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Resumen

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como finalidad determinar las condiciones de operacion para
la hidrdlisis de sacarosa en continuo por la enzima autoinmovilizada en un reactor de
lecho empacado, cuantificando la cantidad de azucares reductores liberados, la
velocidad inicial de hidrdlisis y el porcentaje de hidrdlisis a diferentes concentraciones

de sustrato y temperatura.

A las 45 horas de cultivo se obtuvo mayor produccién de invertasa por A. niger
B28C25 en fermentacion en medio sélido usando agrolita como soporte, se utilizd
este tiempo para posteriores fermentaciones. La invertasa se autoinmovilizé en el
soporte pasando aire seco por la columna para obtener asi la materia seca

fermentada (msf).

Usando la materia seca fermentada (msf) como catalizador de la hidrdlisis de
sacarosa en tubos de ensayo, se observd que con una solucion de H,SO4 0.04 N se
detenia la actividad enzimatica a temperaturas menores a 40°C, por lo que se decidio
utilizar H,SO, 0.04 N para este propdsito. En esta etapa la mayor actividad

enzimatica se alcanzé a 70°C.

La mayor velocidad de hidrdlisis se logré con una solucion de sacarosa 2 M usando
un reactor de lecho empacado de 5 cm® manteniendo el flujo y la temperatura

constantes (0.1 ml/min y 40°C respectivamente).
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Posteriormente se estudié el efecto de la temperatura sobre la hidrolisis de sacarosa
en un reactor de lecho empacado de 20 cm® manteniendo el flujo y la concentracion
de sacarosa constantes (0.1 ml/min y 2 M), se observd que a temperaturas bajas (40
y 50°C) el porcentaje de hidrdlisis (15%) es menor comparado con el obtenido a
temperaturas mayores (25%), sin embargo, en todos los casos el porcentaje de

hidrdlisis permanece constante durante 40 horas.

Para conservar la actividad de la enzima se eligié una temperatura de 60°C. En estas
condiciones de mayor velocidad y porcentaje de hidrdlisis (sacarosa 2 M y 60°C), se
estudio el efecto de la velocidad de flujo sobre el porcentaje de hidrélisis de sacarosa
en un reactor de lecho empacado de 20 cm® y otro de 200 cm?, con un tiempo de
residencia de 17 horas en ambos casos, lo cual corresponde a un gasto masico de
sacarosa de 1.6 Kg/h. En estas condiciones se logré un porcentaje de hidrélisis

superior al 50% por un periodo mayor a 70 horas.

Se calculé el numero de Damkdhler (Da) para relacionar la velocidad de reaccion con
la velocidad de difusién y de esta manera tener un panorama general sobre los
procesos que pueden limitar la hidrélisis de sacarosa. EI numero Da calculado fue
mayor a la unidad (336) lo que sugiere que el proceso de hidrélisis de sacarosa esta

limitado por problemas de transferencia de masa.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La fermentacidn en medio solido (FMS) se ha utilizado durante siglos para la
fabricacion de alimentos, bebidas y otros productos (Mitchell et al., 2000). En tiempos
recientes, la aplicacion de procesos biotecnolégicos que involucran la FMS ha
generado gran interés debido a que estos procesos se han convertido en una
herramienta biotecnoldgica importante para la produccion de diferentes bioproductos
(Pandey, 1996) como enzimas, acidos organicos, etanol, biogas, antibioticos,
surfactantes, biopesticidas, entre otros (Mitchell et al., 2000). Se han sugerido varias
ventajas de la fermentacion solida sobre la fermentacion liquida (Mitchell et al., 2000)
entre las que destacan la menor represion catabdlica, la alta productividad de
enzimas y la mayor concentracion de enzimas (Romero-Gémez et al., 2000).

Los jarabes de azucar invertido principalmente usados en la fabricacién de bebidas y
en la industria de alimentos se producen por diferentes métodos. El mas antiguo de
estos métodos es la hidrdlisis acida a temperatura y presion elevadas (Mansfeld et
al., 1992). Otra posibilidad es la hidrélisis de sacarosa usando invertasa (B-D-
fructofuranosidasa E.C. 3.2.1.26). La inmovilizacién de células con invertasa
intracelular puede ofrecer ventajas econémicas comparadas con la invertasa soluble.
Ademas, el uso de células inmovilizadas permite su aplicacién en procesos de
hidrdlisis de sacarosa en continuo (Monsan y Combes, 1983).

En este trabajo se evaluo la produccion de invertasa en FMS y el uso directo de la
materia fermentada para la hidrélisis de sacarosa en un reactor de lecho empacado

operando en continuo.

Hidroélisis de sacarosa en continuo con invertasa autoinmovilizada 1



Revisién bibliografica

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Fermentacion en Medio Sélido (FMS)

Aproximadamente el 90% de todas las enzimas industriales son producidas por
fermentacion liquida usando frecuentemente microorganismos manipulados
genéticamente, en este aspecto la fermentacion liquida ofrece ventajas insuperables
sobre la fermentacion en medio solido (Holker et al., 2004). Por otro lado, todas las
enzimas pueden ser producidas por FMS con microorganismos sin manipular
ofreciendo ventajas biotecnoldgicas sobre la fermentacion liquida (Holker et al.,
2004).

La FMS se ha utilizado por siglos, en un principio para la produccion de alimentos, en
las ultimas 2 o 3 décadas el interés por los procesos de fermentacion sdlida se ha
orientado a la sintesis de bioproductos como antibiéticos (Barrios-Gonzales y Mejia,
1996), metabolitos secundarios (Trejo-Hernandez et al., 1992), entre otros.

Los procesos de FMS a escala industrial son utilizados principalmente en Japon
modificando el tradicional proceso koji gradualmente hasta obtener procesos mas
sofisticados, en India se ha reportado (Kumar, 1987) la produccion de pectinasas a
mediana escala. En Francia una firma (Lyven S.A.) desarroll6 un proceso para la
produccion de pectinasas con pulpa de remolacha. El composteo que fue
desarrollado a pequefa escala para la produccién de setas se ha modernizado y
escalado en Europa y EEUU, varias companiias de Europa y EEUU producen setas

por cultivo de Agaricus, Pleurotus o Shii-Take (Raimbault, 1998).

Hidrélisis de sacarosa en continuo con invertasa autoinmovilizada 2
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Los procesos de fermentacion pueden ser divididos, generalmente, en
fermentaciones en estado sdélido y sumergido. La mayor diferencia entre estos dos
bioprocesos es la cantidad de agua libre en el sistema. La fermentacién en medio
sélido (FMS) involucra el crecimiento de microorganismos sobre particulas de
sustratos sélidos humedos en ausencia de agua libre entre las particulas (Mitchell et
al., 2000). Sin embargo, el sustrato debe poseer la humedad necesaria para
mantener el crecimiento y metabolismo de los microorganismos (Pandey 1992,
Pandey 1994, Pandey et al., 2000, Pandey et al., 2001). Existen varios aspectos
importantes que deben ser considerados para el desarrollo de cualquier bioproceso
en FMS. Estos incluyen, la seleccion del microorganismo apropiado, la seleccién del

sustrato, la cantidad de agua en el sistema, entre otros.

2.1.1 Microorganismos utilizados en FMS

Bacterias, levaduras y hongos pueden crecer en sustratos solidos con aplicacion en
procesos de fermentacion solida. Las bacterias se utilizan principalmente en
composteo, ensilaje y algunos procesos de alimentos (Doelle et al., 1992). Las
levaduras pueden ser usadas en la produccién de etanol y alimentos (Saucedo-
Castafieda et al., 1992).

Los hongos filamentosos es el grupo de microorganismos mas importante usado en
los procesos de FMS debido a sus propiedades fisiolégicas, bioquimicas y

enzimoldgicas (Raimbault, 1998).

—3
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La forma de crecimiento de los hongos (hifas), su tolerancia a bajas actividades de
agua (Aw) Yy su resistencia a elevadas presiones osméticas hacen a los hongos
eficientes en la bioconversion de sustratos solidos (Raimbault, 1998).

Los hongos filamentosos tienen otras caracteristicas que presentan una ventaja
sobre los organismos unicelulares. El crecimiento en forma de micelio rapidamente
coloniza la superficie del sdlido, que se acompafa de un incremento en la densidad,
las hifas pueden crecer en busca de nutrientes disponibles. Ademas muchos hongos
filamentosos producen enzimas hidroliticas como amilasas, celulasas, proteasas y
lipasas para degradar las macromoléculas de los sustratos solidos (Mitchell et al.,
2000).

Muchos hongos filamentosos pueden crecer a valores de pH bajos, esta
caracteristica puede usarse en combinacion con actividades de agua bajas para
crear un medio ambiente favorable para el crecimiento de hongos y al mismo tiempo
evitar contaminantes como bacterias y levaduras (Mitchell et al., 2000). De esta
manera los hongos filamentosos se han empleado en la formacion de diferentes
productos como enzimas hidroliticas (Couri et al., 2000), pectinasas (Bai et al., 2004),
glucoamilasas (Ellaiah et al., 2002), acido giberélico (Corona et al., 2005) e inclusive

moléculas que funcionan como inhibidores de enzimas (Rao et al., 2005).

