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enzimdtica como estrategia para incrementar estabilidad y permitir su reutilizacion. Al
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informacion acerca de su uso repetido.
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RESUMEN

La invertasa es una enzima ampliamente utilizada en la elaboracion de jarabe invertido en
las industrias alimentaria y licorera. Por lo que, al no poder reutilizarlas, representan un
mayor costo para las industrias. Este trabajo evalta, a escala de laboratorio, la estabilidad de
invertasa grado industrial inmovilizada por wunion covalente multipunto sobre
polihidroxialcanoato funcionalizado con glutaraldehido, a lo largo de maultiples ciclos de
reaccion. Primero, se establecieron las condiciones de operacion a las que se llevarian a cabo
la reaccion (50 °C, pH 5 y 0.15 g/mL de sacarosa). Se determind un rendimiento de
inmovilizacion de 33.45 + 3.17% m/m por balance masico. El andlisis de parametros
cinéticos de enzima libre e inmovilizada demostré constantes cinéticas comparables
Km=1.79 g*mL" y una leve disminucién del nimero de recambio del 6.25% ppm*min’',
coherente con la rigidizacion por anclaje covalente siendo de 93.8% ppm*min™'. Por tltimo,
se monitoreo la retencion de actividad dentro del ciclo y se comparo la actividad enzimatica
entre ciclos mostrando disminucién en la actividad de 2.59 % + 0.62 % ppm*min’ por ciclo
durante los primeros ocho ciclos y un incremento acelerado de pérdida desde el noveno ciclo
de 4.7% a 8.5% ppm*min’!, alcanzando un 47.2% ppm*min’! de enzima remanente en el
décimo cuarto ciclo. Los resultados indican que el PHA funcionalizado permite la
reutilizacion efectiva de la invertasa superior al reportado para técnicas de atrapamiento en
alginato u otros soportes por adsorcion. Los resultados indican que el PHA funcionalizado
permite la reutilizacion efectiva de la invertasa, lo que podria traducirse en una disminucion
del consumo de enzima, dando como resultado la reduccion de los costos operativos y el
desarrollo de procesos de produccidn de jarabe invertido mas sostenibles y competitivos para
las industrias alimentaria y licorera. Se recomienda realizar pruebas reforzando la
inmovilizaciéon mediante la reduccion de los enlaces de anclaje imina a amina con
cianoborohidruro de sodio y explorar otras matrices o técnicas para mejorar la estabilidad

frente a cizallamiento, pH y temperatura.
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I. INTRODUCCION

El aumento en la demanda de diversos productos a lo largo de los afios ha llevado a las
industrias a impulsar una mayor necesidad de procesos mas eficientes, sostenibles y
especificos, lo que ha estimulado el interés por tecnologias mas limpias y rentables. En este
contexto, los biocatalizadores industriales han emergido como una alternativa estratégica,
incrementando significativamente la demanda de enzimas como sustitutos de reactivos
quimicos tradicionales. Sin embargo, el uso de enzimas libres en solucion conlleva altos
costos operativos, ya que estas no pueden recuperarse facilmente y se pierden junto con el
producto final. Esta situacion obliga a emplear continuamente nuevas cantidades de enzima,

lo que limita su viabilidad econémica en aplicaciones a gran escala (Basso & Serban, 2019).

Por esta razon, se han desarrollado estrategias enfocadas en la recuperacion de dichas
enzimas luego de su uso en un ciclo de reaccidn, con el objetivo de optimizar su aplicacion
industrial. Una de las mas destacadas es la inmovilizacion enzimatica, que implica fijar las
enzimas sobre un soporte solido que restringe su movilidad sin comprometer su actividad
catalitica. Este confinamiento favorece una mayor rigidez en su estructura terciaria, lo que
les permite soportar mejor condiciones térmicas y quimicas adversas (Sheldon & Van Pelt,
2013). Esta técnica mejora significativamente su estabilidad, permitiendo que permanezcan
en fase solida y puedan ser reutilizadas en multiples ciclos, lo cual incrementa tanto su

disponibilidad como su eficiencia en distintos procesos industriales (Datta et al., 2013).

La durabilidad de la inmovilizacién enzimatica depende en gran medida del método utilizado
para fijar la enzima al soporte. Por ejemplo, técnicas basadas en adsorcion fisica son mas
simples y de menor costo que las uniones quimicas, pero presentan menor estabilidad, ya que
la unién es débil y reversible, lo que facilita la pérdida de enzima durante el proceso. En
cambio, métodos como la inmovilizacidon covalente o la reticulacion generan enlaces mas
fuertes y estables, permitiendo una mayor resistencia frente a condiciones extremas y
prolongando la vida ttil del biocatalizador. Otros enfoques como la encapsulacion o el
atrapamiento en matrices también pueden ofrecer proteccion moderada, aunque su

efectividad depende del tipo de matriz y del tamafio de los poros (Datta et al., 2013).

La solucion obtenida mediante la hidrolisis de sacarosa presenta un poder edulcorante hasta

un 30 % mayor al de dicha azlcar, gracias a la alta dulzura de la fructosa. Ademaés de reducir

1



costos por menor dosificacion, su uso mejora la textura y la retencion de humedad en
productos de panaderia y confiteria (Pomeranz, 1985). En fermentaciones industriales como
las de cerveza y licores, la glucosa y fructosa separadas se aprovechan de forma maés rapida
por las levaduras, lo que incrementa la eficiencia del proceso. Por estas ventajas, la inversion

de soluciones de sacarosa ha ganado importancia en la industria (Verstrepen et al., 2004).

Dado su extenso uso en procesos industriales y la imposibilidad actual de reutilizarla de
forma eficiente, ha surgido un creciente interés en la inmovilizacion de la enzima invertasa.
En este trabajo se presenta un estudio de la inmovilizacidon enzimatica en donde se analiza la
estabilidad de invertasa inmovilizada en polihidroxialcanoato a través de multiples ciclos de

reaccidon enzimatica.



II.  OBJETIVOS

. General
Evaluar la estabilidad y actividad enzimatica de la invertasa inmovilizada en

polihidroxialcanoato funcionalizado a través de ciclos de reaccion.

. Especificos

Determinar el rendimiento de inmovilizacién de invertasa en una matriz polimérica
de polihidroxialcanoato (PHA) para cuantificar la concentracion inicial de invertasa
inmovilizada mediante un modelo cinético.

Cuantificar la retencion de actividad enzimdtica especifica de la enzima
posteriormente de su inmovilizacion.

Utilizar un modelo cinético para cada ciclo de reaccidon enzimatica de la invertasa
inmovilizada en polihidroxialcanoato (PHA) para calcular la cantidad de invertasa

util.



II. JUSTIFICACION

La produccion global de aziucar aumenta constantemente debido a la creciente demanda de
este insumo en la industria alimentaria y de biocombustibles. Se estima que la produccion
mundial de azlicar alcanzara los 198 millones de toneladas para 2032, con un crecimiento
anual proyectado del 1.3% (Michele, 2023, pp. 2024-2033). Solo en Brasil, el mayor
productor mundial, la produccion anual supera los 40 millones de toneladas, lo que representa
mas del 20% del suministro global (Foreign Agricultural Service, 2024). La biocatalisis ha
impulsado el uso de enzimas en diversas industrias debido a su potencial para optimizar
procesos de produccién de manera mas sostenible y en la reduccion del uso de compuestos
quimicos convencionales (Sheldon & Woodley, 2018). A diferencia de los catalizadores
inorganicos tradicionales, las enzimas destacan por su alta especificidad, lo que permite
obtener productos mas puros y con menos subproductos no deseados (Buchholz et al., 2012).
No obstante, su aplicacion industrial sigue siendo limitada debido a desafios como su
estabilidad en diversas condiciones y la dificultad en su recuperacion y separacion de los

sustratos y productos de reaccion (Chapman et al., 2018).

La invertasa usada para esta sintesis suele tener un precio alto, por lo que, al no poder
reutilizarlas, representan un mayor costo para las industrias (Flickinger, 2010). Entre los
mayores obstaculos al momento de utilizar esta enzima en el proceso de produccion de jarabe
invertido son que no existen formas de recuperarla y esta se va en el producto terminado por
lo que se han creado técnicas de inmovilizacion para su recuperacion. Esto hace necesario el
uso de soportes cataliticos para la retencion de estas moléculas y su posterior recuperacion
con el objetivo de utilizarla en posteriores ciclos (Manoochehri et al., 2020). Este tipo de
avances presentan el reto de conocer cuantas veces es posible reutilizar este compuesto hasta

que deja de ser eficiente en la aceleracion de la reaccion.

Ante la ausencia de estudios previos e informacion publicada sobre la retencion multiciclo
de invertasa, este trabajo analiza la estabilidad de la invertasa covalentemente inmovilizada
en la superficie de pellets de polihidroxialcanoato (PHA) mediante el uso de glutaraldehido,
a lo largo de mudltiples ciclos de reaccion enzimatica, determinando la invertasa remanente

tras cada ciclo. Esto pretende ser una investigacion inicial para posteriormente analizar la



transicion a escala industrial y abrir el campo de estudio para el andlisis de estabilidad de esta

enzima en las diferentes técnicas de inmovilizacion.



IV. MARCO TEORICO
A. ENZIMAS

Las proteinas son biomoléculas fundamentales para los seres vivos las cuales estan
constituidas principalmente por los elementos carbono, hidrogeno, oxigeno, nitrogeno y
azufre. En algunos casos pueden incluir elementos como fosforo, cobre, zinc o hierro. Estas
macromoléculas son cadenas de aminoacidos, los cuales estan formados por un grupo amino
y un grupo carboxilo unidos a un carbono alfa. Este carbono central presenta una estructura
tetraédrica, en la que también se enlazan un 4atomo de hidrégeno y un grupo funcional
diferente o cadena lateral, que varia dependiendo el aminoacido. La unién de los aminoacidos
para formar proteinas se da mediante enlaces peptidicos, los cuales se forman a través de una
reaccion de condensacion entre el grupo carboxilo de un aminoacido y el grupo amino de
otro. Esta reaccidn se repite sucesivamente, dando lugar a una cadena polipeptidica que, al

plegarse adecuadamente, origina una proteina funcional (Nelson et al., 2021).

