3.79586 | 2.50668 | 1.14680 | 5.69507 | 4.09201 | 2.70668 | 1.23916
100 | 4.22556 | 3.01801 | 2.02310 | 0.93786 | 5.43049 | 3.88381 | 2.57289 | 1.17909 | 5.73746 | 4.13944 | 2.74647 | 1.25793
105 |4.291333.07481 | 2.06242 | 0.95984 | 5.53679 | 3.96569 | 2.63529 | 1.21007 | 5.77541 | 4.18168 | 2.78306 | 1.27767
110 | 4.35208 | 3.13097 | 2.09863 | 0.98020 | 5.63470 | 4.04239 | 2.69389 | 1.23972 | 5.81115 | 4.21930 | 2.81653 | 1.29666
115 | 4.41072|3.18503|2.13243|0.99891 | 5.72447 | 4.11497 | 2.74879 | 1.26801 | 5.84609 | 4.25301 | 2.84703 | 1.31460
120 | 4.47014 |3.23621 | 2.16475 | 1.01603 | 5.80670 | 4.18469 | 2.80015 | 1.29493 | 5.87910 | 4.28362 | 2.87475 | 1.33147
125 | 4.52856 | 3.28395 | 2.19674 | 1.03168 | 5.88232 | 4.25257 | 2.84819 | 1.32050 | 5.90969 | 4.31209 | 2.89995 | 1.34725
130 |4.58417 |3.32794 | 2.22937 | 1.04605 | 5.95260 | 4.31799 | 2.89323 | 1.34474 | 5.93753 | 4.33947 | 2.92294 | 1.36195
135 | 4.63579 | 3.36807 | 2.26175 | 1.05940 | 6.01914 | 4.38049 | 2.93566 | 1.36769 | 5.96244 | 4.36655 | 2.94407 | 1.37562
140 | 4.68269 | 3.40450 | 2.29325 | 1.07207 | 6.08385 | 4.43976 | 2.97592 | 1.38943 | 5.98442 | 4.39273 | 2.96378 | 1.38828
145 | 4.72453 | 3.43761 | 2.32346 | 1.08446 | 6.14710 | 4.49559 | 3.01456 | 1.41003 | 6.00360 | 4.41770 | 2.98254 | 1.40000
150 |4.76146 | 3.46799 | 2.35204 | 1.09706 | 6.20766 | 4.54785 | 3.05216 | 1.42959 | 6.02031 | 4.44123 | 3.00089 | 1.41087
155 | 4.79404 | 3.49651 | 2.37876 | 1.11038 | 6.26486 | 4.59649 | 3.08925 | 1.44823 | 6.03499 | 4.46318 | 3.01924 | 1.42099
160 |4.82327|3.52422|2.40347|1.12381 | 6.31821 | 4.64158 | 3.12514 | 1.46607 | 6.04828 | 4.48345 | 3.03706 | 1.43046
165 |4.85058 |3.55245 |2.42613 | 1.13686 | 6.36737 | 4.68326 | 3.15956 | 1.48327 | 6.06095 | 4.50199 | 3.05418 | 1.43943
170 | 4.87787 | 3.58191 | 2.44678 | 1.14945 | 6.41221 | 4.72176 | 3.19244 | 1.49999 | 6.07394 | 4.51884 | 3.07054 | 1.44805
175 |4.90726 | 3.61134 | 2.46556 | 1.16151 | 6.45272 | 4.75743 | 3.22375 | 1.51640 | 6.08791 | 4.53409 | 3.08610 | 1.45649
180 |4.93789 | 3.64003 | 2.48268 | 1.17299 | 6.48911 | 4.79068 | 3.25347 | 1.53236 | 6.10195 | 4.54788 | 3.10084 | 1.46493
185 |4.96804 | 3.66741|2.49846|1.18387 | 6.52172 | 4.82202 | 3.28160 | 1.54774 | 6.11559 | 4.56043 | 3.11478 | 1.47349
190 | 4.99661 | 3.69302 | 2.51333 | 1.19414 | 6.55108 | 4.85207 | 3.30817 | 1.56253 | 6.12845 | 4.57201 | 3.12791 | 1.48184
195 |5.02280 | 3.71656 | 2.52778 | 1.20380 | 6.57789 | 4.88152 | 3.33322 | 1.57673 | 6.14027 | 4.58296 | 3.14028 | 1.48992
200 |5.04604 | 3.73783|2.54242 | 1.21288 | 6.60301 | 4.91102 | 3.35684 | 1.59035 | 6.15083 | 4.59368 | 3.15193 | 1.49774
210 |5.08261 | 3.77340 | 2.57426 | 1.22951 | 6.65244 | 4.96707 | 3.40015 | 1.61588 | 6.16772 | 4.61627 | 3.17339 | 1.51256
220 |5.10684 | 3.80064 | 2.60569 | 1.24461 | 6.70102 | 5.01751 | 3.43911 | 1.63924 | 6.17898 | 4.63930 | 3.19307 | 1.52636
230 |5.123253.82249 | 2.63449 | 1.25905 | 6.74375 | 5.06174 | 3.47512 | 1.66062 | 6.18570 | 4.66049 | 3.21199 | 1.53919
240 |5.14040 | 3.84385 | 2.66000 | 1.27364 | 6.77839 | 5.09970 | 3.50922 | 1.68029 | 6.19015 | 4.67947 | 3.23083 | 1.55121
250 |5.16621 | 3.87014 | 2.68205 | 1.28755 | 6.80402 | 5.13179 | 3.54054 | 1.69861 | 6.19583 | 4.69609 | 3.24867 | 1.56258
260 |5.19278|3.89647 | 2.70096 | 1.30050 | 6.82103 | 5.15892 | 3.56888 | 1.71588 | 6.20431 | 4.71050 | 3.26536 | 1.57353
270 |5.21402|3.91982|2.71751|1.31240|6.83112 | 5.18250 | 3.59426 | 1.73199 | 6.21172 | 4.72309 | 3.28087 | 1.58422
280 |5.22664 | 3.93907 | 2.73298 | 1.32325 | 6.83733 | 5.20440 | 3.61680 | 1.74692 | 6.21696 | 4.73452 | 3.29525 | 1.59450
290 |5.22989 | 3.95386 | 2.74886 | 1.33315 | 6.84397 | 5.22445 | 3.63677 | 1.76069 | 6.21950 | 4.74568 | 3.30860 | 1.60435
300 |5.22554 | 3.96467 | 2.76417 | 1.34231 | 6.85067 | 5.24168 | 3.65454 | 1.77334 | 6.21929 | 4.75652 | 3.32113 | 1.61377
310 |5.21791|3.97277|2.77812|1.35100 | 6.85428 | 5.25588 | 3.67065 | 1.78497 | 6.21680 | 4.76641 | 3.33311 | 1.62278
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ANEXO 6