2.1.2 Humedad y Actividad de Agua (Aw) en FMS
Una de las caracteristicas mas importantes de la fermentacién en medio soélido es la
baja disponibilidad de agua en el sistema. La actividad de agua es un importante

control de crecimiento microbiano y es menor que la encontrada en fermentacién
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liquida. Valores de A, entre 0.95-0.98 pueden ser considerados tipicos para
sustratos solidos, estos valores son ideales para el crecimiento de muchos hongos,
especialmente hongos filamentosos, los cuales tienen un crecimiento 6ptimo a A, de
0.96-0.98 y aun pueden crecer a A, de 0.9. Como resultado de esto, la mayoria de
los procesos de FMS utiliza hongos filamentosos (Mitchell et al., 2000). En contraste
muchas bacterias y levaduras crecen a actividades de agua de aproximadamente
0.99, este crecimiento disminuye cuando la A, baja y es completamente inhibido a
actividades de agua de 0.9 (Mitchell et al., 2000).

El agua presente en los sistemas de FMS existe en forma compleja dentro de la
matriz sélida o como una delgada capa que se absorbe en la superficie de las
particulas. Sélo se tiene agua libre cuando la capacidad de saturacion de la matriz
sélida se excede (Raimbault, 1998). Sin embargo, el nivel de humedad al cual el
agua libre se hace aparente varia considerablemente entre sustratos y depende de
las caracteristicas de enlace con el agua (Raimbault, 1998). Por ejemplo, el agua
libre se observa cuando la humedad contenida excede el 40% en corteza de arce y
del 50-55% en arroz y casava (Oriol et al., 1988). Con lignocelulosa como sustrato el
agua libre aparece después del 80% de humedad (Moo-Young et al., 1983).

El nivel de humedad en los procesos de FMS puede variar entre 30 y 85% y tiene un
marcado efecto en la cinética de crecimiento (Oriol et al., 1988). El 6ptimo nivel de
humedad para el cultivo de Aspergillus niger en arroz fue del 40%, mientras que en
pulpa de café el nivel fue del 80%, lo que ilustra la ineficiencia del nivel de humedad

como un parametro para predecir el crecimiento microbiano (Raimbault, 1998).
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El 6ptimo contenido de humedad para el crecimiento y la utilizacion de sustratos
varian entre 40 y 70% pero depende del microorganismo y del sustrato usado para el
cultivo (Raimbault, 1998). Por ejemplo, en el cultivo de Aspergillus niger en sustratos
como casava (Raimbault y Alazard 1980) y en trigo (Nishio et al., 1979) los niveles de
humedad 6ptimos fueron considerablemente menores a los usados con pulpa de
café (Penaloza et al., 1991) o con bagazo de cafa (Roussos et al., 1991). Esto es
probablemente por la capacidad del agua de unirse a los ultimos sustratos (Oriol et

al., 1988).

2.1.3 Soportes utilizados en FMS

Dos tipos de sistemas de FMS pueden ser distinguidos dependiendo de la naturaleza
de la fase sdlida usada. El primero y mas comunmente usado (y el mas estudiado)
involucra sistemas de cultivo en materiales naturales, estos sistemas son llamados
“cultivo en sustratos naturales”. El segundo sistema que es menos usado, se basa en
cultivos con soportes inertes impregnados con medios liquidos definidos (Ooijkaas et
al., 2000).

Los sustratos naturales usados en FMS sirven como soporte y como fuente de
nutrientes, esto es una desventaja ya que la fuente de carbono forma parte de su
estructura (Ooijkaas et al., 2000). Durante el crecimiento del microorganismo el
sustrato sélido es degradado y como resultado la geometria y las caracteristicas
fisicas del medio cambian y consecuentemente la transferencia de masa y calor

pueden disminuir (Barrios-Gonzalez y Mejia, 1996).
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Los soportes inertes del segundo sistema pueden ser de origen natural y sélo sirven
como punto de anclaje para los microorganismos. Estos materiales incluyen cafiamo,
perlita, espuma de poliuretano (PUF), bagazo de cana y vermiculita (Ooijkaas et al.,

2000).

Una de las ventajas de los soportes inertes sobre los sustratos naturales es la menor
dificultad para recuperar los productos. Por ejemplo, las esporas de Penicillium
roquefortii formadas dentro de granos de trigo s6lo pueden recuperarse rompiendo el
sustrato, mientras que las esporas producidas en particulas de pozolano (material
volcanico) pueden recuperarse rapidamente sin destruir el soporte, por lo tanto, el
proceso de recuperacion se simplifica y el soporte puede ser reusado (Larroche y
Gros, 1989).

Otras ventajas de los soportes inertes son: 1) Se puede disefar un medio de
produccion adecuado y 2) Los balances de masa para procesos de modelamiento
mas avanzados y procesos de control son mas facilmente establecidos (Zhu, 1994)
debido a que las concentraciones de todos los nutrientes del medio de produccion
son conocidas y pueden ser analizadas (Ooijkaas et al., 2000).

Para la utilizacibn de soportes inertes impregnados con medios definidos en
fermentacion en medio soélido deben considerarse aspectos como costos y
disponibilidad del soporte, factibilidad econdmica de utilizar un medio sintético o
semisintético, impacto ambiental de los residuos solidos generados, costos del
proceso y formulacion, costo de los registros y por supuesto el valor del producto

(Ooijkaas et al., 2000).
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2.2. Invertasa

La pB-D-fructofuranosidasa fructohidrolasa, comunmente llamada invertasa y también
conocida como B-D-fructofuranosidasa, p-fructosidasa, p-fructosilinvertasa vy
sacarasa fue descubierta por primera vez por Berthelot en 1860 (Neuman y Lamped,
1967). La reaccion de rompimiento del residuo no reductor L-D-fructofuranosido es
catalizado por la invertasa. El sustrato preferido de esta enzima es la sacarosa pero
la invertasa tiene la capacidad de catalizar la hidrélisis de rafinosa y estaquiosa
(Fiedurek et al., 2000, Belcarz et al., 2002), produciendo una mezcla de fructosa y
glucosa, esta mezcla conocida como azucar invertida, tiene mayor poder edulcorante
que la sacarosa y es usada en la produccion de chocolate, bombones, jarabe, miel
sintética, mermelada y jaleas. El azucar invertido no es el unico producto de
importancia que produce la invertasa. La produccién y aplicacion de
fructooligosacaridos formados por invertasa obtenida de cepas de A. niger ha ganado
tremenda importancia comercial debido a sus propiedades funcionales; éstas
incluyen: mejora de la microflora intestinal, alivian la constipacion, disminuyen el
colesterol y lipidos, promueven el crecimiento animal y son edulcorantes bajos en
calorias (Nguyen et al., 1999).

Actualmente, la invertasa es una de las enzimas mas utilizadas en la industria de los
alimentos, especialmente en la preparacién de dulces, bebidas y en la produccién de
acido lactico por fermentaciéon de melazas (Acosta et al., 2000). La invertasa también

se utiliza para la hidrdlisis de sacarosa en procesos de produccion de etanol; lo que

]
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evita la formacién de sorbitol durante el proceso de fermentacion (Lee y Huang,

2000).

2.2.1 Microorganismos productores de invertasa

Se ha reportado la presencia de invertasa en bacterias, hongos, plantas superiores y
en algunas células animales (Belcarz et al., 2002, Matrai et al., 2000, Luxhoi et al.,
2002, Huang et al., 2003). Sin embargo, la mayoria de las investigaciones sobre
produccion de invertasa se ha realizado con Saccharomyces cerevisiae, el cual es un
microorganismo particularmente interesante ya que mientras otras especies de
levaduras que consumen sacarosa tienen la habilidad de sintetizar sélo una forma de
invertasa intra o extracelular, S. cerevisiae sintetiza ambas formas de invertasa. Una
es la proteina periplasmatica glucosilada y la otra es una proteina citosélica no
glucosilada (Belcarz et al., 2002)

La invertasa es producida de manera comercial principalmente por Saccharomyces
cerevisiae y por cepas de hongos del género Aspergillus como A. niger, A. oryzae y
A. ficcum (Vargas et al.,, 2004). En estos hongos la invertasa puede ser intra y
extracelular. En A. niger se ha observado la presencia de multiples formas de esta

enzima y aproximadamente del 40-60% de ésta es intracelular (Vargas et al., 2004).

2.2.2 Produccion de invertasa
Muchos de los trabajos sobre produccion de invertasa se han hecho en fermentacion
liguida usando sacarosa y melazas como principal fuente de carbono. Belcarz y col.

(2002) observaron que a una concentracién de 1% de sacarosa se induce la sintesis
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de invertasa por C. utilis. Siendo S. cerevisiae uno de los principales productores a
nivel industrial, se ha cultivado en diferentes medios para producir altas cantidades
de invertasa.

Con hongos filamentosos se han realizado numerosos intentos para incrementar la
produccion de invertasa. Se ha reportado (Fiedurek et al., 2000) la seleccion de
cepas de A. fumigatus utilizando técnicas de mutagénesis clasicas, encontrando la
mayor actividad de invertasa extracelular e intracelular (5.27 U/ml y 0.44 U/ml)
después de 96 horas de incubacién, el incremento de la actividad de invertasa
comparada con la cepa parental fue de dos veces aproximadamente. Mukherjee y
colaboradores (2002) reportan la produccién de invertasa por Termitomyces
clypeatus cuando el hongo fue cultivado por 5 dias en un medio sintético con 1% de
sacarosa.

Una opcién para la produccion de invertasa son los procesos de fermentacion en
medio soélido . Se han sugerido varias ventajas de la fermentacién sélida sobre la
fermentacion liquida (Mitchell et al., 2000) entre las que destacan la menor represion
catabdlica, la alta productividad de enzimas y la mayor concentracion de enzimas
(Romero-Gdémez et al., 2000).