Estas moléculas actiian como catalizadores en los procesos biologicos. Se caracterizan por
su alta especificidad y requieren condiciones adecuadas para funcionar correctamente. Estas
sustancias regulan las transformaciones quimicas en los sistemas vivos y aumentan la
velocidad de las reacciones. Poseen un sitio activo cuya estructura es complementaria al
sustrato; al unirse, esta interaccion favorece la formacion del producto. No obstante, pueden
desnaturalizarse al exponerse a factores como el calor, acidos fuertes, metales pesados o
detergentes. Al ser solubles en agua, su recuperacion es dificil y no pueden reutilizarse con
facilidad, lo que limita su aplicacién en procesos industriales (Lundblad & Macdonald,

2018).

1. Estructura

Las proteinas comparten una misma estructura, la cual se divide en multiples niveles. La
estructura primaria se conforma de las cadenas de aminodcidos de longitud variable que va
desde unos pocos hasta miles, lo que determina su tamafio. La variacion de estas secuencias

entre los 20 aminoacidos dicta sus funciones bioldgicas especificas, que van desde la catalisis
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de reacciones bioquimicas hasta el transporte de moléculas a través de las membranas

celulares (Berg et al., 2002).

La estructura secundaria se genera a través de plegamientos locales dentro de la cadena
polipeptidica, estabilizados principalmente por puentes de hidrogeno entre los grupos amino
y carboxilo del enlace peptidico, generando estructuras como hélices alfa y laminas beta. Las
hélices alfa poseen una longitud equivalente de tres aminoacidos y son la base de las proteinas
de los tejidos flexibles, en cambio, las placas beta propician una alta resistencia mecanica al
encontrarse en forma de zigzag los aminoacidos que componen estas estructuras. Estos
elementos estructurales proporcionan un andamiaje inicial para el plegamiento

tridimensional de la proteina (Berg et al., 2002).

La estructura terciaria se refiere a la disposicion tridimensional completa de la proteina,
incluyendo la ubicacion espacial de todos los atomos, estabilizada por interacciones débiles
como fuerzas de Van der Waals, puentes de hidrogeno, interacciones hidrofobicas y puentes
disulfuro entre aminoécidos de cisteina. Esta estructura es fundamental ya que determina las
propiedades superficiales, actividad catalitica, estabilidad quimica y mecénica y por tltimo

su forma (Berg et al., 2002).

Cuando una proteina estd compuesta por mas de una cadena polipeptidica, es decir, cuando
es una proteina oligomérica, presenta una estructura cuaternaria. Esta se origina por la unién
de varias subunidades, las cuales, al integrarse, adquieren propiedades diferentes a las de
cada componente individual. Estas cadenas se mantienen unidas mediante enlaces no
covalentes, lo que permite que trabajen de forma coordinada para modular la actividad
biologica de la proteina. Si las subunidades se separan, la proteina pierde su funcionalidad.
Las fuerzas responsables de estabilizar la estructura terciaria también intervienen en la

cohesion de las cadenas en la estructura cuaternaria (Berg et al., 2002).

El centro activo de una enzima es una cavidad localizada en su superficie, compuesta por
aminoacidos que no se encuentran proximos en la secuencia lineal de la cadena polipeptidica,
sino que se agrupan debido al plegamiento tridimensional caracteristico de la proteina, es
decir, su estructura terciaria y cuaternaria. Dentro de este sitio existen dos tipos principales
de aminodacidos: los cataliticos, cuyas cadenas laterales permiten realizar la funcion catalitica,

y los de unidn, que cuentan con grupos funcionales capaces de establecer interacciones
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débiles con los grupos complementarios del sustrato con el objetivo de guiarlo a los primeros.
Estos ultimos son responsables de posicionar al sustrato correctamente para que los
aminodcidos cataliticos puedan actuar de forma efectiva. Los demds aminoacidos de la
cadena no forman parte del centro activo, pero son esenciales para mantener la estructura
tridimensional de la enzima, la cual es clave para conservar su funcionalidad (Berg et al.,

2002).

La forma tridimensional del centro activo se adapta perfectamente a la del sustrato, y ambas
presentan una distribucion complementaria de cargas en su superficie de contacto. Por
ejemplo, una region del sustrato con carga positiva se alinea con una zona cargada
negativamente del centro activo, y viceversa. Aunque son pocos los aminoacidos que
conforman el centro activo, su cercania dentro de la enzima depende del plegamiento
terciario. En enzimas con estructura cuaternaria, estos aminoacidos pueden incluso

encontrarse en diferentes cadenas polipeptidicas (Berg et al., 2002).

2. Propiedades

Las enzimas son catalizadores bioldgicos capaces de acelerar significativamente la velocidad
de las reacciones quimicas. Al actuar como tales, reducen la energia de activacion necesaria
para que ocurra la transformacion. La configuracion y organizacion de su sitio activo
restringen los movimientos del sustrato, colocandolo en una orientacion favorable. Esto
facilita la conversion del complejo enzima-sustrato en producto, sin necesidad de alcanzar el
estado de transicién con alto requerimiento energético. Es importante destacar que las
enzimas no modifican el equilibrio quimico de la reaccion, sino que simplemente aumentan

la rapidez con la que se alcanza (Nelson et al., 2021).

Una propiedad clave de las enzimas es su elevada especificidad, ya que, a diferencia de los
catalizadores inorgdnicos, suelen participar Unicamente en una reaccidon particular y
raramente generan productos secundarios. Esta especificidad fue explicada inicialmente por
el modelo de llave y cerradura en el cual se sugiere que la enzima y el sustrato poseen formas
complementarias. Posteriormente, se planted el modelo del ajuste inducido, el cual indica

que las proteinas presentan cierta flexibilidad estructural y que las interacciones no



covalentes con el sustrato inducen cambios en la conformacion tridimensional del sitio

activo, adaptandolo a la forma del sustrato (Audesirk et al., 2017).

Adicionalmente, debido a su considerable tamano, la cantidad de enzimas utilizadas en los
diversos procesos pueden ser reguladas con el fin de ajustar la velocidad de reaccion deseada.
La modulacién de la velocidad de las reacciones que catalizan permite a las células ajustarse
eficientemente a cambios ambientales. Esta capacidad de regulacion es fundamental para

conservar tanto energia como recursos dentro de los organismos (Alberts, 2002).

3. Funciones

La Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB por sus siglas en
inglés) establecid un sistema de nomenclatura para las enzimas basado segtn el tipo de
reaccion que catalizan. Cada enzima recibe un nombre sistematico compuesto por dos partes
y una clasificacion numérica de cuatro digitos. Este sistema contempla seis clases principales.
La primera corresponde a las oxidorreductasas, encargadas de catalizar reacciones de 6xido-
reduccién en las que se modifica el estado de oxidacion de uno o mas atomos en una
molécula. Estas reacciones implican la transferencia de electrones y suelen ir acompanadas

por cambios en atomos de oxigeno o hidrogeno (Lehninger et al., 2013).

Otra clase importante son las transferasas, que transfieren grupos funcionales como amino,
carboxilo o carbonilo entre una molécula donadora y otra aceptora. Las hidrolasas catalizan
reacciones en las que el agua participa rompiendo enlaces como carbono-oxigeno o carbono-
nitrégeno. Por su parte, las liasas eliminan grupos de una molécula formando dobles enlaces,
o los afiaden a estos, si es que promueven la accion contraria sin el uso de agua son llamadas
sintasas. Las isomerasas catalizan reordenamientos intramoleculares, e incluyen enzimas
como las epimerasas, que invierten la configuracién de carbonos asimétricos con el objetivo
de producir los diversos isomeros de una molécula, y las mutasas, que transfieren grupos
dentro de la misma molécula. Por ultimo, las ligasas facilitan la formacion de enlaces
covalentes entre dos moléculas, generalmente utilizando energia derivada del ATP

(Lehninger et al., 2013).



4. Actividad enzimatica

La funcién de las enzimas es indispensable para todos los organismos, ya que, sin
catalizadores, muchas reacciones bioquimicas serian demasiado lentas para sustentar la vida.
En medios biologicos, donde las condiciones son estables, las moléculas tienden a no
reaccionar espontaneamente; por ello, las enzimas permiten acelerar los procesos sin
necesidad de alterar el entorno. Las reacciones quimicas que ocurren en los sistemas vivos
estan regidas por las leyes de la termodinamica, en particular por la segunda ley, de la cual
se deriva el concepto de energia libre de Gibbs. Para que una reaccion sea espontanea, el
cambio en la energia de Gibbs (AG) debe ser negativo, lo que significa que la energia libre
del producto debe ser menor que la del sustrato. En el caso de las reacciones bioquimicas
estas suelen liberar poca cantidad de energia de Gibbs por lo que son poco espontaneas y es

necesaria su aceleracion (Buchholz et al., 2012).

En cualquier conversion quimica los reactivos deben una trayectoria de reaccion por la cual
se encuentra el estado de transicion el cual posee un mayor nivel energético que los productos
y reactivos. La diferencia entre su nivel energético entre este punto de los reactivos se conoce
como energia de activacion: cuanto mayor sea la diferencia la reaccion sucederd a menor
velocidad. Las enzimas aceleran el proceso al reducir disminuir este nivel energético
facilitando asi la conversion de sustrato en producto sin desplazar el equilibrio que contintia
siendo determinado por las leyes de la termodinamica. Al disminuir solo la energia del estado
de transicion, no alteran la energia libre global de reactivos y productos, de modo que la
reaccion puede absorber o liberar calor sin que ello cambie su balance termodindmico

(Nelson et al., 2021).

El incremento de la temperatura acelera la velocidad de las reacciones quimicas catalizadas
por enzimas, pero al superar un umbral térmico especifico dependiendo de la proteina
provoca la desnaturalizacion de la proteina y la consiguiente pérdida de actividad, esto

dificulta fijar con precision la temperatura Optima. Por ello, las curvas de actividad térmica
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suelen muestran el aumento y disminucion de la actividad enzimatica debido a la

desnaturalizacion (Berg et al., 2002).

5. Inhibicién

Estos biocatalizadores pueden ver reducido su actividad catalitica debido a la presencia de
inhibidores, los cuales interfieren en el desarrollo normal de la reaccion. Esta inhibicion
puede clasificarse como reversible o irreversible, segin la posibilidad de que la enzima
recupere su funcionalidad. La inhibicion irreversible suele suceder por la presencia de algin
compuesto el cual reacciones con los grupos funcionales en la superficie de la enzima
alterando permanentemente el sitio activo, estos pueden ser productos de la reaccion o
compuestos inorganicos como metales pesados, siendo un ejemplo de esto el plomo. Dentro
de las inhibiciones reversibles se distinguen tres mecanismos principales, inhibicion

competitiva, no competitiva y acompetitiva (Lehninger et al., 2013).