320 | 5.21384|3.98025 | 2.79049 | 1.35951 | 6.85393 | 5.26703 | 3.68549 | 1.79569 | 6.21296 | 4.77517 | 3.34473 | 1.63143
330 |5.21797|3.98938 | 2.80121 | 1.36760 | 6.84929 | 5.27530 | 3.69881 | 1.80564 | 6.20919 | 4.78277 | 3.35579 | 1.63975
340 |5.22215|3.99817 | 2.81040 | 1.37517 | 6.84056 | 5.28108 | 3.71054 | 1.81496 | 6.20619 | 4.78923 | 3.36622 | 1.64783
350 |5.22305|4.00538 | 2.81838 | 1.38219 | 6.82847 | 5.28494 | 3.72068 | 1.82362 | 6.20244 | 4.79471 | 3.37601 | 1.65570
360 |5.21900 | 4.01054 | 2.82563 | 1.38864 | 6.81426 | 5.28762 | 3.72930 | 1.83161 | 6.19747 | 4.79945 | 3.38516 | 1.66333
370 | 5.20969 | 4.01352 | 2.83275 | 1.39459 | 6.79972 | 5.28913 | 3.73653 | 1.83893 | 6.19104 | 4.80381 | 3.39374 | 1.67072
380 |5.19609|4.01453 | 2.83941 | 1.40011 | 6.78479 | 5.28910 | 3.74252 | 1.84563 | 6.18314 | 4.80778 | 3.40180 | 1.67786
390 |5.18054 | 4.01410 | 2.84530 | 1.40532 | 6.76822 | 5.28743 | 3.74753 | 1.85173 | 6.17396 | 4.81115 | 3.40947 | 1.68475
400 |5.16670|4.01311|2.85030 | 1.41035 | 6.74963 | 5.28411 | 3.75174 | 1.85730 | 6.16393 | 4.81381 | 3.41683 | 1.69142
410 |5.15696 | 4.01252 | 2.85439 | 1.41511 | 6.72889 | 5.27923 | 3.75506 | 1.86240 | 6.15368 | 4.81574 | 3.42380 | 1.69788
420 |5.14702 | 4.01158 | 2.85763 | 1.41956 | 6.70609 | 5.27298 | 3.75746 | 1.86710 | 6.14355 | 4.81695 | 3.43036 | 1.70417
430 |5.13531|4.00974 | 2.86016 | 1.42367 | 6.68157 | 5.26562 | 3.75893 | 1.87140 | 6.13291 | 4.81753 | 3.43649 | 1.71030
440 |5.12110|4.00678 | 2.86221 | 1.42744 | 6.65589 | 5.25750 | 3.75951 | 1.87529 | 6.12150 | 4.81759 | 3.44220 | 1.71627
450 |5.10425|4.00264 | 2.86406 | 1.43089 | 6.62985 | 5.24867 | 3.75926 | 1.87877 | 6.10922 | 4.81732 | 3.44750 | 1.72207
460 |5.08523 |3.99742 | 2.86558 | 1.43408 | 6.60346 | 5.23893 | 3.75828 | 1.88187 | 6.09605 | 4.81673 | 3.45244 | 1.72769
470 |5.06512 | 3.99137 | 2.86662 | 1.43705 | 6.57619 | 5.22825 | 3.75669 | 1.88459 | 6.08209 | 4.81570 | 3.45708 | 1.73314
480 |5.04562 |3.98491 | 2.86712 | 1.43989 | 6.54785 | 5.21663 | 3.75459 | 1.88698 | 6.06757 | 4.81418 | 3.46148 | 1.73843
490 |5.02785|3.97851|2.86706 | 1.44254 | 6.51839 | 5.20410 | 3.75193 | 1.88907 | 6.05280 | 4.81216 | 3.46559 | 1.74356
500 |5.00988 | 3.97183 | 2.86647 | 1.44499 | 6.48785 | 5.19077 | 3.74871 | 1.89091 | 6.03798 | 4.80964 | 3.46940 | 1.74857
510 | 4.99098 | 3.96460 | 2.86543 | 1.44721 | 6.45642 | 5.17679 | 3.74492 | 1.89247 | 6.02278 | 4.80667 | 3.47288 | 1.75345
520 |4.97082|3.95671 | 2.86407 | 1.44921 | 6.42435 | 5.16233 | 3.74057 | 1.89378 | 6.00708 | 4.80332 | 3.47606 | 1.75821
530 |4.94934|3.94813|2.86253 | 1.45100 | 6.39205 | 5.14743 | 3.73572 | 1.89482 | 5.99082 | 4.79970 | 3.47894 | 1.76283
540 |4.92677|3.93891 | 2.86077 | 1.45260 | 6.35952 | 5.13198 | 3.73040 | 1.89560 | 5.97398 | 4.79582 | 3.48154 | 1.76733
550 |4.90360 | 3.92918 | 2.85868 | 1.45406 | 6.32652 | 5.11598 | 3.72469 | 1.89615 | 5.95663 | 4.79162 | 3.48391 | 1.77169
560 |4.88062|3.91917 | 2.85624 | 1.45542 | 6.29297 | 5.09941 | 3.71865 | 1.89647 | 5.93890 | 4.78705 | 3.48609 | 1.77592