Montiel-Gonzélez y col. (2002) compararon mutantes haploides de A. niger,
previamente caracterizadas como sobreproductoras de enzimas y diploides de A.
niger formadas a partir de las mutantes haploides, de esta manera encontraron una
mayor produccion de invertasa en FMS en comparacion con el método convencional

de fermentacién liquida.
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Romero-Gémez y col. (2000), compararon la produccion de invertasa por A. niger en
cultivo sumergido y en FMS con poliuretano como soporte, utilizando las cepas de A.
niger, C28B25, N-402 y Aa20. Ellos observaron que el crecimiento es mas rapido y
con un nivel mas elevado de biomasa en FMS comparado con la fermentacion
liquida; un analisis microscopico de los cubos de poliuretano mostré que el micelio se
encuentra adherido al poliuretano generando espacios llenos con aire, esto sugiere
que el cultivo en FMS no esta limitado por la transferencia de oxigeno como en el
caso de la fermentacion liquida (Marsh et al., 1998).

Previamente se han reportado altas producciones de enzimas en FMS sobre las
obtenidas en fermentacién liquida (Solis-Pereira et al., 1993, Lekha y Lonsane 1994,
Acufia-Arguelles et al., 1995), que son atribuidas a las diferencias en la induccién y
represion de sintesis de enzimas (Solis-Pereira et al., 1993) o a diferencias
estructurales de las enzimas (Lekha y Lonsane, 1994); sin embargo, se sugiere que
la principal diferencia es la mejor produccion de biomasa en ausencia de represion

por glucosa en los sistemas de FMS (Romero-Gémez et al., 2000).

2.3. Invertasa Inmovilizada

La invertasa estd catalogada dentro de las enzimas solubles de alta demanda
(Huerta-Ochoa, 2004), por lo que se han usado diferentes métodos para tratar de
obtener la mayor produccion de esta enzima a partir de los microorganismos que
comercialmente la producen. Sin embargo, se tienen desventajas ya que la enzima
esta en solucién, lo que puede representar problemas en la purificacion de los

productos y generalmente la enzima no se puede recuperar, incrementando el costo
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del proceso. Para tratar de evitar estos problemas se han disefiado métodos de
inmovilizacién de enzimas para favorecer la reaccion y reuso de las enzimas. Las
enzimas pueden estar inmovilizadas en geles hidrofilicos como agar, agarosa,
alginato, carregenina, o en matrices poliméricas semipermeables o en celulosa

(Huerta-Ochoa, 2004).

Las ventajas de usar enzimas inmovilizadas son muchas y algunas tienen especial
relevancia en el area de alimentos (Torres et al., 2002). Sin embargo, la
inmovilizacién de células con actividad invertasa puede ofrecer ventajas econémicas
comparadas con la inmovilizacion de invertasa soluble (Krastanov, 1997). Los
materiales para inmovilizar células con actividad invertasa son diversos como
poliacrilamida (Ghosh y D’Souza, 1989), polihidroxietiimetacrilato (Cantarella et al.,
1992), alginato (Pira et al., 1991), gelatina (Parascandola et al., 1993) y pectinato de
calcio (Polakovic et al., 1993) entre otros, sin embargo, ni uno de los métodos
mencionados reune las caracteristicas cataliticas necesarias para su aplicacién en

procesos industriales de hidrélisis de sacarosa (Krastanov, 1997).

Se ha observado que la invertasa inmovilizada en diferentes materiales (Mansfeld et
al., 1992,, Monsan y Combes, 1983, Prodanovic et al., 2001, Krastanov 1997, Basha
y Palanivelu, 2000), se puede mantener estable por periodos prolongados de tiempo

a concentraciones de sacarosa y temperaturas relativamente elevadas.

12
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2.4. Hidrdlisis de sacarosa

Los jarabes de azucar invertido principalmente usados en la fabricaciéon de bebidas y
en la industria de alimentos se producen por diferentes métodos. El mas antiguo de
estos métodos es la hidrdlisis acida a temperatura y presion elevadas (Mansfeld et
al., 1992). Sin embargo, el uso de esta técnica genera color indeseable en los
productos ademas de otros inconvenientes. De esta manera se ha optado por el uso
de resinas de intercambio idnico fuertemente acidas para disminuir la intensidad del
color en los productos y para mejorar de alguna manera los costos del proceso
(Mansfeld et al., 1992).

Moreau y col. (2000) realizaron la hidrdlisis de sacarosa en medio acuoso en
presencia de diferentes formas de zeolita logrando una alta selectividad para la
reaccion de hidrdlisis, resaltando la capacidad de este método para actuar como un
adsorbente especifico para los colores formados durante el transcurso de la
reaccion, en particular el 5-hidroximetilfurfural, reduciendo la cantidad de este
compuesto hasta 100 ppm en los productos.

Nasef y col. (2005) reportan la hidrélisis de sacarosa en glucosa y fructosa mediante
el uso de membranas con acido sulfénico preparadas insertando estireno en
poli(tetrafluoroetileno-co-perfluorovinil eter) (PFA), usando radiacion gama seguida
por la sulfonacion con acido clorosulfénico. Mediante esta técnica se reportd que la
actividad catalitica de las membranas es mucho mayor que las resinas de
intercambio idénico comerciales y se sugiere que este método tiene potencial para
desplazar el uso de acido sulfurico y las resinas de intercambio idénico en los

procesos de hidrolisis de sacarosa, sin embargo, la actividad catalitica de las
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membranas depende de la temperatura de reaccion y de la concentracion de grupos
sulfénicos en la membrana.

Otra posibilidad para obtener los jarabes de azucar invertido es la hidrdlisis
enzimatica de la sacarosa. La invertasa (B-D-fructofuranosidasa E.C. 3.2.1.26) tiene
la capacidad para hidrolizar la sacarosa en glucosa y fructosa, evitando de esta
manera la formacion de color en los productos y produciendo jarabes de azucar
invertido de alta calidad (Krastanov, 1997). Sin embargo el uso de invertasa soluble
no es una alternativa viable en términos de costos del proceso y de estabilidad de la
enzima, por lo que se ha propuesto que la inmovilizacién de células con invertasa
intracelular puede ofrecer ventajas econdémicas comparadas con la invertasa soluble.
Principalmente por el hecho de que las enzimas inmovilizadas pueden ser
reutilizadas, por ejemplo, Tumturk y colaboradores (2000) reportan que la invertasa
inmovilizada en un dimero granular puede ser reutilizada hasta 50 veces
manteniendo el 100% de la actividad inicial. Tanriseven y Dogan (2001)
inmovilizando invertasa producida por S. cerevisiae en capsulas de gel de alginato de
calcio pueden reutilizarla 20 veces sin perder actividad. Ademas el uso de células
inmovilizadas permite su aplicacion en procesos de hidrdlisis de sacarosa en
continuo (Monsan y Combes, 1983).

Boudrant y Cheftel (1975) estudiaron la inmovilizacion de invertasa en resinas de
intercambio i6nico de Amberlita para su aplicacion en la hidrdlisis en continuo de
sacarosa en un reactor tubular, las reacciones de hidrélisis se llevaron a cabo por 8

dias con soluciones de sacarosa al 50% (p/v) a pH 4 y 30°C, logrando un porcentaje
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de hidrdlisis constante cercano al 76%. Sin embargo, existe desercién de la actividad
enzimatica del complejo invertasa-IRA 93 (resina) cuando aumenta la concentracion
del buffer y cuando se incrementa la temperatura, disminuyendo el porcentaje de
hidrolisis.

Monsan y Combes (1983) utilizaron invertasa inmovilizada en granos de maiz para
hidrolizar soluciones de sacarosa concentradas, comparando la eficiencia de
conversion de la invertasa inmovilizada en un reactor de tanque agitado y en un
reactor de lecho empacado, encontrando que el reactor de lecho empacado es
mucho mas eficiente. Para los procesos de hidrdlisis utilizaron dos reactores de 0.1y
de 1 L, mostrando que no existen diferencias apreciables en la eficiencia de hidrolisis
en ambos reactores, logrando el 90% de conversion en soluciones de sacarosa 2 M.
En este trabajo se resalta la importancia que tienen la velocidad de flujo y la
temperatura sobre la hidrélisis enzimatica de la sacarosa.

Los esfuerzos para disefiar sistemas con la capacidad de hidrolizar soluciones de
sacarosa concentradas son notables, por ejemplo, Mansfeld y col. (1992) utilizan
invertasa inmovilizada en poliestireno para la hidrélisis en continuo de sacarosa.
Prodanovi¢ y col. (2001) inmovilizan la invertasa via carbohidrato humedecido para
lograr un 90% de conversién con sacarosa 2.5 M. Akgdl y col. (2001) inmovilizan la
invertasa mediante microesferas magnéticas de polivinilalcohol que poseen una alta
estabilidad operacional y sugieren que tienen gran potencial para su uso en procesos
de hidrdlisis en continuo. A pesar de las ventajas que pueden ofrecer estos sistemas,

en la mayoria de los casos tienen en comun el uso de preparados comerciales de la
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enzima para evitar los procesos caracteristicos de produccion y purificacion de la

enzima y de esta manera solo enfocarse a mejorar los procesos de inmovilizacion.

En este contexto parece importante explorar un sistema que evite los pasos de

separacion, purificacion e inmovilizacion de enzimas, para orientarse practicamente

al proceso mismo de hidrdlisis.