En la inhibicion reversible competitiva el inhibidor presenta una estructura semejante al
sustrato natural y compite por el sitio activo de la enzima. La eficacia de este tipo de
inhibicion estd determinada por la concentracion relativa de sustrato e inhibidor, ya que una
alta cantidad de sustrato puede desplazar al inhibidor, restableciendo parcialmente la

actividad enzimatica (Lehninger et al., 2013).

Asimismo, la inhibicién no competitiva el inhibidor no imita la estructura del sustrato por lo
que no compite por el centro activo, sino que se une a una region diferente de la enzima.
Aunque esta interaccion no impide que el sustrato se una al centro activo, provoca una
pérdida de actividad enzimdtica, haciendo que la enzima se vuelva inactiva

independientemente de la presencia del sustrato (Lehninger et al., 2013).

Por ultimo, la inhibicidn reversible acompetitiva, ocurre cuando el inhibidor se une a la

enzima solo después de que esta ha formado un complejo con el sustrato. Esta union se da en
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un sitio diferente al centro activo, y al estabilizar el complejo enzima-sustrato-inhibidor,
interfiere con la reaccidén catalitica, reduciendo tanto la velocidad de reaccion como la

afinidad aparente de la enzima por el sustrato (Lehninger et al., 2013).

La inhibicién por retroalimentacion es un método mediante el cual un producto final inhibe
la funcién de la enzima en una etapa inicial de una secuencia de reacciones. En figura a
continuacion se puede observar secuencia de reacciones catalizadas por enzimas, la primera
enzima en la serie es inhibida por el producto F. En las primeras etapas de la reaccion, la
concentracion de F es baja y su efecto inhibidor es minimo. A medida que la concentracion
de F alcanza un cierto nivel, que puede conducir a la inhibicion total de la primera enzima y

por lo tanto desactiva su propia fuente de produccion (Lehninger et al., 2013).

Figura 1. Inhibicién por retroalimentacion

A—- B —» C —> D — E —> F

Fuente: Nelson & Cox, 2021.

La inhibicién por sustrato es un fenomeno observado en aproximadamente una cuarta parte
de las enzimas, y se presenta cuando un exceso de sustrato en el medio reduce la velocidad
de reaccion en lugar de mantenerla en su nivel maximo. Esto se debe a que el complejo
enzima sustrato puede combinarse, ademas, con una molécula extra de sustrato para formar
el complejo enzima sustrato-sustrato, el cual es inactivo, por consiguiente, no conduce a un

producto (Lehninger et al., 2013).

6. Cinética enzimatica

La cinética enzimatica constituye el estudio medible de la catélisis realizada por enzimas,
permitiendo analizar las velocidades de reaccion y la afinidad que estas presentan tanto por
sus sustratos como por posibles inhibidores. Este estudio ademas analiza y establece los

mecanismos de reaccion implicados con el objetivo de comprender los procesos que regulan
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las rutas metabolicas. Dentro de este campo, uno de los conceptos fundamentales es el orden
de reaccion, esto se debe que el orden de reaccion suele tener un papel importante en la
determinacion de los exponentes en las ecuaciones de velocidad de reaccion. Esta
clasificacion permite inferir caracteristicas del mecanismo catalitico. En el caso de la
invertasa esta es una reaccion de primer orden la cual depende linealmente de la
concentracion de un solo sustrato, siendo la sacarosa, lo que sugiere un paso limitante

unimolecular (Berg et al., 2002).
a. Modelo Michaelis-Menten

Es un modelo matematico el cual es una de las bases fundamentales de la cinética enzimatica
y describe como varia la velocidad de una reaccidon enzimadtica en funcidn de la concentracion
del sustrato. Este modelo parte del supuesto de que la enzima se une reversiblemente al
sustrato para formar un complejo enzima-sustrato, llega al estado de transicion, el cual
posteriormente reacciona y se descompone para liberar el producto y regenerar la enzima

libre (Lehninger et al., 2013).

Figura 2. Mecanismo enzimatico

E+S—oES—ESF < EP—E+P

Fuente: Nelson & Cox, 2021.

La ecuacion resultante, conocida como ecuacion de Michaelis-Menten, es:

Ecuacion 1. Modelo cinético de Michaelis-Menten

_ Uméx[S] k+2[E]0[S]

"TIS1+Ky  [S]+ Ky

Por ultimo, en donde v es la velocidad de reaccion a través del tiempo, v,,5, €s la velocidad

maxima de reaccion, [S] es la concentracion de sustrato, Kj, es la constante de Michaelis-
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Menten, k. , es la constante de velocidad y [E], es la concentracion de enzima. El valor vy, 5,

esta compuesto por una constante de afinidad.
b. Factores que afectan la velocidad de reaccion

La velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas se ve influenciada por factores
fisicoquimicos como la temperatura y el pH. Cada enzima presenta un rango 6ptimo de
temperatura en el cual su actividad catalitica es maxima; fuera de este intervalo, la velocidad
de reaccion disminuye notablemente. Usualmente, se observa un incremento progresivo en
la velocidad hasta alcanzar rango entre los 35°C y los 45°C, en el caso de la invertasa siendo
de 50°C, momento a partir del cual ocurre una disminucidn abrupta. Este comportamiento se
debe a que el aumento de temperatura aumenta el nimero de colisiones entre las moléculas
de sustrato y la enzima. Se debe tomar en cuenta que a mayores temperaturas se puede inducir
la desnaturalizacion enzimatica, lo que disminuye la actividad enzimética, esto suele ocurrir
por encima de los 60—70 °C, las tinicas excepciones son las enzimas que son producidas por

organismos termoéfilos (Wilson, 2013).

En el caso del pH la variacion de este puede modificar la conformacion tridimensional de la
enzima al alterar el estado de ionizacion de los grupos funcionales del sitio activo. La
estructura de la enzima depende del equilibrio entre interacciones electrostaticas, es decir,
atracciones y repulsiones entre residuos aminoacidicos con cargas opuestas. Como en el caso
de la temperatura, las enzimas poseen un rango de operacion optimo de pH, fuera de dicho
rango disminuye la actividad enzimatica de la enzima hasta el punto de su desnaturalizacion
total, volviéndola completamente inefectiva. En el caso de las enzimas mas resistentes a los
cambios de pH, la enzima conserva mas del 75 % de su actividad en un margen mas amplio

alrededor de su pH 6ptimo (Wilson, 2013).
7. Invertasa

También conocida cominmente como sacarasa. El producto de esta reaccion es una mezcla
equimolar de glucosa y fructosa, conocida como aztcar invertido, término que se origina del
cambio en la rotacion Optica: la sacarosa, inicialmente dextrorrotatoria, al ser transformada
por la enzima, genera una solucion levorrotatoria. La invertasa se encuentra ampliamente

distribuida en diversos organismos, incluyendo microorganismos, plantas y animales,
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desempefiando un papel esencial en el metabolismo de oligosacaridos y polisacaridos que
posean fructosa como parte de sus unidades basicas, como lo es el caso de la sacarosa. En
cuanto a su estructura, la invertasa intracelular presenta un peso molecular aproximado de

135 kDa, mientras que la forma extracelular alcanza alrededor de 270 kDa (Whitaker, 2018).

La invertasa fue una de las primeras enzimas en ser estudiadas debido a su capacidad para
hidrolizar sacarosa en glucosa y fructosa. Su actividad fue observada por primera vez en
1833, cuando el quimico francés Jean-Baptiste Biot not6 un cambio en la rotacion optica de
soluciones de sacarosa tratadas con extractos de levadura. En 1835, el quimico Marcellin
Berthelot confirmo6 que esta inversion optica se debia a la accion de una sustancia presente
en la levadura, denominando el producto como ‘“azucar invertido”. Mas tarde, en 1876,
Wilhelm Kiihne acufio el término "enzima" para referirse a estos agentes solubles,
clasificando a la invertasa dentro de esta nueva categoria, distinta de los fermentos celulares.
Yaen el siglo XX, la enzima fue aislada y caracterizada a partir de Saccharomyces cerevisiae,
consolidandose como un modelo clave en el estudio de la catalisis enzimatica y el

metabolismo de carbohidratos (Whitaker, 2018).

La invertasa tiene un amplio uso en la industria alimentaria, farmacéutica y biotecnoldgica
debido a su capacidad para catalizar la hidrolisis de sacarosa en una mezcla de glucosa y
fructosa, conocida como azucar invertido. Esta mezcla es altamente apreciada por su mayor
poder endulzante, su resistencia a la cristalizacion y su estabilidad, lo que la hace ideal para
la elaboracién de jarabes, confiteria, productos de reposteria y rellenos de chocolates. En la
industria farmacéutica, se utiliza para formular jarabes mas estables y de mejor palatabilidad.
Ademés, en procesos biotecnoldgicos, la invertasa es empleada en la produccién de bioetanol

y en fermentaciones que requieren la conversion previa de sacarosa (Whitaker, 2018).
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B. SACARIDOS

Los azucares, también conocidos como sacaridos o carbohidratos, son biomoléculas
formadas principalmente por carbono, hidrogeno y oxigeno. Su estructura basica consiste en
unidades de polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas cuando se encuentran en sus formas
no cicladas, y representan una de las principales fuentes de energia para los seres vivos. En
organismos heterotrofos, como los animales y muchos microorganismos, los carbohidratos
se degradan mediante rutas metabolicas para liberar energia utilizable en forma de ATP.
Ademas de su funcion energética, los azucares desempefian roles estructurales importantes
en plantas, ejemplo de esto es la celulosa en las paredes celulares y la quitina en los
exoesqueletos de los artrépodos. Ademads, estos compuestos participan en procesos de
sefalizacion celular, reconocimiento inmunolédgico y sintesis de biomoléculas esenciales

(Lehninger et al., 2013).