570 |4.85836|3.90912 | 2.85344 | 1.45664 | 6.25885 | 5.08232 | 3.71225 | 1.89660 | 5.92095 | 4.78212 | 3.48803 | 1.78004
580 |4.83596 | 3.89888 | 2.85029 | 1.45772 | 6.22418 | 5.06474 | 3.70550 | 1.89655 | 5.90291 | 4.77683 | 3.48974 | 1.78405
590 |4.81307 | 3.88829 | 2.84684 | 1.45864 | 6.18906 | 5.04677 | 3.69838 | 1.89632 | 5.88460 | 4.77120 | 3.49121 | 1.78797
600 |4.78954 |3.87729|2.84317|1.45941 | 6.15361 | 5.02852 | 3.69091 | 1.89591 | 5.86595 | 4.76529 | 3.49244 | 1.79178
610 |4.76534|3.86587 | 2.83936 | 1.46003 | 6.11805 | 5.00998 | 3.68311 | 1.89532 | 5.84692 | 4.75916 | 3.49344 | 1.79549
620 | 4.74059 | 3.85405 | 2.83539 | 1.46052 | 6.08237 | 4.99113 | 3.67501 | 1.89457 | 5.82752 | 4.75282 | 3.49422 | 1.79909
630 |4.71552|3.84192 | 2.83120 | 1.46091 | 6.04647 | 4.97194 | 3.66666 | 1.89364 | 5.80777 | 4.74623 | 3.49482 | 1.80258
640 |4.69051 | 3.82959 | 2.82677 | 1.46121 | 6.01031 | 4.95242 | 3.65809 | 1.89257 | 5.78776 | 4.73938 | 3.49525 | 1.80598
650 |4.66582 |3.81722|2.82210 | 1.46142 | 5.97389 | 4.93259 | 3.64929 | 1.89136 | 5.76758 | 4.73224 | 3.49550 | 1.80928
660 |4.64104|3.80471|2.81719|1.46152 | 5.93723 | 4.91248 | 3.64026 | 1.89003 | 5.74731 | 4.72484 | 3.49557 | 1.81249
670 |4.61601|3.79198 |2.81207 | 1.46152 | 5.90038 | 4.89214 | 3.63099 | 1.88857 | 5.72686 | 4.71719 | 3.49544 | 1.81562
680 |4.59068 | 3.77900 | 2.80680 | 1.46140 | 5.86340 | 4.87163 | 3.62149 | 1.88699 | 5.70617 | 4.70932 | 3.49512 | 1.81867
690 |4.56502 | 3.76575|2.80143 | 1.46117 | 5.82639 | 4.85096 | 3.61178 | 1.88529 | 5.68523 | 4.70127 | 3.49462 | 1.82163
700 |4.53910|3.75226 | 2.79594 | 1.46085 | 5.78934 | 4.83010 | 3.60188 | 1.88347 | 5.66404 | 4.69305 | 3.49395 | 1.82450
710 | 4.51303|3.73856 | 2.79030 | 1.46045 | 5.75223 | 4.80905 | 3.59181 | 1.88153 | 5.64262 | 4.68465 | 3.49313 | 1.82728
720 | 4.48699|3.72475|2.78449 | 1.45999 | 5.71504 | 4.78782 | 3.58161 | 1.87949 | 5.62103 | 4.67604 | 3.49217 | 1.82999
730 | 4.46109 | 3.71089 | 2.77852 | 1.45946 | 5.67778 | 4.76641 | 3.57126 | 1.87735 | 5.59931 | 4.66722 | 3.49107 | 1.83261
740 | 4.43514 | 3.69693 | 2.77238 | 1.45886 | 5.64046 | 4.74485 | 3.56075 | 1.87513 | 5.57751 | 4.65819 | 3.48982 | 1.83516
750 |4.40910|3.68284 | 2.76610 | 1.45817 | 5.60311 | 4.72316 | 3.55010 | 1.87281 | 5.55557 | 4.64897 | 3.48841 | 1.83764
760 |4.38293|3.66859 |2.75971 | 1.45740 | 5.56575 | 4.70139 | 3.53929 | 1.87041 | 5.53348 | 4.63959 | 3.48684 | 1.84004
770 | 4.35665 | 3.65419 | 2.75324 | 1.45654 | 5.52842 | 4.67951 | 3.52834 | 1.86792 | 5.51123 | 4.63006 | 3.48512 | 1.84237
780 | 4.33029 | 3.63965 | 2.74667 | 1.45561 | 5.49113 | 4.65754 | 3.51726 | 1.86535 | 5.48884 | 4.62039 | 3.48326 | 1.84463
790 |4.30388 | 3.62500 | 2.74000 | 1.45461 | 5.45386 | 4.63548 | 3.50607 | 1.86270 | 5.46632 | 4.61056 | 3.48127 | 1.84682
800 |4.27752|3.61029 | 2.73321 | 1.45357 | 5.41662 | 4.61334 | 3.49479 | 1.85997 | 5.44370 | 4.60058 | 3.47916 | 1.84895
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ANEXO 6