]
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3. HIPOTESIS

Si la invertasa producida en un cultivo en medio sdélido de A. niger puede
autoinmovilizarse de manera estable, entonces la hidrélisis de sacarosa puede
llevarse a cabo en continuo a concentraciones elevadas de sustrato y por periodos
prolongados de tiempo en un reactor de lecho empacado con invertasa

autoinmovilizada.
4., OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL.
Determinar las condiciones de operacion para la hidrélisis de sacarosa en continuo
por la enzima autoinmovilizada en un reactor de lecho empacado.
4.2. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Establecer el tiempo de maxima produccion de invertasa por A. niger en
cultivo en medio sélido.
2. Determinar las condiciones de reaccidn para el ensayo enzimatico.
3. Evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad de la invertasa en
funcion del tiempo.
4. Evaluar el efecto de la concentracion de sacarosa sobre la eficiencia de
hidrdlisis enzimatica en el reactor tubular.
5. Evaluar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima en el
reactor tubular.
6. Establecer la concentracion de sacarosa y el flujo volumétrico para

caracterizar el reactor de hidrélisis enzimatica.
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Produccién de Invertasa

5.1.1 Microorganismo

Se utilizé la cepa de Aspergillus niger C28B25 que pertenece a la coleccién del
Departamento de Biotecnologia de la Universidad Auténoma Metropolitana
Iztapalapa. Esta cepa se ha reportado anteriormente como productora de invertasa
(Romero-Goémez et al., 2000, Montiel-Gonzalez et al., 2002). La propagacion se
realizd en tubos inclinados con agar papa dextrosa (PDA) con un periodo de
incubacion de siete dias a 30°C.

La cepa se resembro periddicamente a partir de un tubo inclinado al que se le
adicionaron 5 ml de una solucién estéril de tween 80 al 0.05% (v/v), el contenido del
tubo se homogeneizd con un vortex y se tomaron alicuotas de 1 ml con las que se
inocularon matraces Erlenmeyer que contenian 50 ml de PDA estéril, los matraces
fueron incubados a 30°C por siete dias.

Transcurrido el tiempo de incubacion se cosecharon las esporas agregando 20 ml de
una solucién estéril de tween 80 al 0.05% (v/v) a cada matraz, posteriormente, se
homogeneizé la suspensibn mediante un agitador magnético, una vez
homogeneizado se tomd 1 ml de la suspension y se realizé una diluciéon 1:10 con
agua destilada para realizar el conteo de esporas. Las esporas se cuantificaron

mediante una camara de Neubauer.
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5.1.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue el medio Pontecorvo (ATCC 687) con 0.05% de
extracto de levadura. Para su uso en los cultivos, el medio fue concentrado 16.66
veces Yy luego diluido para alcanzar la concentracion de sacarosa establecida. La

composicion del medio de cultivo concentrado se detalla en |la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién del medio Pontecorvo

Compuesto g/l
NaNO; 100
KH,PO, 25.33

KCI 8.67

MgSo, 7H,0O 8.67
ZnSQ,47H,0O 0.02

FeCl;-6H,0 0.01

Sacarosa 500
Extracto de levadura 8.33
Metales traza 1ml

Tabla 2. Composicién de la soluciéon de elementos traza

Compuesto g/l
Na,B,0;-10H,0 1.67

MnCly-4H,0 0.83
Na,MoO,2H,0 0.83

CuSO0,4'5H,0 4.17
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Para preparar el medio de cultivo se disolvieron las sales (una por una) en 50 ml de
agua destilada, posteriormente, el extracto de levadura y finalmente la sacarosa, se
afor6é a 100 ml y finalmente se adicionaron 100 ul de solucion de elementos traza.

La composicidon de la solucidon de elementos traza se detalla en la Tabla 2. Para su
preparacion se disolvieron los elementos en 85 ml de agua destilada, se ajusto el pH
a 3.5 (hasta la disolucion de todos los minerales) con HCI al 10% y finalmente se

aford a 100 ml.

5.1.3 Soporte

Como soporte se utilizé agrolita que fue tamizada hasta lograr un tamafo de
particula de 0.8-1.19 mm, la agrolita tamizada se lavé dos veces con agua caliente y
posteriormente dos veces con agua destilada fria, se dejé secar a temperatura
ambiente por 24 horas y posteriormente, para lograr un secado completo del soporte

inerte (si) se secd en una estufa a 60°C por 24 horas.

5.1.4 Condiciones de cultivo

Para realizar las fermentaciones se mezclaron 100 g de agrolita seca con el medio
de cultivo previamente inoculado y la cantidad de agua para alcanzar una humedad
inicial del 60% (p/v) y una concentracion de sacarosa de 200 mg/gsi. Con la mezcla
resultante se empacd aproximadamente 10 g en cada columna. Para las
fermentaciones se utilizaron columnas de vidrio de 2 cm de diametro interno y 20 cm
de longitud. Las columnas se colocaron en un bafio a temperatura controlada a 30°C

con un flujo de aire de 100 ml/min. Se tomaron muestras a las 40, 45 y 60 horas de
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cultivo para cuantificar la actividad enzimatica midiendo la liberaciéon de azucares
reductores por la técnica de Miller (1960).

La produccion de la materia seca fermentada para los estudios de hidrélisis
enzimatica se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Al finalizar la
fermentacion (al tiempo de mayor produccién de invertasa) se aplicé a cada columna
un flujo mayor de aire seco aproximadamente 800 ml/min por 24 horas, al finalizar
este tiempo el contenido de las columnas se recolectdé y se almacené para su

posterior caracterizaciéon y la hidrélisis en continuo de sacarosa.

5.2. Desactivacion de la enzima

Las condiciones para detener la actividad enzimatica se realizaron con H,SO4 a
concentraciones de 0.005 a 0.5 N. Se pesaron 50 mg de msf en tubos de ensayo, se
adiciond agua, H,SO4 y solucion de sacarosa 0.1 M, los tubos se incubaron a 50°C
por 10 min, transcurrido el tiempo se tomdé 1 ml de muestra que se filtré para su
analisis por HPLC (Perkin Elmer).

Como método alternativo para detener la actividad enzimatica se utilizd una
suspension de NaOH-ZnS04-7H,O preparada con 1.2 g de NaOH y 4.88 g de
ZnS04-7H20. Se pesaron 50 mg de msf en tubos de ensayo, se adicionaron 2 ml de
la suspension y 3 ml de sacarosa 2 M, se agitaron los tubos y se tomé muestra en
tubos Eppendorf, estos tubos se centrifugaron por 10 min a 10,000 rpm. De cada
tubo se tomaron 100 ul y se aforaron a 100 ml para tener una dilucion 1:1000;

posteriormente se tom6 1 ml y se adicionaron 1.5 ml de DNS para cuantificar los
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azucares reductores liberados. Una unidad de actividad enzimatica se defini6 como
la cantidad de enzima necesaria para liberar un ymol de azucares reductores por

unidad de tiempo.

5.3. Caracterizacion de la materia seca fermentada

Para evaluar el efecto de la temperatura, a 50 mg de msf (en tubos de ensayo) se
adiciond 1 ml de sacarosa 0.1 M (a pH 7.04) y se incubéd a diferentes temperaturas
(20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80°C) por 60 min. Cada 10 min se tomo un tubo y se
agregaron 9 ml de H,SO4 0.04 N para detener la reaccién, se tomaron muestras que

se filtraron para su analisis por HPLC (Perkin Elmer).

5.4. Determinacion de la velocidad de hidrolisis

Para esta determinacion se utilizdé un sistema de hidrdlisis de sacarosa en continuo
(Figura 1) que consisti6 en una bomba (constaMetric 3200) para alimentar las
soluciones de sacarosa al reactor, un horno (eppendorf TC-50) para controlar la
temperatura del reactor, un reactor de acero inoxidable de 0.5 cm de diametro y 25
cm de longitud empacado con la msf y un colector de muestras (Bio-Rad 2110) con
tubos que contenian H,SO, 0.01 N para detener la reaccion enzimatica. Los
experimentos se corrieron a flujo y temperatura constantes de 0.1 mi/min y 40°C
respectivamente. Las concentraciones de sacarosa que se analizaron fueron de 0.1,
0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 N. Los azucares reductores liberados se cuantificaron por el
método de Miller (1960). La velocidad se defini6 como miligramos de azucares

reductores liberados por unidad de actividad enzimatica por hora (mg/Uh).
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Reactor enzimatico de lecho empacado

Solucién de sacarosa (0.1 — 2.0M)

Colector de Muestras con 1 ml de NaOH-
ZnS0,

Figura 1. Sistema para hidrdlisis en continuo de sacarosa

5.5. Hidrdlisis de sacarosa en continuo

Se utilizé el sistema descrito en el apartado anterior con un reactor de 1 cm de
diametro y 25 cm de longitud y posteriormente, en un reactor de 3 cm de diametro y
50 cm de longitud, con la suspension NaOH-ZnSO4-7H,0 en los tubos para detener
la reaccidn. Se estudiaron temperaturas de 40, 50, 60, 70 y 80°C manteniendo el flujo
y la concentracion de sacarosa constantes en 0.1 ml/min y 2.0 M respectivamente. El
porcentaje de hidrolisis se determind mediante los azucares reductores liberados

analizados por el método de DNS.

———————————————————————————
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5.6 Métodos analiticos

5.6.1 Actividad enzimatica

La actividad de invertasa se determind en dos formas, la actividad soluble y la
actividad total. Ambas actividades se cuantificaron midiendo la liberacion de
azucares reductores por el método de Miller (1960). En ambos casos primero se
realizd una curva estandar. La solucién estandar se preparé adicionando 250 mg de
glucosa y 250 mg de fructosa en 500 ml de buffer de acetatos 0.1 M a pH 5.
Posteriormente, se etiquetaron tubos del 1 al 7 y se les agregaron 1 ml de buffer de
acetatos 0.1 M a pH 5, al tubo 1 se le agregd 1 ml de la solucion estandar y se agitd
en vortex, de este tubo se tomdé 1 ml y se adicioné al tubo 2 y asi sucesivamente
hasta llegar al tubo 5, al cual después de la agitacion se le extrajo 1 ml. Los tubos 6 y
7 que contenian solamente buffer de acetatos 0.1 M a pH 5 se utilizaron como
blanco. Finalmente a todos los tubos se les agregd 1.5 ml de reactivo DNS.