Los sacaridos se clasifican en funcion del numero de unidades monoméricas que los
componen. Los monosacaridos son las unidades mas simples, como la glucosa y la fructosa.
Cuando dos monosacaridos se enlazan mediante un enlace glucosidico, forman disacéridos,
como la sacarosa y la lactosa. Los oligosacaridos contienen entre dos y diecinueve unidades
de monosacaridos, y suelen estar unidos a proteinas o lipidos en las membranas celulares.
Por tltimo, los polisacaridos estan formados por largas cadenas de monosacaridos; entre ellos
se destacan el almidon, el glucogeno y la celulosa, que cumplen funciones de
almacenamiento energético o soporte estructural dependiendo del organismo y el contexto

fisiologico (Lundblad & Macdonald, 2018).

1. Monosacaridos

Son carbohidratos mas simples y constituyen las unidades basicas a partir de las cuales se
forman los disacéridos, oligosacaridos y polisacaridos. Estan formados por una sola cadena
de atomos de carbono con grupos hidroxilo (-OH) y un grupo carbonilo, que puede ser un
aldehido (aldosas) o una cetona (cetosas). Su féormula general es C,H2,0O, donde n
generalmente varia su valor entre tres y siete, teniendo un valor entre 5 y 6 para los
monosacaridos mas importantes en la naturaleza. Entre los monosacaridos mas comunes se

encuentran la glucosa, la fructosa y la galactosa, los cuales desempefian un papel fundamental
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en el metabolismo celular como fuente inmediata de energia. Ademas, muchos
monosacaridos pueden modificarse o combinarse con otras moléculas para cumplir funciones
estructurales o de sefializacion en los organismos vivos. Debido a su solubilidad en agua y
su capacidad para formar enlaces glucosidicos, los monosacaridos son altamente versatiles

en sistemas bioldgicos (Lundblad & Macdonald, 2018).

a. Glucosa

La glucosa es un monosacarido no ionizado cuya férmula molecular es C¢H120, clasificado
como una aldohexosa debido a que posee seis &tomos de carbono en su estructura y un grupo
funcional aldehido en uno de sus extremos. Es el aziicar més abundante en la naturaleza y se
presenta como un sélido blanco, cristalino y altamente soluble en agua. Su masa molar es de
180.16 g/mol. Se encuentra de forma natural en frutas, vegetales y miel, y también forma
parte de productos procesados como cereales y bebidas, donde es empleada como edulcorante
por su capacidad de realzar el sabor. En solucién acuosa, la glucosa puede adoptar una
estructura ciclica en forma de hexagono, lo que le confiere estabilidad quimica y reactividad
adecuada para participar en enlaces glucosidicos con otros aztcares (Lundblad & Macdonald,

2018).

Desde un punto de vista fisioldgico, la glucosa representa una fuente esencial de energia para
los organismos heterotrofos, incluyendo al ser humano. Su concentracién en sangre esta
estrechamente regulada, y cualquier exceso es rapidamente utilizado o almacenado. Una du
sus principales funciones es la obtencidon de energia, esta molécula se degrada en una serie
de reacciones enzimaticas hasta convertirse en piruvato, liberando energia en el proceso. Esta
energia se captura en forma de ATP, a través de la fosforilacion de ADP, y es utilizada para

sostener funciones celulares vitales (Audesirk et al., 2017).

b. Fructosa

Es un monosacarido natural que se encuentra cominmente en frutas, jugos, algunas hortalizas

y en la miel. Quimicamente, comparte la misma férmula molecular que la glucosa CsH120g,
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pero difiere en su estructura: mientras que la glucosa es una aldohexosa, la fructosa es una
cetohexosa, debido a la presencia de un grupo cetona en el carbono 2. Es el azicar natural
mas dulce conocido, y se presenta como un solido cristalino altamente soluble en agua. Posee
una masa molar de 180.16 g/mol y un punto de ebullicion elevado, cercano a los 440 °C. Su
alta dulzura la hace ideal como edulcorante en la industria alimentaria, especialmente en
jarabes de maiz de alta fructosa y productos procesados. En soluciones acuosas, puede
adoptar estructuras ciclicas en forma de pentagono lo que aumentan su estabilidad y

reactividad quimica, favoreciendo su uso en formulaciones alimenticias (Lehninger et al.,

2013).

Desde un punto de vista metabdlico, la fructosa se metaboliza principalmente por la via de la
fructolisis. A diferencia de la glucosa, su captacion no estd regulada por la insulina, lo que
permite su entrada directa a los hepatocitos. Alli se transforma en intermediarios que pueden
ser utilizados para la sintesis de glucosa, glucogeno, lactato o acidos grasos. Sin embargo, un
consumo elevado y sostenido de fructosa, especialmente en su forma libre o en jarabes
concentrados, puede generar un exceso de produccion de triglicéridos, lo que contribuye a la
dislipidemia y a trastornos metabdlicos como el higado graso no alcohdlico. Ademas, este
desequilibrio energético puede alterar la sensibilidad a la insulina y favorecer el desarrollo

de enfermedades cronicas si no se regula adecuadamente (Lehninger et al., 2013).

2. Oligosacaridos

Los oligosacaridos son carbohidratos formados por la union de entre dos y diecinueve
monosacaridos mediante enlaces glucosidicos. Aunque son menos abundantes que el resto
de los sacaridos, desempenan funciones bioldgicas altamente especializadas. A menudo se
encuentran unidos covalentemente a proteinas (glicoproteinas) o lipidos (glicolipidos),
formando estructuras complejas que participan en procesos fundamentales como el
reconocimiento celular, la adhesion entre células, la respuesta inmune y la sefializacion
intercelular. En la superficie de las células, los oligosacéaridos actian como "etiquetas" que
permiten identificar tipos celulares y detectar la presencia de agentes patogenos. Ademas,

algunos oligosacaridos presentes en los alimentos, como los fructooligosacéaridos (FOS),
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tienen efectos prebidticos, ya que estimulan selectivamente el crecimiento de bacterias
beneficiosas en el intestino humano. Debido a su estructura ramificada y diversidad en los

enlaces, presentan una gran variabilidad funcional y estructural (Lehninger et al., 2013).

a. Sacarosa

La sacarosa es un disacarido compuesto por una molécula de glucosa (aldohexosa) y una de
fructosa (cetohexosa) unidas mediante un enlace glucosidico a (1—2). Su formula molecular
es C12H22011, con una masa molar de 342.30 g/mol. Se presenta como un sélido cristalino,
blanco, soluble en agua y con un sabor dulce caracteristico. Es uno de los azlicares mas
comunes en la naturaleza y se encuentra en altas concentraciones en la cafa de azucar, la
remolacha azucarera, frutas y vegetales. La sacarosa es ampliamente utilizada como
endulzante en la industria alimentaria y constituye una fuente rapida de energia. En
soluciones acuosas, no posee poder reductor debido a que ambos grupos anoméricos de sus
monosacaridos estan involucrados en el enlace, lo que impide su apertura a las formas

lineales caracteristicas de azucares reductores (Whitaker, 2018).

Desde el punto de vista industrial, la sacarosa tiene un papel fundamental en multiples
sectores, especialmente en la industria alimentaria, donde se emplea no solo como
edulcorante, sino también como agente de conservacion, estabilizante de textura y
potenciador de sabor. Se utiliza en la elaboracion de productos de panaderia, bebidas,
golosinas, confiteria, mermeladas y productos lacteos. En la industria farmacéutica, es un
excipiente comun en jarabes y comprimidos, mejorando la palatabilidad de los
medicamentos. También se emplea como sustrato en procesos fermentativos para la
produccién de etanol, acidos orgéanicos y bioplésticos. Su disponibilidad, bajo costo y
propiedades fisicoquimicas la convierten en un ingrediente versatil y esencial en la

formulacion de una amplia gama de productos comerciales (Whitaker, 2018).

La sacarosa se encuentra en altas concentraciones en ciertas plantas que han sido
ampliamente utilizadas para la produccion industrial de azucar. La cafia de azucar
(Saccharum officinarum) es la principal fuente a nivel mundial, con un contenido de sacarosa
que oscila entre el 12 % y el 16 % del peso fresco del tallo. En regiones de clima templado,

la remolacha azucarera (Beta vulgaris) representa una fuente clave, ya que sus raices
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almacenan entre 15 % y 20 % de sacarosa. Otra planta de interés es el sorgo dulce (Sorghum
bicolor), cuyo jugo del tallo puede contener entre 7 % y 12 % de sacarosa, siendo evaluado

también como materia prima para la produccion de biocombustibles (Yahia, 2018).

3. Polisacaridos

Las moléculas poliméricas complejas formadas por la uniéon de mas de dieciocho
monosacaridos mediante enlaces glucosidicos, y pueden estar compuestos por cientos o
incluso miles de unidades. Se clasifican en homopolisacéridos, si estdn formados por un solo
tipo de monosacarido, como en el caso del almidon o la celulosa, formados tinicamente por
glucosa, y en heteropolisacaridos cuando contienen distintos tipos de unidades basicas.
Cumplen funciones esenciales en los organismos vivos, principalmente como reservas
energéticas (como el almidon en plantas y el glucogeno en animales) o como componentes
estructurales, como la celulosa en las paredes celulares vegetales o la quitina en los
exoesqueletos de artropodos. A diferencia de los azlcares simples, los polisacaridos no
suelen tener sabor dulce y su complejidad estructural los hace menos solubles en agua,

aunque mas estables y adecuados para funciones biologicas de largo plazo (Whitaker, 2018).

4. Azicar invertido

El azucar invertido es una mezcla equimolar de glucosa y fructosa que se obtiene por la
hidrolisis de la sacarosa, un disacarido compuesto por estos dos monosacéridos. Esta reaccion
puede llevarse a cabo mediante hidrélisis acida o a través de hidrdlisis enzimatica,
principalmente con la enzima invertasa. El término “invertido” proviene del cambio en la
rotacion Optica de la solucion: mientras que la sacarosa es dextrorrotatoria, la mezcla
resultante después de la hidrdlisis se vuelve levorrotatoria debido a la mayor rotacion
especifica negativa de la fructosa. Este fendémeno fue observado por primera vez por Biot y

Berthelot en el siglo XIX, y dio lugar al nombre azucar invertido (Caballero et al., 2013).

Una de las principales razones por las que el azucar invertido se utiliza en la industria

alimentaria es su mayor poder edulcorante comparado con la sacarosa. La sacarosa tiene un
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poder relativo de referencia de 1, mientras que la glucosa tiene un dulzor relativo de
aproximadamente 0.7 y la fructosa de 1.2 a 1.8, dependiendo de la temperatura y la
concentracion. En conjunto, el azicar invertido puede percibirse entre 20 % y 30 % mas dulce

que una solucion de sacarosa al 100 % (Rippe, 2014).