CONVERSIONES (%) para concentracion inicial de lactosa 10%

Tlempo Presion =1 bar Presion = 2 bar Presion = 3 bar

(min)

55°C 50°C 45°C 37°C 55°C 50°C 45°C 37°C 55°C 50°C 45°C 37°C
40 2.08750 | 1.44067 | 0.93303 | 0.42076 | 2.52825 | 1.72972 | 1.10857 | 0.49539 | 3.37603 | 2.26596 | 1.43479 | 0.63460
45 2.22559|1.54314 | 1.00344 {0.45431 [ 2.71763 | 1.87089 | 1.20356 | 0.53979 | 3.54126 | 2.39952 | 1.52908 | 0.68097
50 2.35513|1.63550 | 1.06753 | 0.48512 | 2.89428 | 2.00083 | 1.29202 | 0.58152 | 3.67835 | 2.51444 | 1.61205 | 0.72279
55 2.47381]1.71953|1.12580 | 0.51320 | 3.06025 | 2.12060 | 1.37423 | 0.62058 | 3.79177 | 2.61263 | 1.68442 | 0.76005
60 2.58057 | 1.79776 | 1.17906 | 0.53872 | 3.21454 | 2.23153 | 1.45058 | 0.65703 | 3.88649 | 2.69628 | 1.74709 | 0.79283
65 2.67572|1.87274|1.22846 | 0.56196 | 3.35690 | 2.33525 | 1.52161 | 0.69098 | 3.96796 | 2.76788 | 1.80115 | 0.82132
70 2.76090 | 1.94414 | 1.27545(0.58338 | 3.48754 | 2.43369 | 1.58796 | 0.72259 | 4.04189 | 2.83016 | 1.84785 | 0.84581
75 2.83912|2.01093|1.32121 | 0.60354 | 3.60716 | 2.52777 | 1.65043 | 0.75207 | 4.10919 | 2.88615 | 1.88861 | 0.86668
80 2.9147112.07250 | 1.36527 | 0.62317 | 3.71695 [ 2.61700 | 1.70989 | 0.77970 | 4.16904 | 2.93908 | 1.92506 | 0.88443
85 2.98910(2.12860 | 1.40706 | 0.64288 | 3.81855 | 2.70110 | 1.76730 | 0.80580 | 4.22152 | 2.98892 | 1.95898 | 0.89964
90 3.05981(2.17937 | 1.44617 | 0.66232 [ 3.91412 | 2.77990 | 1.82262 | 0.83075 | 4.26701 | 3.03456 | 1.99233 | 0.91301
95 3.12539 | 2.22535|1.48236 | 0.68117 | 4.00601 | 2.85338 | 1.87557 | 0.85499 | 4.30613 | 3.07600 | 2.02490 | 0.92532
100 3.18499 | 2.26747 | 1.51555 | 0.69918 [ 4.09405 | 2.92167 | 1.92597 | 0.87890 | 4.33974 | 3.11333 | 2.05535 | 0.93747
105 3.23839(2.30702 | 1.54580 | 0.71617 [ 4.17730 | 2.98501 | 1.97369 | 0.90204 | 4.36898 | 3.14673 | 2.08361 | 0.95045
110 3.28594 | 2.34571 | 1.57336 | 0.73201 | 4.25519 | 3.04380 | 2.01866 | 0.92424 | 4.39523 | 3.17648 | 2.10967 | 0.96464
115 3.32861|2.38511 | 1.59861 | 0.74660 | 4.32736 | 3.09857 | 2.06088 | 0.94548 | 4.42016 | 3.20296 | 2.13356 | 0.97827
120 3.36795|2.42408 | 1.62212 | 0.75994 | 4.39372 | 3.14998 | 2.10038 | 0.96575 | 4.44505 | 3.22664 | 2.15535 | 0.99115
125 3.40613|2.46166 | 1.64461 | 0.77205 | 4.45439 | 3.19884 | 2.13726 | 0.98504 | 4.46903 | 3.24810 | 2.17515 | 1.00326
130 3.44567 | 2.49724 | 1.66695 | 0.78303 [ 4.50973 | 3.24609 | 2.17170 | 1.00337 | 4.49156 | 3.26801 | 2.19312 | 1.01461
135 3.48576 | 2.53036 | 1.69007 | 0.79301 | 4.56033 | 3.29249 | 2.20388 | 1.02076 | 4.51230 | 3.28713 | 2.20947 | 1.02521
140 3.52463 | 2.56074 | 1.71332 | 0.80218 | 4.60702 | 3.33737 | 2.23410 | 1.03724 | 4.53100 | 3.30626 | 2.22444 | 1.03507
145 3.56119|2.58828 | 1.73604 | 0.81081 | 4.65087 | 3.38035 | 2.26266 | 1.05288 | 4.54755 | 3.32506 | 2.23834 | 1.04423
150 3.59463 | 2.61302 | 1.75792 | 0.81921 | 4.69317 | 3.42121 | 2.28997 | 1.06771 | 4.56197 | 3.34314 | 2.25148 | 1.05274
155 3.62448 | 2.63521 [ 1.77871 [ 0.82772 | 4.73529 | 3.45980 | 2.31644 | 1.08181 | 4.57437 | 3.36032 | 2.26427 | 1.06065
160 3.65055 | 2.65525 | 1.79823 | 0.83678 | 4.77663 | 3.49599 | 2.34257 | 1.09527 | 4.58499 | 3.37647 | 2.27711 | 1.06803
165 3.67301|2.67369 | 1.81637 | 0.84647 [ 4.81633 | 3.52974 | 2.36847 | 1.10818 | 4.59420 | 3.39151 | 2.29000 | 1.07497
170 3.69229 | 2.69129 | 1.83306 | 0.85596 | 4.85385 | 3.56107 | 2.39338 | 1.12063 | 4.60248 | 3.40537 | 2.30243 | 1.08155
175 3.70916 | 2.70896 | 1.84831 | 0.86514 | 4.88881 | 3.59004 | 2.41724 | 1.13276 | 4.61042 | 3.41804 | 2.31436 | 1.08789
180 3.72470|2.72777 | 1.86220 | 0.87396 | 4.92090 | 3.61679 | 2.44002 | 1.14465 | 4.61874 | 3.42957 | 2.32576 | 1.09411
185 3.74029 | 2.74761 | 1.87484 | 0.88238 | 4.94997 | 3.64149 | 2.46169 | 1.15618 | 4.62809 | 3.44002 | 2.33661 | 1.10032