Para cuantificar la actividad enzimatica soluble se pesaron 0.5 g de msf y se
adicionaron 5 ml de agua destilada, se agité con una barra magnética por 5 minutos
y se filtr6 a través de papel filtro Whatman 41, de esta manera se recuperé el
extracto enzimatico. Para cuantificar la actividad enzimatica del extracto se utilizaron
tubos rotulados como A y B, los tubos A se utilizaron para la reaccion enzimatica y
los tubos B como testigos (ambos por duplicado). Primeramente, se prepard el
sustrato que consistidé en una solucién de sacarosa 0.1 M en buffer de acetatos 0.1 M
a pH 5. En ambos tubos (A y B) se agregaron 0.9 ml de solucion de sacarosa 0.1 My
se incubaron en un bafio a temperatura controlada a 50°C, a los tubos B se les

adicionaron 1.5 ml de reactivo DNS. Posteriormente, en ambos tubos se agregé 0.1
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ml de extracto enzimatico cada 30 segundos agitando en cada adicion, después de
10 minutos de incubaciéon para cada tubo se adicionaron 1.5 ml de reactivo DNS a
los tubos A en intervalos de 1 minuto. Todos los tubos, tanto los de la curva estandar
como los del ensayo enzimatico se colocaron en un bafio de agua a ebulliciéon por 15
minutos, una vez transcurrido el tiempo se dejaron enfriar en agua corriente.
Finalmente, se leyd absorbancia en un espectrofotometro UV-Visible Perkin Elmer
Lambda 25 a una longitud de onda de 640 nm. Una unidad de actividad enzimatica
(U) se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para liberar un micromol de

azucares reductores por minuto.

Para la determinacion de la actividad enzimatica total, se realizé una curva estandar
con el procedimiento descrito anteriormente, posteriormente, se pesaron 50 mg de
msf en tubos, se adicionaron 4.5 ml de solucién de sacarosa 0.1 M (sustrato) en
buffer de acetatos y 0.5 ml de agua destilada. Los tubos se incubaron en un bafo a
temperatura controlada a 50 °C por 10 minutos, los tubos se agitaron en vértex cada
2 minutos, al término de los 10 minutos se tomd 1 ml de cada tubo y se pasé a otro
tubo, se le adicionaron 1.5 ml de reactivo DNS. Los tubos de la curva estandar y los
tubos del ensayo enzimatico se colocaron en un bafo a ebullicién por 15 minutos,
posteriormente, se dejaron enfriar en agua corriente para finalmente leer absorbancia

como se describe anteriormente.

———————————————————————————
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5.6.2 Andlisis de azucares

La concentracion de azucares reductores liberados se cuantificaron en la etapa de
inactivacién de la enzima y caracterizacion del polvo por medio de cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC), se utilizé una columna Phenomenex REZEX para
acidos organicos, con una longitud de 300 mm, un diametro interno de 7.8 mm y un
tamafo de particula de 8 um. La temperatura de operacion fue de 35°C, se utilizd
como fase movil acido sulfurico 5 mN filtrada y desgasificada, con un flujo de 0.6
ml/min. Los compuestos se analizaron mediante un detector de indice de refraccion
Perkin Elmer LC-30. Se utilizaron soluciones estandar de glucosa, fructosa y
sacarosa a una concentracién de 1 g/L.

Durante la determinacion de la velocidad de hidrélisis y de hidrdlisis en continuo la
liberacion de azucares reductores se cuantificé por el método de DNS (Miller, et al.,
1960). De igual manera que en determinaciones anteriores se realizd una curva
estandar, en esta etapa fue necesario hacer diluciones 1:1000; de estas diluciones
se tomd 1 ml en tubos y se adicionaron 1.5 ml de reactivo DNS, los tubos se
colocaron en un bafio a ebullicion por 15 minutos, posteriormente se dejaron enfriar
en agua corriente y finalmente se ley6 absorbancia a 640 nm en un

espectrofotometro UV-Visible Perkin EImer Lambda25.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Produccion de invertasa

Debido a las caracteristicas del proyecto en la primera etapa se realiz6 la produccion
de la enzima mediante fermentacion en medio sélido (FMS) utilizando agrolita como
soporte inerte. Las fermentaciones se llevaron a cabo en columnas de vidrio por
triplicado. Se tomaron muestras a diferentes tiempos de fermentacion (40, 45 y 60
horas) para evaluar la actividad enzimatica y de esta manera determinar el tiempo de
mayor produccién de invertasa. La actividad enzimatica se cuantificé mediante la
liberacion de azucares reductores durante 10 minutos a 50°C. Se observd que la
actividad enzimatica aumento6 al incrementar el tiempo de cultivo hasta alcanzar su
mayor valor a las 45 horas con una actividad de 82.22 U/gmsf, después de este
tiempo se observé una ligera disminucion de la actividad enzimatica (Figura 2).
Muchos de los trabajos sobre produccion de invertasa utilizan levaduras (Belcarz y
col. 2002, Workman y Day, 1983) debido a que estos microorganismos son la fuente
principal de esta enzima a escala comercial (Vargas y col. 2004) ademas de que la
produccion de invertasa se logra en tiempos menores, por ejemplo Costaglioli y col.
en (1997) utilizando Schwanniomyces occidentales en un medio de cultivo
suplementado con glucosa del 2-0.05% vy rafinosa del 0.05-2% lograron la mayor
actividad de invertasa a las 15 horas de cultivo. Con Phaffia rhodozyma en un medio
de cultivo con sacarosa como inductor la produccién de invertasa ocurre entre las 24
y 26 horas de cultivo (Persike et al., 2002). Los hongos filamentosos son otra fuente

para la produccion de invertasa, sin embargo, los tiempos de cultivo generalmente
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son mayores a los reportados para levaduras. En cepas de A. fumigatus se reporto la
mayor actividad intracelular y extracelular después de 96 horas de cultivo (Fiedurek,
et al., 2000). Mukherjee y col. (2002) reportaron la producciéon de invertasa por
Termomitomyces clypeatus cuando el hongo fue cultivado por 5 dias en un medio
sintético con 1.0% de sacarosa. Santana y col. (2005) reportaron la produccion de
invertasa por el hongo Cladosporium cladosporioides cultivado en medio
semisintético después de 20 dias de cultivo. En los casos anteriores la mayor
produccion de invertasa se logré6 en tiempos hasta 10 veces mayores a los

reportados en este trabajo para el hongo filamentoso A. niger C28B25.
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Figura 2. Produccioén de invertasa por A. niger en FMS a diferentes tiempos.
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6.2. Produccion de la enzima autoinmovilizada.

Una vez que se determind el tiempo de mayor actividad de invertasa, el siguiente
paso fue la produccién de la materia seca fermentada (msf), para este proceso se
realizaron fermentaciones bajo las condiciones mencionadas en la seccion 5.1, al
cabo de las 45 horas se paso un flujo de aire seco por 24 horas para deshidratar el
contenido de las columnas, el material deshidratado se colecté y se almacend en
refrigeracién, de esta manera se obtiene la materia seca fermentada con una

humedad de 1.7% (Figura 3).

Figura 3. Materia seca fermentada (msf)

El siguiente paso fue determinar la actividad enzimatica en la materia seca
fermentada, debido a que la invertasa se encuentra una parte ligada a la biomasa y

otra parte libre, se cuantificé la actividad invertasa en ambas fracciones (Seccidn
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5.6.1). Se obtuvo una actividad enzimatica promedio total de 82.22 U/gmsf y una
actividad de la enzima libre de 41.61 U/gmsf, estos resultados corresponden con lo
reportado por Vargas y col. (2004) que sugieren que la invertasa producida por A.
niger es del 40-60% intracelular.

Una de las principales desventajas de la inmovilizacién de enzimas es la disminucion
0 pérdida de la actividad enzimatica (Bayramoglu et al., 2003), D’'Souza y Godbole
(2002) inmovilizaron invertasa en cascara de arroz usando polietilenimina
manteniendo una actividad de 2557 U/g. Gomez y col. (2005) inmovilizaron invertasa
en quitina como soporte mediante la formacion de un complejo de polielectrolitos,
manteniendo una actividad de 1840 U/g. En estos estudios el objetivo principal es
desarrollar un método de inmovilizacién con posibles aplicaciones y se observa que
la actividad que logran mantener es hasta 30 veces mayor a la alcanzada en este
proyecto, debido tal vez al uso de enzimas comerciales con una actividad muy
elevada.

En los procesos de inmovilizacion de invertasa con aplicacion en hidrdlisis de
sacarosa en continuo las actividades reportadas son hasta 67 veces mas elevadas
que la del presente trabajo, por ejemplo Monsan y Combes (1982) inmovilizaron
invertasa con una actividad de 2300 U/g en granos de maiz para la hidrdlisis en
continuo de soluciones de sacarosa concentradas, posteriormente Mansfeld y col.
(1992) utilizaron poliestireno para inmovilizar invertasa con una actividad de 1000 U/g
para la hidrdlisis en continuo de sacarosa y mas recientemente Prodanovi¢ y col.
(2001) realizaron la inmovilizacion de invertasa en un nuevo tipo de glicidil-

metacrilato macroporoso manteniendo una actividad de 5500 U/g.
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Estos reportes tienen en comun el uso de enzimas comerciales con actividades
elevadas para evitar la produccién y el paso subsiguiente de purificaciéon de la
enzima, enfocandose principalmente en el método de inmovilizacion. Estos pasos
(purificacién e inmovilizacion de la enzima) pueden ser evitados mediante el uso
como catalizador de la invertasa autoinmovilizada producida por A. niger en
fermentacion en medio sodlido, con el que es posible hidrolizar soluciones de

sacarosa concentradas (2 M) por periodos de mas de 70 horas.