Respecto al rendimiento del proceso, la hidrdlisis enzimatica con invertasa ofrece varias
ventajas sobre la hidrolisis acida. Aunque ambos métodos pueden lograr conversiones
cercanas al 100 % bajo condiciones Optimas, la via enzimatica es més especifica, mas
eficiente energéticamente y menos agresiva, ya que evita la formacion de productos
secundarios indeseados como compuestos caramelizados o sustancias que podrian afectar el
sabor o el color del producto final. Ademas, la hidrélisis enzimatica puede realizarse en
condiciones mds suaves de pH y temperatura, lo cual es fundamental en productos

alimentarios sensibles al calor o a la acidez elevada (Whitaker, 2018).

C. INMOVILIZACION ENZIMATICA

La inmovilizacioén enzimética es una técnica que consiste en fijar una enzima a un soporte
solido o dentro de una matriz, con el fin de mantener su actividad catalitica mientras se
facilita su recuperacion y reutilizacion. Este proceso puede llevarse a cabo mediante diversos
métodos, como la adsorcidn fisica, la reticulacion con agentes quimicos, la encapsulacion en
geles o la union covalente a superficies funcionalizadas. Estos métodos buscan estabilizar la
enzima sin alterar de forma significativa su estructura tridimensional ni su sitio activo,

asegurando su eficacia catalitica a lo largo de multiples usos (Sheldon & Van Pelt, 2013).

La principal funcion de la inmovilizacion enzimatica es mejorar la eficiencia y sostenibilidad
de los procesos donde se emplean enzimas. Al inmovilizar una enzima, se evita su pérdida
durante las etapas de separacion, se facilita su incorporacion en sistemas de flujo continuo y
se reduce el costo operacional, al permitir su uso en multiples ciclos en sistemas tipo batch.
Esto resulta especialmente til en aplicaciones industriales, como en la produccion de

alimentos, sintesis farmacéutica o tratamiento de residuos, donde la reutilizacion y la
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estabilidad en condiciones extremas son claves para la viabilidad econdmica del proceso

(Sheldon & Van Pelt, 2013).

Las enzimas inmovilizadas presentan caracteristicas unicas que las diferencian de sus
contrapartes libres. Estas incluyen una mayor estabilidad térmica y frente a cambios de pH,
una mejor resistencia a disolventes organicos, y una facilidad notable para su separacion del
medio de reaccion. Ademas, permiten la operacion en reactores enzimaticos de lecho fijo o
sistemas continuos, lo cual optimiza el control del proceso y la calidad del producto final.
Sin embargo, es importante considerar que la inmovilizacién puede conllevar una ligera
disminucion inicial de actividad debido a restricciones de difusidon o cambios en la

conformacion de la enzima (Sheldon & Van Pelt, 2013).

1. Unidn covalente

Es un método en el cual la enzima se une de forma permanente a un soporte solido mediante
enlaces quimicos covalentes. A diferencia de otros métodos como la adsorcion fisica o el
atrapamiento, este tipo de inmovilizacién garantiza una alta estabilidad de la enzima, ya que
el enlace formado entre el grupo funcional de la enzima (generalmente grupos amino,
carboxilo, éster, tiol o hidroxilo) y el grupo reactivo del soporte es fuerte y resistente a

condiciones extremas (Datta et al., 2013).

En el esquema se muestra una representacion ilustrativa de como se uniria la enzima de forma

covalente a la superficie del soporte solido a nivel nanomecular.
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Figura 3. Inmovilizacion por unién covalente

%3 = Enzima

H =Enlaces covalentes

Nanotubos
de carbono

Nanoparticulas Nanoparticulas de Nanoparticulas de
magnéticas silice oro

Fuente: Parra, et al., 2024.

a. Funcionalizacion

La funcionalizacion es un proceso mediante el cual se introducen grupos funcionales
reactivos en la superficie de un soporte solido, con el objetivo de otorgar la habilidad de
reaccionar con otras moléculas, como enzimas, anticuerpos o ligandos. En el contexto de la
inmovilizacidén enzimatica, esta técnica es esencial para convertir superficies quimicamente
inertes en materiales capaces de formar enlaces covalentes o interacciones fuertes con las
enzimas. Los grupos funcionales mas comunes introducidos son amino (-NH:), carboxilo (-
COOH), hidroxilo (-OH) y aldehido (-CHO), ya que permiten realizar uniones estables bajo
condiciones controladas, facilitando asi una inmovilizacion eficiente y duradera (Wade,

2017).

Uno de los agentes mas utilizados para funcionalizar soportes es el glutaraldehido, un
dialdehido que actia como puente entre el soporte y la enzima. Cuando el soporte posee
grupos amino (por ejemplo, en quitosano o silica tratada con aminosilanos), el glutaraldehido
se une primero a estos grupos, dejando libre uno de sus extremos aldehido. Posteriormente,

al afiadir la enzima, los grupos amino presentes en los residuos de lisina reaccionan con el
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grupo aldehido restante, formando enlaces tipo imina (—C=N-). De esta manera, la enzima
queda firmemente unida al soporte mediante un enlace covalente, lo que reduce
significativamente la lixiviacion y mejora la estabilidad frente a variaciones de pH,
temperatura o solventes. Sin embargo, es importante controlar las condiciones del proceso
para evitar una reticulacion excesiva que afecte la conformacion y actividad de la enzima

(Datta et al., 2013).

b. PHA

El PHA, siglas de polihidroxialcanoato, es una familia de poliésteres bioldgicos producidos
por diversas bacterias como material de reserva de carbono y energia, especialmente en
condiciones de limitacion de nutrientes esenciales y exceso de carbono. Se sintetiza
intracelularmente y puede extraerse para aplicaciones industriales. Dentro de esta familia, el
polihidroxibutirato (PHB) es el mas conocido. Estos polimeros son completamente
biodegradables, biocompatibles y termoplésticos, lo que los convierte en alternativas
sostenibles a los plasticos derivados del petrdleo. Gracias a su origen microbiano, pueden ser
producidos a partir de materias primas renovables, incluidos residuos agricolas o

subproductos industriales (Sudesh et al., 2000).

El PHA tiene aplicaciones en multiples sectores, incluyendo la industria médica (en suturas,
matrices para ingenieria de tejidos y sistemas de liberacion controlada), empaques
biodegradables, y como soporte para inmovilizacion enzimatica, dada su estructura
funcionalizable y compatibilidad bioldgica. Sus principales caracteristicas incluyen alta
resistencia mecanica, bajo grado de toxicidad, posibilidad de ser modificado quimicamente,
y una degradacién ambiental rdpida por accion microbiana. Ademas, su superficie puede ser
tratada para permitir la unidén covalente de biomoléculas, lo que amplia sus usos en

biocatalisis, biosensores y procesos de biotransformacion (Chen & Wu, 2005).

Al funcionalizar el PHA, se incorporan grupos quimicos activos en su superficie. Esta
modificacion permite que, al aplicar una técnica de inmovilizacion, se establezcan enlaces

covalentes entre dichos grupos y la enzima, fijdndola sobre el material tratado.
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c. Lixiviacion

Se refiere a la pérdida o liberacion de la enzima desde el soporte al medio de reaccion. Esto
ocurre cuando la enzima no estd unida de forma permanente (por ejemplo, cuando esta
adsorbida fisicamente o atrapada débilmente), y factores como el pH, la agitacion, la

temperatura o la presencia de ciertos solventes provocan que la enzima se desprenda.

Este fendmeno es indeseable, ya que reduce la eficiencia del biocatalizador inmovilizado al
impedir su reutilizacion, contaminar el producto final y provocar variaciones en la actividad
catalitica. Por ello, en aplicaciones industriales se prefiere usar métodos de inmovilizacion
mas estables, como la unioén covalente, precisamente para minimizar la lixiviacion (Sheldon

& Van Pelt, 2013).

D. REFRACTOMETRIA

La reflectometria es una técnica analitica dentro del campo de la dptica que se basa en el
estudio de la reflexion de la luz cuando incide sobre la superficie de un material. El indice de
refraccion es una propiedad Optica utilizada para identificar la composicion de una sustancia,
ya que varia con la temperatura y es uUnico para cada compuesto. Esta propiedad esta
influenciada por la cantidad de particulas disueltas y se define como la razon entre la
velocidad de la luz en el vacio y su velocidad al atravesar un medio material. Cuando la luz
incide sobre una sustancia, cambia de direccion debido a esta diferencia de velocidades,

fendmeno conocido como refraccion (Kaushik & Kumar, 2023).

Los refractometros son dispositivos disefiados para medir este cambio en la trayectoria de la
luz. Su funcionamiento se basa en que, a mayor densidad de un material, mayor sera su indice
de refraccion. Existen dos tipos principales de refractometros: los que operan con sistemas
de transmision de luz, como los modelos portatiles o tipo Abbe, y los que emplean el
principio de reflexién, como los refractometros digitales. Estos ultimos pueden a llegar
utilizar cantidades muy pequeias de muestras llegando a ser de 0.2 mL y proporcionan

resultados en cuestion de segundos (Kaushik & Kumar, 2023).

El indice de refraccion es una magnitud adimensional que depende de pardmetros como la
longitud de onda de la luz empleada y la temperatura de la muestra. La reflectometria se
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aplica para determinar la composicion o pureza de sustancias de forma cualitativa y sin
destruir la muestra. En el ambito industrial, esta medicion es ampliamente utilizada en el

control de calidad (Kaushik & Kumar, 2023).

Entre las aplicaciones de esta técnica se encuentra su uso en laboratorio y en diversas
industrias. En la industria alimentaria, se utiliza para controlar el contenido de aziicar en
bebidas como refrescos y jugos, mediante la medicion del indice de refraccion en grados
Brix, asegurando asi la consistencia del producto final (Nielsen, 2010). En laboratorios
bioquimicos, esta técnica permite cuantificar la concentracion de enzimas o proteinas en
solucion, ya que pequefias variaciones en la composicion modifican el indice de refraccion,
facilitando analisis rapidos y no destructivos (Wilson, 2013). Por otro lado, en la industria
petroquimica, se emplea para monitorear la calidad de combustibles y aceites lubricantes,
detectando contaminaciones o degradaciones a partir de cambios en el comportamiento
optico de las muestras. Estas aplicaciones demuestran la versatilidad y eficiencia de la
reflectometria como herramienta de control de calidad en diversos sectores industriales

(Nadkarni, 2005).