190 3.75764 | 2.76726 | 1.88645 | 0.89038 | 4.97596 | 3.66441 | 2.48226 | 1.16728 | 4.63766 | 3.44950 | 2.34691 | 1.10659
195 3.77739|2.78630 | 1.89727 | 0.89795 [ 4.99895 | 3.68585 | 2.50173 | 1.17796 | 4.64696 | 3.45817 | 2.35667 | 1.11269
200 3.79770|2.80438 | 1.90762 | 0.90508 | 5.01912 | 3.70616 | 2.52013 | 1.18822 | 4.65575 | 3.46623 | 2.36590 | 1.11860
210 3.83616 | 2.83669 | 1.92855|0.91811 [ 5.05235 | 3.74521 | 2.55388 | 1.20748 | 4.67114 | 3.48147 | 2.38287 | 1.12984
220 3.86728|2.86302 | 1.95148 | 0.92972 [ 5.07957 | 3.78339 | 2.58399 | 1.22513 | 4.68290 | 3.49755 | 2.39819 | 1.14032
230 3.8882712.88341|1.97335(0.94037 [ 5.10657 | 3.81804 | 2.61119 | 1.24129 | 4.69087 | 3.51378 | 2.41238 | 1.15009
240 3.89937(2.89916 | 1.99321 | 0.95073 [ 5.13435 | 3.84862 | 2.63641 | 1.25613 | 4.69563 | 3.52869 | 2.42613 | 1.15921
250 3.903762.91282 | 2.01073 | 0.96109 [ 5.15831 | 3.87500 | 2.66014 | 1.26988 | 4.69854 | 3.54204 | 2.43964 | 1.16781
260 3.90763 | 2.92818 | 2.02586 | 0.97087 [ 5.17716 | 3.89733 | 2.68183 | 1.28279 | 4.70169 | 3.55377 | 2.45239 | 1.17603
270 3.91931|2.94562 | 2.03892 [ 0.97994 [ 5.19037 | 3.91608 | 2.70141 | 1.29491 | 4.70659 | 3.56397 | 2.46432 | 1.18402
280 3.93483|2.96158 | 2.05049 | 0.98826 | 5.19814 | 3.93201 | 2.71890 | 1.30615 | 4.71086 | 3.57291 | 2.47542 | 1.19176
290 3.94795|2.97513 | 2.06152 | 0.99586 | 5.20141 | 3.94617 | 2.73441 | 1.31655 | 4.71370 | 3.58103 | 2.48573 | 1.19918
300 3.95598 | 2.98585 | 2.07278 | 1.00282 [ 5.20186 | 3.95925 | 2.74815 | 1.32611 | 4.71475 | 3.58891 | 2.49534 | 1.20629
310 3.95781(2.99379 | 2.08336 | 1.00928 [ 5.20191 | 3.97047 | 2.76037 | 1.33490 | 4.71396 | 3.59645 | 2.50438 | 1.21310
320 3.95395 | 2.99948 | 2.09293 | 1.01547 [ 5.20189 | 3.97965 | 2.77143 | 1.34300 | 4.71157 | 3.60330 | 2.51306 | 1.21962
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330 3.94652 | 3.00397 | 2.10135| 1.02150 | 5.19988 | 3.98674 | 2.78156 | 1.35048 | 4.70811 | 3.60934 | 2.52144 | 1.22589
340 3.9392213.00876 | 2.10862 | 1.02720 | 5.19537 | 3.99180 | 2.79057 | 1.35747 | 4.70444 | 3.61455 | 2.52940 | 1.23196
350 3.93685 | 3.01406 | 2.11486 | 1.03252 | 5.18816 | 3.99505 | 2.79844 | 1.36399 | 4.70118 | 3.61896 | 2.53690 | 1.23786
360 3.93641|3.01852 | 2.12030 | 1.03744 | 5.17837 | 3.99680 | 2.80518 | 1.37002 | 4.69744 | 3.62266 | 2.54393 | 1.24360
370 3.934533.02173 | 2.12532 [ 1.04197 | 5.16637 | 3.99748 | 2.81085 | 1.37555 | 4.69287 | 3.62584 | 2.55051 | 1.24916
380 3.92997 | 3.02353 | 2.13022 | 1.04614 | 5.15287 | 3.99742 | 2.81552 | 1.38062 | 4.68731 | 3.62871 | 2.55667 | 1.25454
390 3.92225|3.02393 | 2.13469 [ 1.05002 | 5.13888 | 3.99631 | 2.81934 | 1.38524 | 4.68073 | 3.63128 | 2.56248 | 1.25973
400 3.91164 | 3.02318 | 2.13858 | 1.05372 | 5.12458 | 3.99407 | 2.82246 | 1.38944 | 4.67324 | 3.63339 | 2.56801 | 1.26476
410 3.8991413.02170| 2.14183 | 1.05727 | 5.10922 | 3.99069 | 2.82500 | 1.39329 | 4.66509 | 3.63499 | 2.57331 | 1.26962
420 3.88650 | 3.02015 | 2.14443 [ 1.06061 | 5.09257 | 3.98620 | 2.82688 | 1.39682 | 4.65667 | 3.63605 | 2.57831 | 1.27434
430 3.87597|3.01866 | 2.14643 | 1.06373 | 5.07454 | 3.98069 | 2.82809 | 1.40006 | 4.64828 | 3.63661 | 2.58300 | 1.27895
440 3.86618 | 3.01666 | 2.14796 | 1.06659 | 5.05519 | 3.97434 | 2.82864 | 1.40300 | 4.63954 | 3.63670 | 2.58738 | 1.28344
450 3.85559 | 3.01396 | 2.14919 | 1.06922 | 5.03471 | 3.96734 | 2.82855 | 1.40564 | 4.63027 | 3.63641 | 2.59145 | 1.28780
460 3.84367|3.01047|2.15028 | 1.07163 | 5.01341 | 3.95985 | 2.82787 | 1.40799 | 4.62038 | 3.63588 | 2.59523 | 1.29203
470 3.83019 | 3.00620 | 2.15108 [ 1.07385 | 4.99177 | 3.95175 | 2.82667 | 1.41006 | 4.60988 | 3.63509 | 2.59875 | 1.29614
480 3.8152913.00127 | 2.15151 | 1.07593 | 4.96989 | 3.94300 | 2.82503 | 1.41187 | 4.59880 | 3.63397 | 2.60206 | 1.30012
490 3.7994212.99590 | 2.15155 [ 1.07791 | 4.94742 | 3.93358 | 2.82303 | 1.41345| 4.58729 | 3.63250 | 2.60518 | 1.30398