6.3 Desactivacion de la enzima.

Con el objetivo de evaluar la actividad enzimatica en el reactor, a través del analisis
de grupos reductores liberados por accion de la enzima, es necesario detener la
actividad enzimatica a la salida del reactor; para ello se utilizaron 2 métodos,
desactivacion por pH y desactivacion con sulfato de zinc en solucion alcalina, los

resultados obtenidos se presentan a continuacion:

En la Figura 4 se presentan los resultados del efecto de la concentracién de acido

sulfurico sobre la hidrélisis de sacarosa en presencia y en ausencia de enzima.
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Figura 4. Efecto de la concentracion de H,SO, sobre la hidrdlisis de sacarosa.

Sin enzima en el sistema (0) y en presencia de enzima (o).

En ausencia de enzima la hidrdlisis de sacarosa tiene lugar con concentraciones de
acido sulfurico mayores a 0.01 N. En el rango de concentracion de acido sulfurico de
0 a 0.01 N la hidrdlisis de sacarosa es debida unicamente a la actividad invertasa.
Para concentraciones de acido sulfurico mayores a 0.01 N la hidrélisis de sacarosa
en presencia de enzima disminuye debido a la inactivacién de la enzima. En la Figura

5 se presenta el efecto del acido sulfurico sobre la actividad enzimatica y el pH de la

mezcla de reaccion.
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Figura 5. Efecto de la concentraciéon de H,SO, sobre la actividad enzimatica.

Actividad enzimatica (0), pH (o).

La mayor actividad enzimatica se obtuvo con una concentracion de acido sulfurico de
0.01 N; que corresponde a un valor de pH de 2. Se observd que a concentraciones
bajas (0.005 N) de H,SO4 con un pH de 2.30 no hay hidrdlisis de sacarosa (0.1 N)
debida al acido pero aun se detecta actividad enzimatica, a pesar de encontrarse a
un pH menor al reportado para la actividad de esta enzima (Nufiez, 2004). Sin
embargo, al incrementar la concentracion de HySO4 la actividad de invertasa
disminuye hasta llegar a un punto en que la actividad enzimatica practicamente
desaparece cuando la concentracidon de acido es de 0.04 N con un pH de 1.89. Para
concentraciones de acido sulfurico mayores a 0.05 N la hidrdlisis de sacarosa es

debida unicamente a las condiciones acidas de reaccion (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la concentracion de H,SO, sobre la hidrélisis de sacarosa

Sin enzima en el sistema (¢) y en presencia de enzima (o).

Por lo anterior, para detener la reaccion enzimatica a la salida del reactor se
selecciond la hidrdlisis acida con H,SO,4 0.04 N. Estas condiciones fueron utilizadas
para los estudios del efecto de la temperatura sobre la hidrélisis enzimatica en
continuo con una concentracion de sacarosa 0.1 N. Sin embargo, al realizar los
estudios sobre el efecto de la concentracion inicial de sacarosa en el reactor en
continuo se observd que con concentraciones de sacarosa superiores a 1.0 M la
actividad enzimatica a la salida del reactor no se detenia, debido a una mayor
estabilidad de la enzima en el medio mas viscoso. Por lo anterior, para los estudios
de hidrdlisis con altas concentraciones de sacarosa, se utilizd el método de

desactivacion con una solucion alcalina de sulfato de zinc (Almeida y Vitolo, 1984).

Hidroélisis de sacarosa en continuo con invertasa autoinmovilizada 34



Resultados y discusion

6.4. Efecto de la temperatura sobre la hidrolisis de sacarosa

Muchas reacciones quimicas transcurren a una velocidad mayor si la temperatura
aumenta, las reacciones catalizadas enzimaticamente se comportan analogamente
hasta cierto punto (Segel, 1982). Las enzimas son moléculas proteicas complejas, su
actividad catalitica se debe a una estructura terciaria altamente ordenada y exacta.
La estructura terciaria de una enzima se conserva en primer lugar por un gran
numero de enlaces débiles no covalentes, es decir, una enzima es una estructura
fragil y muy delicada. Si la molécula absorbe demasiada energia, la estructura
terciaria se rompe y la enzima se desnaturaliza, o sea, pierde su actividad catalitica.
Asi al aumentar la temperatura, el aumento esperado en la velocidad de reaccion es

anulado por el aumento en la velocidad de desnaturalizacién (Segel, 1982).

Las temperaturas analizadas fueron de 20 a 80°C con un tiempo de incubacién de 60
minutos. Los experimentos se llevaron a cabo en tubos de ensayo, que contenian
msf y sustrato (sacarosa), transcurrido el tiempo de incubacién se adicioné a cada
tubo H,SO4 0.1 N para detener la reaccién. Se observé que la velocidad inicial de
hidrdlisis de sacarosa aumenta cuando se incrementa la temperatura hasta alcanzar
la mayor velocidad inicial de hidrdlisis a 70°C disminuyendo drasticamente a

temperaturas mayores (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la temperatura sobre la velocidad inicial de hidrélisis de sacarosa en tubos de

ensayo. Las temperaturas estudiadas fueron 20 (o), 30 (A), 40 (x), 50 (x), 60 (0), 70 (+) y 80°C (-).

El intervalo de temperaturas en donde se detecta actividad es similar al reportado
para C. utilis que muestra tolerancia a cambios de temperatura de 30 a 90°C
alcanzando su maxima actividad a 70°C (de la Vega, et al.,, 1991, Belcarz, et al.,
2002, Workman y Day, 1983). La temperatura de mayor velocidad alcanzada en este
proyecto es mayor a la reportada para la invertasa producida por hongos
filamentosos como A. niger para el que se ha reportado la maxima actividad a 60°C
(Shiomi y Onodera, 1988, Rubio y Maldonado, 1995), similarmente a 55°C para la
invertasa producida por A. niger AS0023 (L’'Hocine y col. 2000) y finalmente 60°C
para la invertasa producida con la misma cepa utilizando PUF como soporte inerte
(Nufiez, 2004). Trabajar con invertasa a temperaturas relativamente elevadas puede

ser conveniente debido a que en los procesos de hidroélisis de sacarosa un requisito

Hidroélisis de sacarosa en continuo con invertasa autoinmovilizada 36



Resultados y discusion

indispensable es trabajar a temperaturas de 60 a 70°C para reducir la viscosidad de
las soluciones y disminuir el riesgo de contaminacion principalmente (Krastanov,

1997).

Posteriormente, con las velocidades obtenidas, se calculd la energia de activacion
para la invertasa producida por A. niger C28B25 en FMS con agrolita como soporte
inerte, mediante la ecuacion de Arrhenius (Tabla 3) obteniéndose un valor de 7.07
Kcal/mol que es menor al reportado para la invertasa producida por A. niger en
cultivo liquido (9.13 Kcal/mol) (Rubio y Maldonado, 1995), sin embargo, es mayor a
la reportada para la invertasa producida por la misma cepa en FMS con PUF como
soporte inerte (5.6 Kcal/mol) (Nufiez, 2004). Posteriormente se calculé el Q4o con un
valor de 1.37, lo que sugiere que la velocidad de reaccidon se incrementa
aproximadamente 37% al aumentar la temperatura 10°C. Este valor es menor al
reportado para la hidrélisis de lactosa mediante la B-galactosidasa que es de 1.85. El
valor calculado de Ea y el leve incremento en la velocidad de reaccion al aumentar la
temperatura 10°C (Qqo) pueden estar asociados a problemas de transferencia de
masa (Seccién 6.6). Pues este valor corresponde a los valores tipicos de Ea para
procesos difusivos (6-7 Kcal/mol) en los que se sospecha de limitaciones de difusion

en el proceso (Wang, et al., 1979).
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Tabla 3. Velocidad inicial de hidrdlisis a diferentes temperaturas y energia de activacion

Temperatura Velocidad

(°C) (mg/gmsfmin)
20 3.31

30 4.71

40 6.03

50 10.78

60 11.76

70 11.85

80 0.174

Ea (Kcal/mol)

7.07

Q‘IO

1.37

6.5. Hidralisis en continuo con diferentes concentraciones de sacarosa

Una vez que se determind cdmo detener la actividad enzimatica (Seccion 6.3) y la
temperatura a la que se alcanza la mayor velocidad inicial de hidrolisis (Seccion 6.4),
el siguiente paso fue realizar los estudios de hidrélisis de sacarosa en continuo, para
lo que se utilizd el sistema descrito en la seccion de Métodos y Materiales 5.4.

Una propiedad que deben poseer los sistemas de hidrélisis de sacarosa es la
capacidad para hidrolizar soluciones de sacarosa concentradas (70% p/p)

(Prodanovic y col. 2001). Se ha observado que la invertasa libre no posee esta
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capacidad ya que alcanza su mayor actividad a concentraciones de sacarosa de 50

g/l que disminuye al aumentar la concentracion de sacarosa (L 'Hocine, et al., 2000).

Es por esta razon que se decidié primero evaluar el efecto de la concentracion de
sacarosa sobre la velocidad inicial de hidrdlisis en el reactor enzimatico de lecho

empacado.