E. REACTORES

1. Reactor intermitente

Es un sistema cerrado y agitado en el que los reactivos se cargan al inicio del ciclo y no
existen flujos de alimentacion ni de descarga durante la etapa de reaccion. La composicion
del medio varia con el tiempo hasta alcanzar un objetivo definido de conversion, tras lo cual
se procede a la descarga, limpieza y preparacion del siguiente lote. El ciclo tipico de un
reactor intermitente tiene las etapas de preparacion del equipo, carga de materias primas,

ajuste de condiciones de reaccion, reaccidon con agitacion y control de temperatura y vaciado.

Entre las ventajas que presentan los reactores intermitentes se encuentra en la capacidad
permite modificar condiciones a las que se opera como son concentracion a la que se ingresan
los reactivos, la temperatura de operacion de un lote a otro y demas condiciones que
intervienen en la reaccion. Esto resulta util en el desarrollo de procesos principalmente en los

que la materia prima recibida puede variar de un lote a otro. Esto también facilita la
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trazabilidad por lote y la aplicacion de controles de calidad en puntos especificos del ciclo

(Levenspiel, 1999).

Las variables criticas de operacion incluyen la temperatura, el pH, la velocidad de agitacion,
el tiempo de residencia del lote y la secuencia de adiciones. En sistemas sensibles como los
catalizados por enzimas el control estrecho de pH y temperatura es determinante para
preservar una actividad catalitica 6ptima y evitar la desnaturalizacion de la enzima. La
agitacion debe ser suficiente para garantizar homogeneidad sin causar degradacion del

catalizador por esfuerzo cortante (Doran, 2013).

Entre las limitaciones del modo que presentan estos reactores se encuentran los tiempos
muertos de carga, descarga y limpieza. Ademas, se tienen una menor productividad

volumétrica frente a procesos disefiados de forma continua (Levenspiel, 1999).
2. Biorreactor enzimatico

Esta es una unidad de proceso disefiada para albergar una enzima como biocatalizador y
proporcionar el ambiente necesario para maximizar su actividad y mantener su estabilidad
con el objetivo de evitar su desnaturalizacion. Puede operar con enzimas libres en solucion o
inmovilizadas sobre un soporte. La configuracion del equipo y el modo de operacion se
seleccionan en funcion de la sensibilidad al esfuerzo cortante, la necesidad de produccion
continua, los requisitos de pureza del producto y la necesidad econémica de separacion y

reutilizacidn del biocatalizador (Doran, 2013).

En términos de configuracion, los biorreactores enzimaticos abarcan desde tanques agitados
hasta lechos fijos con enzima inmovilizada, lechos fluidizados que mejoran el contacto entre
la solucion y la matriz de inmovilizacidn y reactores con membrana que facilitan retener la
enzima y obtener efluentes libres de catalizador. Cada alternativa presenta compromisos
especificos: los tanques ofrecen control fino y versatilidad. Los lechos fijos favorecen la
operacion continua y la productividad. Los lechos fluidizados atentan gradientes y
ensuciamientos. Por ultimo, las membranas simplifican la separacion, pero exigen gestion

del ensuciamiento y la caida de presion (Doran, 2013).

Las condiciones de operacion como el pH, temperatura, fuerza iénica, composicion del medio

y régimen de mezcla o flujo se intentan mantener cerca del valor 6ptimo de la enzima. La
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inmovilizacién mediante unidon covalente sobre soportes funcionalizados reduce la
lixiviacidon y mejora la resistencia a temperatura y pH, a costa de posibles pérdidas iniciales
de actividad y de menor difusion de masa en soportes porosos lo cual ralentizaria la velocidad
de reaccion. La seleccion adecuada de tamaiio de particula, porosidad y quimica superficial

del soporte contribuye a minimizar dichas limitaciones (Doran, 2013).

La estabilidad operativa se contrala mediante estabilizacion de temperatura, dosificacion de
reactivos, seleccion de materiales compatibles y planes de mantenimiento de la matriz de
inmovilizacion. El sistema de instrumentacion y control suele integrar medicion y regulacion
de pH, temperatura y agitacion. Se mantiene un control de conversion en linea y control de
caudal en operacion continua para sostener la calidad y conversion del producto (Levenspiel,

1999).
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8. ANTECEDENTES

A. Resistencia a lixiviacion a través de los ciclos

La inmovilizacidon enzimatica por union covalente ofrece ventajas técnicas destacadas frente
a otros métodos como la adsorcion fisica o el atrapamiento, especialmente por su capacidad
de minimizar la lixiviacion enzimatica. En estudios comparativos, se ha observado que
enzimas inmovilizadas mediante adsorcion pueden perder hasta 40—70 % de su actividad
catalitica en los primeros tres ciclos de uso, debido al desprendimiento de la enzima (Datta
et al., 2013). En contraste, la inmovilizacion covalente reduce esa pérdida a menos del 10 %
incluso tras cinco ciclos consecutivos, ya que la enzima queda fuertemente unida al soporte
mediante enlaces covalentes estables, como los generados por glutaraldehido al reaccionar
con residuos de lisina. Esta fijacion quimica asegura una mayor retencion funcional ain bajo

condiciones de agitacion, variaciones de pH o presencia de disolventes moderados.

Ademas de la menor lixiviacion, la union covalente proporciona mayor estabilidad térmica y
operacional. Por ejemplo, invertasa inmovilizada covalentemente ha mostrado mantener mas
del 80 % de su actividad original después de 10 ciclos de reutilizacion a 50 °C, mientras que
la forma libre pierde méas del 50 % en menos de cinco ciclos (Sheldon & Van Pelt, 2013).
Esta mejora se atribuye a la rigidez estructural que aporta la fijacion al soporte, lo que protege
la conformacion nativa de la enzima frente a desnaturalizaciéon. Aunque este método puede
provocar una leve disminucion inicial de la actividad catalitica (entre un 5—15 %) debido a la
posible alteracion del sitio activo durante el acoplamiento, su ventaja en términos de
reutilizacion, durabilidad y resistencia a condiciones agresivas lo convierte en la opcion
preferida para aplicaciones industriales que demandan procesos prolongados y eficientes

(Sheldon & Van Pelt, 2013).

B. Estudio de comportamiento de invertasa a diferentes condiciones

En 2023, se realizo un estudio en la Universidad del Valle, en la Ciudad de Guatemala,
propuesta por Pineda (2023). En este, se hizo un analisis cinético de invertasa libre, utilizada
para hidrolizar sacarosa y se determinaron los efectos del cambio en diversas condiciones de
operacion, como el pH, temperatura y concentracion de enzimética y de sustrato, de la enzima
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libre. Se evaluaron tres métodos de inmovilizacion, por adsorcion utilizando carbon activado,
por atrapamiento mediante alginato de sodio y por ultimo por unién covalente empleando
PHA funcionalizado con glutaraldehido, donde se determiné que el segundo tenia un mejor
rendimiento, por lo que este se utilizd para realizar una comparacion con la enzima libre. Con

base en esto, se obtuvieron los siguientes resultados:

Cuadro 1. Rendimiento de inmovilizacion con los distintos tipos de soporte

Rendimiento de

Soporte inmovilizacion (%)
Carbon activado 26.38 + 0.006
PHA 3145 + 0.006

Alginato de sodio 69.75 = 0.007

Cuadro 2. Parametros cinéticos obtenidos para cada corrida utilizando el modelo general de
la hidrolisis de sacarosa con invertasa

Concen. Concen. Concen.
' inicial  inicial final Km K2 Eo
Soporte Variable sustrato producto  sustrato jmL) (ppm’! ( )
nits) @nitp)  (x) D gy (PP
(gmL) (g/mL) (g/mL)
40° C 0.048 0.003 0.007 2320 0.045 12.000

50°C 0.048 0.002 0.001 1.818 0.062 12.000

Temperatura
60° C 0.048 0.003 0.004 1919 0.049 12.000
70° C 0.048 0.002 0.012 2424 0.042 12.000
3 0.048 0.003 0.022 2250 0.044 12.000
Libre 5 0.048 0.002 0.001 1.818 0.062 12.000
pH 6 0.048 0.002 0.002 1.834 0.059 12.000
7 0.049 0.001 0.002 1.854 0.056 12.000

9 0.048 0.003 0.017 2355  0.041 12.000
0.05g/mL 0.048 0.002 0.001 1.818  0.062 12.000

c y
Oneentraclon 10 g/mL 0093 0.008  0.015 1813 0066 12.000
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Concen. Concen. Concen.
inicial inicial fimal K2 .
. Km Eo
Soporte Variable sustrato  producto  sustrato (ppm!
@its) @nitP) oo (FmL) iy (epm)
(g/'mL) (g/mL) (g/mL)
0.15g/mL 0.142 0009 0031 1793 0.072 12.000
020g/mL 0.194 0006 0064 1863 0.057 12.000
40°C  0.049 0001 0008 2320 0.045 13.190
50°C 0047 0003 0003 1818 0062 13.190
Temperatura — Cho 0048 0003 0003 1919 0.049 13.190
70°C 0047 0003 0011 2424 0042 13.190
3 0.047  0.003 0026 2250 0.044 13.190
Carbon 5 0.047  0.003 0002 1818 0062 13.190
I pH 6 0.047  0.003 0003 1834 0059 13.190
7 0.047  0.003 0004 1854 0056 13.190
9 0.047  0.003 0012 2355 0041 13.190
0.05g/mL  0.047 0003 0002 1818 0.062 13.190
Concentracigy 10@mL 0093 0.008 0019 L83 0066 13.19
0.15g/mL  0.140 0010 0044 1793 0.072 13.190
020g/mL 0.193 0008 0046 1863 0.057 13.190
40°C  0.048 0002 0008 2320 0.045 12.580
50°C 0046 0004 0002 1818 0062 12.580
Temperatura — Cho 0048 0003 0002 1919 0.049 12.580
70°C 0049 0001 0009 2424 0.042 12.580
3 0.049 0001 0023 2250 0.044 12.580
5 0.046  0.004 0002 1818 0062 12.580
PHA pH 6 0.046  0.004 0002 1834 0059 12.580
7 0.045  0.005 0002 1854 0056 12.580
9 0.046  0.004 0010 2355 0041 12.580
0.05g/mL 0046 0004 0002 1818 0.062 12580
. 010g/mL 0091 0009 0016 1813 0066 12580
Concentracién 1S oml  0.133 0018 0037 1793 0072 12580
020g/mL  0.197 0003 0038 1863 0.057 12580
40°C 0046 0004 0009 2320 0.045 17438
Temperara  S°C 0046 0004 0003 1813 0.062 17438
60°C 0047  0.003 0003 1919 0.049 17.438
70°C 0045  0.005 0012 2424 0.042 17.438
Alginato 3 0.048  0.002 0028 2250 0.044 17.438
de sodio 5 0.046  0.004 0003 1818 0.062 17.438
pH 6 0.046  0.004 0003 1.834 0.059 17.438
7 0.048 0002 0004 1854 0.056 17.438
9 0.047  0.003 0019 2355 0.041 17.438
Concentracion  0.05 g/mL. 0.046  0.004 0003 1.818 0.062 17.438
0.10g/mL  0.093 0007 0023 1813 0066 17.438
0.15g/MmL 0139 0012 0048 1793 0072 17.438
020g/mL 0190 0010 0067 1863 0.057 17.438
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9. METODOLOGIA
A. CREACION DE CURVA DE CALIBRACION DE REFRACTOMETRO