500 3.7833712.99040| 2.15118 | 1.07975| 4.92428 | 3.92352 | 2.82061 | 1.41482 | 4.57554 | 3.63065 | 2.60809 | 1.30774
510 3.76815|2.98485 | 2.15045 | 1.08144 | 4.90043 | 3.91287 | 2.81778 | 1.41601 | 4.56373 | 3.62845 | 2.61076 | 1.31141
520 3.75318 | 2.97898 | 2.14941 | 1.08296 | 4.87588 | 3.90172 | 2.81454 | 1.41700 | 4.55166 | 3.62591 | 2.61320 | 1.31499
530 3.73778|2.97269 | 2.14816 | 1.08432 | 4.85075 | 3.89017 | 2.81090 | 1.41779 | 4.53924 | 3.62310 | 2.61542 | 1.31847
540 3.72170 | 2.96592 | 2.14679 | 1.08554 | 4.82518 | 3.87832 | 2.80690 | 1.41840 | 4.52642 | 3.62008 | 2.61742 | 1.32186
550 3.70484 | 2.95869 | 2.14522 | 1.08663 | 4.79942 | 3.86610 | 2.80257 | 1.41882 | 4.51319 | 3.61687 | 2.61922 | 1.32514
560 3.68726 | 2.95106 | 2.14341 [ 1.08762 | 4.77351 | 3.85349 | 2.79795 | 1.41907 | 4.49959 | 3.61340 | 2.62085 | 1.32833
570 3.66918 | 2.94315|2.14133 | 1.08853 | 4.74730 | 3.84048 | 2.79310| 1.41917 | 4.48569 | 3.60968 | 2.62233 | 1.33143
580 3.65096 | 2.93513 | 2.13900 | 1.08934 | 4.72074 | 3.82710| 2.78798 | 1.41913 | 4.47161 | 3.60568 | 2.62364 | 1.33445
590 3.63308 | 2.92704 | 2.13642 | 1.09005 | 4.69383 | 3.81336 | 2.78260 | 1.41896 | 4.45745 | 3.60142 | 2.62478 | 1.33739
600 3.61528|2.91875|2.13364 | 1.09064 | 4.66658 | 3.79933 | 2.77696 | 1.41866 | 4.44310 | 3.59692 | 2.62573 | 1.34026
610 3.59726|2.91019 | 2.13071 [ 1.09112 | 4.63905 | 3.78506 | 2.77106 | 1.41823 | 4.42851 | 3.59220 | 2.62651 | 1.34305
620 3.57888|2.90134|2.12768 | 1.09149 | 4.61131 | 3.77060 | 2.76493 | 1.41767 | 4.41366 | 3.58732 | 2.62712 | 1.34576
630 3.56011 | 2.89220 | 2.12452 [ 1.09178 | 4.58347 | 3.75592 | 2.75859 | 1.41699 | 4.39853 | 3.58229 | 2.62758 | 1.34839
640 3.54099 | 2.88282 | 2.12119 [ 1.09199 | 4.55558 | 3.74102 | 2.75206 | 1.41618 | 4.38316 | 3.57706 | 2.62790 | 1.35095
650 3.52161|2.87325|2.11768 | 1.09214 | 4.52755 | 3.72588 | 2.74538 | 1.41528 | 4.36758 | 3.57164 | 2.62809 | 1.35343
660 3.50215| 2.86360 | 2.11400 | 1.09222 | 4.49937 | 3.71052 | 2.73853 | 1.41428 | 4.35188 | 3.56601 | 2.62815 | 1.35585
670 3.4828412.85390|2.11015| 1.09222 | 4.47105 | 3.69496 | 2.73150 | 1.41318 | 4.33609 | 3.56019 | 2.62807 | 1.35820
680 3.46356 | 2.84407 | 2.10616 | 1.09215 | 4.44259 | 3.67922 | 2.72430 | 1.41200 | 4.32018 | 3.55418 | 2.62785 | 1.36049
690 3.44417)2.83407 | 2.10207 | 1.09199 | 4.41402 | 3.66335| 2.71695 | 1.41073 | 4.30410 | 3.54801 | 2.62748 | 1.36272
700 3.42461|2.82388 | 2.09790 | 1.09175 | 4.38539 | 3.64737 | 2.70944 | 1.40936 | 4.28785| 3.54171 | 2.62698 | 1.36488
710 3.40487 | 2.81353 | 2.09363 | 1.09145 | 4.35674 | 3.63127 | 2.70179 | 1.40791 | 4.27142 | 3.53528 | 2.62636 | 1.36698
720 3.38498 | 2.80301 | 2.08926 | 1.09109 | 4.32808 | 3.61504 | 2.69402 | 1.40638 | 4.25482 | 3.52871 | 2.62563 | 1.36902
730 3.36496 | 2.79239 | 2.08476 | 1.09069 | 4.29940 | 3.59868 | 2.68615 | 1.40477 | 4.23809 | 3.52199 | 2.62479 | 1.37099
740 3.34492 1 2.78170| 2.08014 | 1.09023 | 4.27069 | 3.58220 | 2.67817 | 1.40310 | 4.22127 | 3.51511 | 2.62384 | 1.37291
750 3.32495 | 2.77097 | 2.07540 [ 1.08971 | 4.24196 | 3.56561 | 2.67008 | 1.40136 | 4.20438 | 3.50808 | 2.62278 | 1.37478
760 3.30498 | 2.76014 | 2.07056 | 1.08914 | 4.21323 | 3.54893 | 2.66188 | 1.39955 | 4.18739 | 3.50091 | 2.62160 | 1.37659
770 3.28496 | 2.74921 | 2.06565 | 1.08850 | 4.18449 | 3.53218 | 2.65358 | 1.39768 | 4.17029 | 3.49362 | 2.62031 | 1.37834
780 3.26490 | 2.73819 | 2.06069 | 1.08781 | 4.15578 | 3.51537 | 2.64518 | 1.39575| 4.15309 | 3.48622 | 2.61891 | 1.38005
790 3.24480|2.72709 | 2.05564 | 1.08707 | 4.12710 | 3.49850 | 2.63669 | 1.39376 | 4.13580 | 3.47872 | 2.61741 | 1.38170
800 3.22470|2.71592 | 2.05052 | 1.08629 | 4.09846 | 3.48156 | 2.62813 | 1.39172 | 4.11842 | 3.47109 | 2.61581 | 1.38329
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ANEXO 7