Se utilizd un reactor con una capacidad de operacién de 5 ml, manteniendo la
temperatura constante en 40°C, el flup en 0.1 mi/min y se estudiaron
concentraciones de sacarosa de 0.1, 0.5, 1.0, 1.5y 2 M. Se observé que la velocidad
inicial de hidrdlisis aumenté al incrementar la concentracion de sacarosa hasta
alcanzar el maximo valor a concentraciones de sacarosa de 2 M (Figura 8), con las
concentraciones de sacarosa estudiadas no se presenté disminucién en la velocidad
inicial de hidrdlisis lo que puede sugerir que en este sistema no existen procesos de

inhibicion enzimatica (Tabla 4).

39
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Figura 8. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la velocidad inicial de hidrélisis en un reactor
de lecho empacado de 5 cm? alimentado con diferentes concentraciones de sacarosa. 0.1 (0), 0.5 (o),

1.0 (A), 1.5 (x) y 2.0 M (+).

Tabla 4. Velocidad inicial de hidrélisis a diferentes concentraciones de sacarosa

Concentracion (M) Velocidad (mg/Uh)
0.1 1.85
0.5 5.42
1.0 8.33
1.5 11.21
2.0 12.13
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6.6. Hidrdlisis en continuo a diferentes temperaturas

Para que un proceso de hidrdlisis de sacarosa sea atractivo a escala industrial debe
cumplir con algunos requisitos, entre los que destacan su capacidad para hidrolizar
soluciones de sacarosa concentradas (70% p/p), ademas las enzimas deben
permanecer estables por periodos prolongados de tiempo a temperaturas entre 60-
70°C vy finalmente el proceso de inmovilizacion si es el caso debe ser sencillo y
econdmico (Prodanovic y col. 2001, Krastanov, 1997). El uso de invertasa
inmovilizada o células con actividad invertasa inmovilizadas permiten su aplicacion
en procesos de hidrélisis de sacarosa en continuo en reactores de lecho empacado.
Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la hidrdlisis de sacarosa en continuo
se utilizdé un reactor de 20 mL de capacidad operando a un flujo de 0.1 mL/min de
una solucion de sacarosa 2 M con un tiempo de retencion de 3.3 horas.

Se observo que a temperaturas de 40 y 50°C el porcentaje de hidrdlisis fue muy
similar de aproximadamente el 15 %, mientras que al aumentar la temperatura a 60,
70 y 80°C el porcentaje de hidrdlisis se mantiene constante en aproximadamente
25% para los tres casos durante 40 horas (Figura 9). Estas temperaturas son
similares a las utilizadas para la hidrdlisis en continuo de sacarosa con levaduras
inmovilizadas en lana, en donde utilizan temperaturas entre 40 y 70°C encontrando la
mayor conversion de sacarosa a 70°C en un reactor con dimensiones similares
(diametro 1.2 cm, longitud 220 cm) y con un flujo de 3-4 ml/min con un porcentaje de

hidrélisis constante a no menos del 50% durante 60 dias (Krastanov, 1997).
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Figura 9. Efecto de la temperatura sobre el porcentaje de hidrdlisis en continuo. Se estudiaron

temperaturas de 40 (0), 50 (o), 60 (A), 70 (x) y 80°C ().

Para las invertasas inmovilizadas la temperatura de mayor conversion de sacarosa
se encuentra dentro del intervalo de 40 a 70°C, tal es el caso para la invertasa
inmovilizada en poliestireno para la hidrélisis en continuo de sacarosa con reactores
de mayor volumen (0.3 y 50 L), en este caso la temperatura que se utilizé6 fue de
40°C para garantizar la mayor conversion de sacarosa y la estabilidad operacional
(Mansfeld et al.,, 1992). Para la enzima inmovilizada de Cladosporium
cladosporioides (Santana et al., 2005) la temperatura de mayor conversién de
sacarosa es similar a la reportada para este trabajo (70°C), sin embargo, la

concentracion de sacarosa y el tiempo que se mantiene estable la enzima son
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menores que los encontrados para la enzima autoinmovilizada en A. niger (5% y 3
horas respectivamente). En A. niger la invertasa puede ser intra y extracelular de
esta forma en el reactor existe enzima libre y enzima autoinmovilizada, es por esta
razon que el porcentaje de hidrélisis disminuye en las primeras horas debido al
lavado de la fraccion soluble (extracelular) y después de este tiempo se mantiene
constante por la presencia de la enzima autoinmovilizada (Figura 9).

Posteriormente, se calcularon las velocidades iniciales de hidrdlisis para las
temperaturas analizadas, se observo un aumento en la velocidad inicial de hidrdlisis
al incrementarse la temperatura hasta alcanzar el maximo valor a 70°C, sin embargo,
al aumentar la temperatura hasta 80°C la velocidad inicial de hidrdlisis disminuye

ligeramente (Figura 10).

100 -
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040°C ¢&50°C A60°C +70°C x80°C

Figura 10. Efecto de la temperatura sobre la velocidad inicial de hidrélisis en el reactor enzimatico de

lecho empacado. Las temperaturas estudiadas fueron 40 (¢), 50 (o), 60 (A), 70 (+) y 80°C (x).
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Se calculd la energia de activacion que resulté de 4.89 Kcal/mol (Tabla 5) que es
menor al reportado para la invertasa producida por A. niger en cultivo liquido (9.13
Kcal/mol) (Rubio y Maldonado, 1995), menor a la reportada para la invertasa
producida por la misma cepa en FMS con PUF como soporte inerte (5.6 Kcal/mol)
(Nufiez, 2004) y menor a la obtenida para esta misma enzima en el analisis en tubos
de ensayo (7.07 Kcal/mol). El factor Q1o que indica cuanto aumenta la velocidad al
incrementar la temperatura 10°C también fue calculado, el valor obtenido (Tabla 5)
sugiere que la velocidad so6lo aumenta aproximadamente el 25% que es un
incremento pequefio comparado con el valor de Q4o calculado para la hidrélisis de
lactosa mediante B-galactosidasa que es de 1.85 en donde la velocidad
practicamente se duplica (Segel, 1982). La viscosidad de la solucién de sacarosa 2
M puede ocasionar problemas de transferencia de masa en el sistema y puede ser

debido a esto la reduccién en los valores de Ea 'y Qqo.

Tabla 5. Velocidad inicial de hidrdlisis en el reactor de lecho empacado a diferentes temperaturas,

Energia de activacion (Ea) y Q4o

Temperatura (°C) Velocidad (mg/Uh)
40 4.01
50 5.18
60 6.81
70 7.88
80 6.99

Ea (Kcal/mol)

4.89
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Q1o

1.24

Con los resultados anteriores se seleccioné la temperatura de 60°C manteniendo la
concentracion de sacarosa constante en 2.0 M para evaluar el efecto de la velocidad
de flujo sobre el porcentaje de hidrdlisis, primero se evalud la columna de 20 ml con
4.48 g de msf a un flujo de 0.02 ml/min, se observé que al inicio del experimento se
alcanzan porcentajes de hidrolisis practicamente del 100% (Figura 11). Sin embargo,
al transcurrir el tiempo el porcentaje de hidrdlisis disminuye posiblemente debido al
lavado de la fraccion soluble de invertasa presente en el reactor, posteriormente el
porcentaje de hidrdlisis se mantuvo en promedio en 58.95% durante 140 horas de
ensayo. Se observaron fluctuaciones en el porcentaje de hidrdlisis provocadas
posiblemente por las variaciones en el flujo ya que la bomba utilizada en este
experimento mostré dificultades para mantener constante un flujo tan pequefo (0.02
ml/min), por lo que se decidié emplear una columna de 200 ml con 51.1 g de msf con
un flujo de 0.2 ml/min, de esta manera se observé un comportamiento similar con un
porcentaje de hidrdlisis inicial del 100% que disminuye al transcurrir el tiempo, hasta
alcanzar en promedio un 55.44% de hidrdlisis de sacarosa por un periodo de 75
horas (Figura 12), se observoé que al aumentar el volumen del reactor el porcentaje
de hidrélisis no se ve afectado. Sin embargo, después de las 70 horas este
porcentaje empieza a disminuir, debido tal vez a la inactivacion térmica que sufre la
enzima o al lavado de la fraccion soluble que puede ser importante, similar a lo

reportado por Mansfeld y col. (1992).
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Figura 11. Hidrdlisis de sacarosa en un reactor de 20 cm?® operando a 60°C con sacarosa 2 M.
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Figura 12. Hidrdlisis de sacarosa en un reactor de 200 cm?, operando a 60°C con sacarosa 2 M.
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Los sistemas de células inmovilizadas con actividad invertasa para la hidrolisis de
sacarosa pueden ofrecer ventajas econdmicas sobre los sistemas con enzimas
libres, ademas se pueden alcanzar porcentajes de hidrdlisis elevados como los
reportados para la enzima autoinmovilizada en Cladosporium cladosporioides que
alcanza un porcentaje del 94.17% a 70°C (Santana et al., 2005), mayor que el
reportado para la enzima autoinmovilizada en A. niger C28B25 , sin embargo, la
concentracion de sacarosa que utilizan y el tiempo que la enzima permanece estable
son mucho menores (sacarosa al 5% y 3 horas respectivamente). Bajo condiciones
similares a las utilizadas en este trabajo se estudié la hidrdlisis de sacarosa en
continuo con levaduras inmovilizadas en lana (Krastanov, 1997) logrando un
porcentaje de hidrdlisis de sacarosa 2.0 M no menor del 50% a 70°C con flujos de 3-
4 ml/min con un tiempo de retenciéon de 9 minutos aproximadamente manteniéndose
estable por un periodo de 30 dias después de los cuales este porcentaje disminuye.
Con invertasa inmovilizada en poliestireno (Mansfeld et al., 1992) se logré hidrolizar
soluciones de sacarosa hasta 2.5 M, con un porcentaje de conversion del 80% y un
periodo de estabilidad de 360 dias, la diferencia entre estos resultados y los datos
obtenidos en este proyecto pueden ser debidos a las diferencias en los volumenes
de los reactores utilizados (0.3 y 50 L), la cantidad de invertasa inmovilizada
empacada en el reactor (90 g) y a la actividad de la invertasa inmovilizada (1000
u/g).