e Azlcar comercial (sacarosa)

e Glucosa monohidratada 99% m/m
¢ Fructosa 99% m/m

e Acido acético 95% m/m

e Potencidémetro marca OHAUS Aquasearcher
e Hidréxido de sodio industrial

e Espatula analitica

e Balanza analitica marca OHAUS
e Agitadores magnéticos

e Estufa con agitacion

e Pipetas de 5 mL

e Beakerdel L

e Tubos de ensayo con tapadera

e Refractometro marca ATAGO

Procedimiento:

1. Medir 0.286 mL de 4cido acético y 0.1 g de hidroxido de sodio y disolver en 100 mL
de agua destilada, para preparar un buffer.
2. Ajustar el pH del buffer a 5. Este se utilizara para realizar las siguientes soluciones.
3. Preparar soluciones madre de 25 mL para realizar la curva de calibracion con las
siguientes cantidades
a. 0 g Sacarosa, 2.171 g glucosa monohidratada y 1.974 g fructosa
b. 3.75 g Sacarosa, 0 g glucosa monohidratada y 0 g fructosa
4. Preparar soluciones de SmL con los siguientes de volumenes de cada solucion

madre
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Cuadro 3. Volumenes de solucion madre para la creacion de curva de calibracion

Volumen (mL)

Solucion
Madre Solucion Madre
Sacarosa Glucosa y Fructosa
5 0
4 1
3 2
2 3
1 4
0 5

B. CORRIDA DE INVERTASA LIBRE Y SOBRENADANTE

Procedimiento basado en lo realizado por Tanriseven & Dogan (2001) y Bargamasco et
al., (2000) y modificado para el estudio “Evaluacion a escala laboratorio de soportes
cataliticos para inmovilizaciéon de invertasa grado industrial” hecho por Gabriela

Estefania Pineda Ramirez (2023):

e Invertasa Grado Industrial

e Azucar comercial (sacarosa)

e Acido acético 95% m/m

e Potencidometro marca OHAUS Aquasearcher
e Hidréxido de sodio industrial

e Espatula analitica

e Balanza analitica marca OHAUS
e Agitadores magnéticos

e Estufa con agitacion

e Pipetas de S mL

e Beakerdel L

e Beaker de 250 mL

e Tubos de ensayo con tapadera

e Refractometro marca ATAGO

Procedimiento:

1. Medir 0.286 mL de acido acético y 0.1 g de hidroxido de sodio y disolver en 100 mL

de agua destilada, para preparar un buffer.
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AN O

Medir y ajustar el pH del buffer a 5.

Pesar 0.1 g de invertasa grado industrial y disolverla en 100 mL de buffer.

Pesar 15 g de azucar y disolverla en 100 mL de buffer

Colocar el beaker con la soluciéon en un bafio térmico a 50°C.

Cuando alcance la temperatura deseada, agregar 1 mL de solucidon de invertasa a la
solucién de sacarosa.

Dejar reaccionar durante 20 minutos, tomando una muestra de la solucion en los
tiempos de 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15 y 20 minutos. Se deben hervir las muestras para
desactivar la enzima.

Medir los indices de refraccion de las muestras y utilizar la curva de calibracion para
determinar la concentracion de sacarosa a lo largo del tiempo.

Una vez realizada la inmovilizacion (Seccion C), repetir el procedimiento con 1 mL

de la solucidén con la que se realizo la inmovilizacion en el PHA.

INMOVILIZACION DE INVERTASA POR UNION COVALENTE
MULTIPUNTO EN POLIHIDROXIALCANOATO FUNCIONALIZADO CON
GLUTARLADEHIDO

Procedimiento basado en lo realizado por El-Sayed et al. (2015) y modificado para el

estudio “Evaluacion a escala laboratorio de soportes cataliticos para inmovilizacion de

invertasa grado industrial” hecho por Gabriela Estefania Pineda Ramirez (2023):

Materiales y equipo

Invertasa grado industrial
PHA

Buffer de acetato 0.05 M
Glutaraldehido 25% m/m
Hidroéxido de sodio 99% m/m
Estufa con agitacion

Agitador magnético
Micropipeta de 100 microlitros
Puntas para micropipeta
Termometro
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Kitasato
Bomba de vacio

e Embudo Buchner

Procedimiento:

1. Agregar 0.2 g de invertasa y diluirla en 100 mL de buffer de acetato.

2. Preparar 500 mL de buffer de acetato 0.05M a pH 5 y agregarle 0.45 mL de
glutaraldehido 25% m/m.

3. Pesar 50 g de PHA, agregarlo al buffer con glutaraldehido y agitarlo durante 2 horas
a 30°C.

4. Agregar 100 mL de NaOH 0.1M.

5. Filtrar el PHA en el sistema de filtrado, realizando lavados con agua destilada.

6. El PHA himedo se mezcl6 con 100 mL de solucidon enzimatica y agitar suavemente
por 3 horas a 30°C.

7. Realizar lavados con el buffer.

D. ENSAYOS DE REUTILIZACION Y ESTABILIDAD OPERACIONAL DE LA

INVERTASA INMOVILIZADA

Procedimiento basado en lo realizado por Tanriseven & Dogan (2001) y Bargamasco et

al., (2000) y modificado para el estudio “Evaluacion a escala laboratorio de soportes

cataliticos para inmovilizacion de invertasa grado industrial” hecho por Gabriela

Estefania Pineda Ramirez (2023):

PHA con invertasa inmovilizada

Azucar comercial (sacarosa)

Acido acético 95% m/m

Potencidometro marca OHAUS Aquasearcher
Hidréxido de sodio industrial

Espatula analitica

Balanza analitica marca OHAUS

Agitadores magnéticos

Estufa con agitacion

Pipetas de 5 mL
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Beakerde 1 L

Beaker de 250 mL

Tubos de ensayo con tapadera
Refractometro marca ATAGO
Kitasato

Bomba de vacio
Embudo Buchner

Procedimiento:

1.

w»ok wN

Medir 0.286 mL de acido acético y 0.1 g de hidroxido de sodio y disolver en 100 mL
de agua destilada, para preparar un buffer.

Medir y ajustar el pH del buffer a 5.

Pesar 15 g de azucar y disolverla en 100 mL de buffer

Colocar el beaker con la soluciéon en un bafio térmico a 50°C.

Cuando alcance la temperatura deseada, agregar 5 g de polihidroxialcanoato con
invertasa inmovilizada a la solucion de sacarosa.

Dejar reaccionar durante 20 minutos, tomando una muestra de la solucion en los
tiempos de 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15 y 20 minutos. Se deben hervir las muestras para
desactivar la enzima.

Filtrar el PHA en el sistema de filtrado, realizando lavados con el buffer.

Medir los indices de refraccion de las muestras y utilizar la curva de calibracion para
determinar la concentracion de sacarosa a lo largo del tiempo.

Repetir el procedimiento agregando el mismo PHA utilizado en la corrida anterior.
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E. ANALISIS CINETICO
e Berkeley Madonna

Procedimiento:

1. Construir un modelo utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten (ecuacion 2).

2. Importar datos de concentracion de sustrato de cada una de las corridas realizadas.

3. Ajustar el modelo, para que su comportamiento se apegue a los datos experimentales
obtenidos

4. Determinar los pardmetros cinéticos de constante de Michaelis-Menten y nlimero de
recambio para las corridas de enzima libre y primer ciclo de enzima inmovilizada.

5. Para las corridas de sobrenadante y resto de ciclos de reutilizacion de invertasa
inmovilizada dejar las constantes cinéticas fijadas y realizar el ajuste modificando la

concentracion de invertasa en la solucion.
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10.RESULTADOS

Cuadro 4. Parametros cinéticos para cada corrida utilizando el modelo general de
Michaelis-Menten para invertasa libre e inmovilizada en PHA

Estado de K K+ Conc. Inicial Conc. Final Eo
Enzima (g*mL")  (ppm*min') Sacarosa Sacarosa (ppm)
(g*mL") (g*mL")
Libre 1.785 0.0752 0.1503 0.026 12.500
Inmovilizada 1.792 0.0705 0.1521 0.032 13.376

Los datos se obtuvieron con el modelo general de la hidrélisis de sacarosa con invertasa
(ecuacion 1). Las condiciones de la reaccion fueron de 50 £ 0.5° C, pH 5 + 0.01 y una

concentracion de sustrato inicial promedio de 0.1500 + 0.0003 g/mL.

Ecuacion 2. Modelo general de Michaelis-Menten para invertasa libre

~0.0752 (ppm™" * min™") * [E]o[S]
B 1.785(g * mL~1) + [S]

Modelo generado con base en los pardmetros cinéticos obtenidos (Cuadro 4) y el modelo
general de Michaelis-Menten (ecuacion 1).

Ecuacion 3. Modelo general de Michaelis-Menten para invertasa inmovilizada

_0.0705 (ppm™" * min™") * [E],[S]
B 1.792 (g * mL™1) + [S]

Modelo generado con base en los parametros cinéticos obtenidos (Cuadro 4) y el modelo
general de Michaelis-Menten (ecuacion 1).