A.7.1. Rutina de MATLARB el calculo de productividades

% Se ejecuta desde MATLAB Command Window ---> productividad

% Programa para el calculo de la produccidén en un reactor

% agitado continuo, con caudal variable en el tiempo, cinética de
% Michaelis-Menten competitiva por producto considerando la
desactivacion

% térmica del biocatalizador.

% Autor: Silvina Regenhardt

% Version: Diciembre de 2009

for P = 1:3

for T = 1:4
produc(T,P) = productividad(T,P,146.2,3801.25);
end
end
Temperaturas = 55:-5:37;
plot(Temperaturas,produc)
legend("P = 1",°P = 2","P = 37)

% MODULO DE INTRODUCCION DE DATOS
function z = productividad(T0,P0,S00,E00)
global SO EO Km Ki k2 kd Presiones Temperaturas P T

Presiones = [1 2 3];
Temperaturas = [65 50 45 37];

SO0 = S00;

EO = EOO;

T = TO;

P = PO;
TiempoFinal = 800;

% CONSTANTES
% constantes universal de los gases
R = 1.978;

% Constante de Michaelis-Menten
Km = 279; % [mmol/L]

% Constante de inhibicioén
Ki = 7000; % [mmol/L]

% MODULO DE CALCULO DE VARIABLES
contador=1;

% constantes variables
Temp = 273 + Temperaturas(T);

k2 = 3.60el10 * exp(-21128.99/(R*Temp));
% Cte. de desactivacion térmica
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kd = 2.58e5 * exp(-12694.49/(R*Temp));

% MODULO DE RESOLUCION DE LA ECUACION DIFERENCIAL
[t, variable] = oded45("vel2®, [0:TiempoFinal/800:TiempoFinal], [SO
oD:

S = variable(:,1);
prod = variable(:,2);

% MODULO GRAFICAS
plot(t,prod)

z = prod(end)/TiempoFinal;

A.7.2. Subrutina para cargar la ecuacion diferencial que debe ser integrada
function z = vel2(t, variable)

% Variables S (concentracidén de lactosa en el tiempo) y
prod(Productividad)

S = variable(1);
prod = variable(2);
z = zeros(2,1);