El bajo nivel de hidrdlisis es debido, por una parte, al lavado de la enzima
extracelular; sin embargo, también puede ser debido a problemas difusionales

ocasionados por la elevada viscosidad de la solucién, asi como al régimen de flujo.
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El numero de reacciéon Damkdhler (Da) permite estudiar el efecto de la transferencia
de masa en procesos con reaccion y difusion simultanea, como es el caso del objeto

de estudio de esta tesis (Chen y Wang, 1997).

El numero de reaccion Damkohler (Da) se define como la relacion de la maxima
velocidad de reaccion (Vmax) sobre la maxima velocidad transferencia de masa, que
corresponde al coeficiente de transferencia de masa (K.) multiplicado por la
concentracion de sustrato (Sp) y el area superficial de las particulas (a) (Chen y

Wang, 1997):

max

Ecuacion 1.

Si el numero Da << 1 la velocidad de transferencia de masa es mucho mayor que la
velocidad de reaccion y no existen problemas de transferencia de masa, el paso
limitante es la reaccién. Cuando Da >> 1 la velocidad de reaccién es mucho mayor
que la velocidad de transferencia de masa, lo que significa que existe una gran

limitacion debido a la transferencia de masa.

El numero Da se calculd a 60°C con la solucion de sacarosa 2 M la cual tiene una
viscosidad de 38.5 cP y los flujos utilizados en ambos reactores (0.02 y 0.2 ml/min).
Como Vmax Se considerd la velocidad inicial de hidrdlisis en el reactor de 20 cm?®
(1111.9 mg/h). Sin embargo, el célculo del numero Da involucra el coeficiente de

transferencia de masa (K.), este coeficiente se determiné usando la definicién del
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numero de Sherwood (Ecuacién 2) que relaciona el coeficiente de transferencia de
masa (K.), la longitud caracteristica del reactor (L) y la difusividad molecular del

soluto (Dag) (Chen y Wang, 1997).

K, L

AB .,
Ecuacion 2.

La difusividad molecular del soluto (Dag) es una caracteristica que depende de la
temperatura y de la viscosidad del fluido ademas de otros factores. Se utilizé la
ecuacion propuesta por Chen y Wang (1997) (Ecuacién 3) para determinar la

difusividad.

-8 112
7T4X10° ( DEI ME) T

AB

v 08

n
B A Ecuacion 3.

En donde Og es un factor de asociacion para el agua, Mg es el peso molecular del
agua (g/mol), T es la temperatura (K), ng es la viscosidad del solvente (cP) y Va es el
volumen molar del soluto (cm*mol). Una vez considerando las condiciones anteriores
el numero Da calculado para el sistema resulté mucho mayor que la unidad (336), lo

gue nos sugiere que el proceso de hidrolisis puede estar limitado por la transferencia
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del sustrato al sitio activo de la enzima, evitando de esta manera alcanzar

porcentajes de hidrdlisis superiores.

Utilizando las Ecuaciones 1, 2 y 3 se realizd una simulaciéon para observar como
cambian los diferentes factores como la viscosidad, la densidad, el K., la difusividad y
el numero Da, en funcion de dos variables que son relevantes en este proyecto, que

son la temperatura y la concentracion de sacarosa.

Para realizar la simulacion se trabajé con temperaturas de 10 a 70°C vy
concentraciones de sacarosa de 10 a 70%. Dado que las variables que nos interesan
son funcion de ambos factores (temperatura y concentracién de sacarosa) se decidio
mantener la temperatura constante y variar la concentracion de sacarosa de 10 a
70% con incrementos de 2.5%. De esta manera se tiene la viscosidad, densidad, K,
difusividad y Da para cada concentracién de sacarosa a una temperatura dada. Los

datos de viscosidad y densidad se obtuvieron de la pagina http://www.univ-reims.fr

esta pagina permite calcular la viscosidad y densidad administrando datos de

temperatura y concentracién de sacarosa.
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Figura 13. Efecto de la temperatura y la concentracion de sacarosa sobre la viscosidad.
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Figura 14. Efecto de la temperatura y la concentracion de sacarosa sobre la densidad.

Concentraciones elevadas de sacarosa tienen un marcado efecto aumentando la
viscosidad sobre todo a temperaturas bajas, al aumentar la temperatura la viscosidad
disminuye, sin embargo, a concentraciones altas de sacarosa se observa que la

viscosidad es elevada, aun incrementando la temperatura (Figura 13). La densidad
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se incrementa principalmente al aumentar la concentracién de sacarosa ya que al
disminuir la temperatura no se observa un cambio importante en la densidad (Figura

14).

Con los datos de viscosidad obtenidos se calcul6 la difusividad molecular del soluto
mediante la ecuacién 3, con temperaturas de 10 a 70°C y la viscosidad
correspondiente a soluciones de sacarosa de 10 a 70%. Posteriormente se calcul6 el
K. mediante la ecuacion 2, para esto fue necesario calcular el numero de Sherwood
para las diferentes condiciones, los datos fueron obtenidos de la pagina

http://rpaulsing.com reportando en todos los casos valores de 2.0 a 2.2.

Difusividad (cm2/s)
(1X107)

Tenrperatura (°C) Sacarosa (%)

Figura 15. Efecto de la temperatura y la concentracion de sacarosa sobre la difusividad.
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Figura 16. Efecto de la temperatura y la concentracion de sacarosa sobre el coeficiente de

transferencia de masa (K,).

La difusividad molecular (Dag) y el coeficiente de transferencia de masa (K.) tienen

un comportamiento similar ya que ambos se favorecen a temperaturas elevadas

cuando la concentracion de sacarosa es baja (Figura 15y 16).

Finalmente con los parametros necesarios se calculé el numero de Damkdéhler (Da)

mediante la ecuacion 1.

———————————————————————————
Hidroélisis de sacarosa en continuo con invertasa autoinmovilizada 53



Resultados y discusion
—————————— —— — ———— ———— ————————
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Figura 17. Efecto de la temperatura y la concentracion de sacarosa sobre el numero de Damkdhler

(Da).

El numero Da relaciona la velocidad de reaccion con la velocidad de difusion, dados
Da mayores que la unidad los problemas de transferencia de masa limitan el
proceso, para el caso de esta simulacién los numeros Da calculados fueron en todos
los casos mayores a la unidad, encontrando valores mayores a 13000 cuando la
concentracion de sacarosa es del 70% y la temperatura es de 10°C, inclusive cuando
la temperatura aumenta hasta 70°C y la concentracidn de sacarosa se mantiene en

70% el numero de Da es mayor a 200.

Esto nos sugiere que el proceso esta limitado por transferencia de masa aun a

concentraciones bajas de sacarosa y temperaturas elevadas (Figura 17).

———————————————————————————
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7. CONCLUSION

General.

El uso de un reactor de lecho empacado con el hongo y la enzima
autoinmovilizada permitié6 mas del 50% de hidrdlisis de una solucién de sacarosa
2 M a 60°C por periodos de hasta 70 h, evitando de esta manera los procesos
tipicos de purificacion e inmovilizacion de la enzima. Para incrementar el
porcentaje de hidrolisis debe evitarse el lavado de la fraccion soluble de la enzima
a través de métodos de inmovilizacion in situ.

Particulares

La mayor produccion de invertasa en fermentacion en medio sélido se alcanzé a
las 45 horas, un tiempo considerablemente menor al reportado para otras cepas
de A. niger y para Cladosporium cladosporioides.

El secado del material sélido fermentado permitié estabilizar esta matriz porosa
para ser utilizada como catalizador en el reactor empacado.

La mayor actividad de invertasa se alcanzé a los 70°C, esta temperatura es
mayor que la reportada para la enzima libre (45°C), la enzima inmovilizada (50-
55°C) y para la enzima producida en cultivo sélido (60°C).

La mayor velocidad de hidrolisis de sacarosa se obtuvo con una concentracién de
sacarosa 2 M a 70°C.

La hidrdlisis continua de sacarosa en reactores de 20 y 200 mL de capacidad fue
mayor al 50% con una solucién de sacarosa 2 M a 60°C, manteniéndose

constante por un periodo de mas de 70 horas.
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Las soluciones de sacarosa concentradas poseen una elevada viscosidad que
aunado a los flujos tan bajos utilizados presentan un problema para la
transferencia de masa, lo que se ve reflejado en el numero de Damkohler que

sugiere un proceso limitado por fendmenos difusivos.

Perspectivas.

En este trabajo se presentaron los resultados de la hidrdlisis de sacarosa en
continuo con un sistema de invertasa autoinmovilizada en un reactor de lecho
empacado en funcion de diferentes factores como son la temperatura, la
concentracion de sacarosa y el flujo.

Este tipo de sistema permite el uso del soporte utilizado para la produccion de
invertasa como catalizador para la hidrdlisis de sacarosa evitando los pasos de
purificacion e inmovilizacion de la enzima, sin embargo, aun es necesario hacer
estudios sobre procesos como la inmovilizacién del catalizador mediante un
meétodo sencillo para mantener toda la actividad enzimatica o la recirculacion de
la solucion de sacarosa para mejorar el porcentaje de hidrdlisis, todo esto con el
objetivo de incrementar y mantener el porcentaje de hidrdlisis por periodos
prolongados para que este tipo de sistemas sea atractivo para su aplicacion

industrial.
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