% Constantes globales
global SO EO Km Ki k2 kd Presiones Temperaturas P T

% SO0: Concentracion inicial de lactosa

% EO: Concentracion inicial de enzima (enzima inmovilizada en la
membrana)

% Km: Constante de Michaelis-Menten

% Ki: Constante de inhibicioén

% kd: Constante de desactivacion térmica de la enzima

% T: Temperatura

% P: Presion

% Constantes del modelo de flujo de permeado

todas_las_a [0.0499 0.0499 0.0499 0.0499
0.0666 0.0666 0.0666 0.0666

-0.034 -0.0328 -0.0328 -0.0328];

todas_las b [0.8003 0.8003 0.8003 0.8003
0.9588 0.9588 0.9588 0.9588

-0.1641 -0.1539 -0.1539 -0.1539 ];

todas_las_c = [5.23  5.0667 4.9557 4.865
5.3084 5.1366 5.0257 4.935

2.28 2.1288 2.018 1.9273];

if (t<1)
tt = 1;
else
tt = t;
end

166



ANEXO 7

a = todas_las _a(P,T);
b = todas las b(P,T);
c = todas las _c(P,T);

d=0.003375; Ycte. = (A/V)/60

% Modelo del flujo de permeado
J = exp(a * log(tt)”*2 - b * log(tt) + c );

% Ecuacidon diferencial para resolver el modelo de Ultrafiltracidon-
Reaccion
z(1) =3 *d=* (S0 -9S) ...
- (k2 * EO * exp(-kd * t) * S ) ...
/ (S +Km=* (1 + (S0 - SY/Ki ) );

% Ecuacion para resolver la productividad

z(2) =J *d=* (80 - S);
end
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ANEXO 8

A.8.1. Curvas de Productividad en funcion de So y la presion a distintas

temperaturas
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Especies

E: Enzima pB-Galactosidasa

E.GA: Complejo enzima-producto (B-Galactosidasa—galactosa)
E.LA: Complejo enzima-sustrato (B-Galactosidasa—lactosa)
GA: Galactosa

GL: Glucosa

I Especie genérica

LA: Lactosa

S Sustrato

Variables

Constante de la funcion de flujo

Constante de la funcion de flujo

Constante de la funcién de flujo

Tiempo de vida media (h)

Constante de Arrhenius o factor preexponencial

Parametro que caracteriza el ensuciamiento de la membrana
Tiempo de residencia en el reactor (min)

Porosidad de la membrana

Viscosidad del fluido que permea a través de la membrana
Coeficiente de permeabilidad de la membrana

Cociente entre la actividad residual de la enzima a tiempos largos y su valor
inicial

Presion transmembrana (bar)

Espesor de la membrana (cm)

Espesor de la capa limite (cm)

Gradiente de potencial en el soporte

Area (cm?)

Actividad enzimatica (umoles glucosa liberada min™ g™ material) o (LAU)
Parametro que caracteriza el ensuciamiento de la membrana
Concentracion de la alimentacion (mol L™)

Diametro de poro (cm)

Coeficiente de permeabilidad de la membrana

Coeficiente de difusion

Energia de activacion (kcal gmol™)

Caudal molar (mol It

Constante de Faraday

Factor de Estabilidad

Indice de recobro de actividad (%)

Flujo a través de la membrana (L h m?)

Constante de velocidad de reaccién (mmoles It* min™ mg™)
Constante de velocidad de reaccién (mmoles It* min™ mg™)
Constante de velocidad de reaccién (mmoles It* min™ mg™)
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ks: Constante de velocidad de reaccion (mmoles It* min™ mg™)

K.a: Constante de velocidad de reaccién (mmoles It* min™ mg™)

Kqg: Constante de desactivacion (h™)

ki: Constante de inhibicién (mmoles It™)

k: Coeficiente de transferencia de masa (L h m™)

Km: Constante de Michaelis-Menten (mmoles It™)

K: Constante de velocidad de reaccion

Ki: Constante de velocidad de pérdida de actividad (h™)

M: Peso molecular de la glucosa (180 g gmol™)

N: NUmero total de observaciones

p: Masa (g)

Prot:  Cantidad de proteina (mg)

R: Constante universal de los gases (kcal gmol™ K™)

r: Velocidad de produccion o desaparicién de la especie | por reaccion quimica
(mmoles It* min™)

R: Resistencia

R%: Coeficiente de correlacion

T: Temperatura absoluta (°K)

t: Tiempo (S)

V: Volumen (lt)

Vi Volumen total del tanque agitado (lt)

Ve Volumen de reaccion (It)

Vima:  Velocidad maxima de reaccion (mmoles It* min™)

X: Espesor de la capa de Nernst

Xi: Conversion de la especie | por reaccion quimica

Xi: Valores experimental de una observacion

Vi Valor estimado de una observacion

z Valencia del sustrato

Subindices

0: A tiempo inicial

1 En la entrada del reactor

2: En el permeado

3: En el retentado (reciclo)

e: Especifico en las condiciones ensayadas

es: Especifico en las condiciones estandar

ef: Efectivo

f: Al finalizar la experiencia

inm: Inmovilizada

I: libre

s: En la superficie de la membrana

B: En el seno del fluido

G: En la capa de gel

M: Intrinseca a la membrana

F: Debido al ensuciamiento

d: Funcion de las variables que afectan la transferencia de masa

SS: En estado estacionario
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r: Relativo
H,0: Agua

Supraindices
T Parametros cinéticos intrinsecos de la enzima inmovilizada
0: Inicial

cat: Catalizador
enz: Enzima
t: A un tiempo t
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