Cuadro 5. Rendimiento de inmovilizacion

Soporte Rendimiento

PHA 3345 £3.17 % m/m

Se evaluo el rendimiento de inmovilizacion mediante la determinacion de la concentracion

de enzima inicial y restante en el supernatante de la solucion de acoplamiento.
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Cuadro 6. Retencion de actividad enzimatica

Tiempo Retencion de actividad Incertidumbre
(min) (% g*mL " *ppm™) (*%g*mL " *ppm')
1 79.38 2.96
2 83.63 2.15
3 86.70 1.69
5 94.89 1.66
7 89.46 1.47
10 90.65 1.46
15 90.50 1.45
20 89.41 1.43

Se evalud la retencion de actividad enzimatica de la enzima inmovilizada mediante la
comparacion del cambio de concentracion entre la enzima libre y fijada a lo largo del tiempo.
Las condiciones de la reaccion fueron de 50 + 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de

sustrato (sacarosa) inicial promedio de 0.1500 + 0.0003 g/mL.
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Figura 4. Modelo obtenido para la hidrélisis de sacarosa en el primer ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la primera corrida de invertasa inmovilizada. Las condiciones de la
reaccion fueron de 50 = 0.5° C, pH 5+ 0.01 y una concentracion de sustrato (sacarosa) inicial
de 0.1521 + 0.0003 g/mL. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario

(linea negra) y la concentracioén de productos totales en el eje secundario (linea anaranjada).
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Figura 5. Modelo obtenido para la hidrélisis de sacarosa en el octavo ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo utilizado para determina la concentracion del enzima restante del séptimo ciclo.
Las condiciones de la reaccion fueron de 50 += 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de
sustrato (sacarosa) inicial de 0.1511 + 0.0003 g/mL. Se pueden observar la concentracion de
sustrato en el eje primario (linea negra) y la concentracion de productos totales en el eje

secundario (linea anaranjada).
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Figura 6. Modelo obtenido para la hidrélisis de sacarosa en el décimo cuarto ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo utilizado para determina la concentracion del enzima restante del décimo tercer
ciclo. Las condiciones de la reaccion fueron de 50 + 0.5° C, pH 5+ 0.01 y una concentracion
de sustrato (sacarosa) inicial de 0.1511 + 0.0003 g/mL. Se pueden observar la concentracion
de sustrato en el eje primario (linea negra) y la concentracion de productos totales en el eje

secundario (linea anaranjada).
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Figura 7. Invertasa restante relativa a la inicial luego de cada ciclo de uso
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La enzima relativa restante se obtiene mediante la division de la concentracién de enzima
inmovilizada en cada ciclo. La concentracion de enzima fijada inicial. Las condiciones de la
reaccion para todos los ciclos fueron de 50 + 0.5° C, pH 5 + 0.01 y una concentracion de

sustrato (sacarosa) inicial promedio de 0.1500 + 0.0003 g/mL.
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Figura 8. Invertasa relativa perdida en cada ciclo de uso
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La pérdida de enzima por ciclo se obtiene mediante la resta de la enzima relativa restante de
cada ciclo menos la enzima restante del préximo ciclo. Las condiciones de la reaccion para
todos los ciclos fueron de 50 £ 0.5° C, pH 5+ 0.01 y una concentracion de sustrato (sacarosa)

inicial promedio de 0.1500 + 0.0003 g/mL.
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11.ANALISIS DE RESULTADOS

Se llevo a cabo la evaluacion de la estabilidad de invertasa inmovilizada en
polihidroxialcanoato a través de ciclos de reaccion enzimadtica. Esto se logré mediante el
estudio del cambio de concentracion de catalizador a lo largo de multiples ciclos de uso del
mismo soporte enzimatico en un sistema simulando un reactor STR con concentracion
0.15g/mL de sacarosa, pH 5, 50°C, 500rpm y durante 20 minutos. Para realizar este estudio
de cambio de concentracion se hizo una inmovilizacion covalente superficial en la matriz
mediante el uso de glutaraldehido como puente quimico para la uniéon del polimero con la
enzima teniendo como objetivo determinar el rendimiento de inmovilizacion para evaluar el
éxito de esta mediante un balance de masa con la concentraciéon de enzima restante en la
solucion usada en la inmovilizacion. También se analizo la retencion de actividad enzimatica
para determinar la viabilidad de utilizacién de la enzima inmovilizada y el efecto de la

inmovilizacion sobre la velocidad de reaccion.

Fue necesario experimentar varios ciclos para observar no solo la fase inicial de pérdidas
bajas y casi lineales, sino también la transicion a un régimen de desanclaje acelerado que
aparece al superar un umbral de reutilizacion; de lo contrario, se habria sobreestimado la
estabilidad real del biocatalizador. En los primeros durante los ciclos, entre 8 a 10
dependiendo de la matriz, suele observarse una pérdida casi lineal y baja de actividad,
asociada al arrastre de fracciones débilmente ancladas y a la hidratacion inicial del soporte,
lo que puede inducir una sobreestimacion de la robustez si el seguimiento se detiene alli. A
partir de un umbral critico de ciclos utilizados, en el cual el nimero promedio de puntos de
anclaje covalentes por molécula de invertasa cae por debajo de un minimo estructural
necesario para mantenerla firmemente fijada a la matriz; a partir de ese punto, la enzima
queda sostenida por pocos enlaces, aumenta su movilidad y el desanclaje se vuelve mucho
mas probable, se observa un desanclaje con incrementos marcados en la tasa de pérdida,
causado por la hidrélisis acumulativa de enlaces imina causados por la acidez del medio y la
fuerza de cizallamiento experimentada, la fatiga mecéanica del soporte, alcanzandose hasta
un 50% m/m de enzima restante. Al continuase reutilizando, se observa la etapa de

agotamiento donde ser pierde en menor tasa que el umbral critico pero mayor que la fase
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inicial hasta queda con un 30% m/m donde se alcanza la ultima etapa llamada meseta tardia
donde se pierde a una tasa parecida a la etapa inicial, aqui se pierde las enzimas mas estables

que poseen la mayor cantidad de puntos de anclaje y menos accesibles (Datta et al., 2013).

Se determind que no es necesario realizar la experimentaciéon multiples veces ya que se
realizd la inmovilizacion enzimatica multiples veces, obteniéndose valores con una
variabilidad entre si menor al 1% m/m. Ademas, en el estudio llamado “Evaluacién a escala
laboratorio de soportes cataliticos para inmovilizacion de invertasa grado industrial” hecho
por Gabriela Estefania Pineda Ramirez en la Universidad del Valle de Guatemala con los
mismos reactivos se obtuvo una variabilidad similar con este método de inmovilizacion,
demostrando consistencia en los datos con esta metodologia. Adicionalmente, el alcance del
estudio es unicamente sobre la estabilidad enzimatica de la enzima a lo largo de multiples
ciclos de uso y no de su comparacion con otros grupos de enzima inmovilizada. Asimismo,
el experimento se planted con un diseno longitudinal, en el que el mismo biocatalizador se
monitore6 a lo largo de ciclos sucesivos de uso, generando multiples mediciones
independientes en el tiempo, esto genera que el ajuste del modelo de decaimiento entregue
parametros y bandas de confianza a partir de los residuos. Esto indica que la estadistica
proviene del propio ajuste temporal, no de repetir el mismo ensayo multiples veces (Boudrant

et al., 2020).

El sistema experimental se armo usando de dos beakers (1L y 250ml), uno dentro del otro.
Al beaker de mayor volumen se le agregd agua con el objetivo de crear un bafio térmico.
Dentro del beaker pequefio se le agregdé 100mL de solucion buffer y 15g de sacarosa, se agitd
hasta disolver el sustrato y se calentdo a 50°C. Una vez alcanzada la temperatura de
experimentacion se agrego los pellets de polimero con invertasa inmovilizada y se comenz6
la toma de muestras las cuales fueron hervidas para desnaturalizar la invertasa desprendida
del soporte. Posteriormente, se determind el indice de refraccion de cada muestra mediante
un refractometro y se calculo la concentracion de sacarosa en cada punto del ciclo mediante

una curva de calibracion para realizar el ajuste del modelo cinético de cada ciclo.
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La union covalente superficial a una matriz funcionalizada ofrece ventajas claras frente a
otros modos de inmovilizacion. Entre las ventajas mas relevantes se encuentra la posibilidad
de su reutilizacion por una mayor cantidad de ciclos de hidrolisis. El anclaje covalente reduce
de forma drastica la lixiviacion de enzima hacia el producto, de modo que la actividad se
mantiene a lo largo de campanas repetidas sin necesidad de recargar en cada corrida. Esta
pérdida enzimatica es mucho mayor en otras formas de inmovilizacion, como lo es
atrapamiento en de alginato y adsorcion en carbon activado. Ademas, el anclaje multipunto
suele rigidizar moderadamente la proteina, elevando su estabilidad térmica y mecénica
volviendo la inmovilizacion mas resistente al cizallamiento y variaciones de pH y
temperatura. Por otro lado, las perlas de alginato son fragiles, llegandose a romper, y el

carbon genera finos por desgaste.

Otra ventaja de la union covalente superficial es la menor a la difusién masica. Esto se debe
a que la enzima queda expuesta en el interfaz s6lido liquido, de modo que la transferencia
del sustrato y producto es més rapida con el medio y la respuesta del biocatalizador es mas
estable en el tiempo. En cambio, en técnicas atrapamiento o matrices porosas el sustrato debe
difundir hacia el interior y el producto salir, generando gradientes de concentracion que
ralentizan la cinética aparente y hacen el proceso mas sensible al tamafio de particula,
viscosidad y agitacion. Ahora bien, si la union covalente no es superficial, si no que se realiza
dentro de un medio poroso, como lo pueden ser resinas macro porosas y espumas, también
puede aparecer limitacion difusional interna. El sustrato debe recorrer la red de poros hasta
los sitios anclados y el producto salir, esto impide el uso del modelo cinético de Michaelis-
Menten debido a que el pardmetro que va a regir la velocidad de reaccion es la difusion de
masa. Por eso, el anclaje superficial en PHA que se emplea aqui minimiza esas resistencias
internas, permitiendo tiempos de residencia mas cortos y un perfil de conversion mas

reproducible.

Las condiciones a realizar la experimentacion fueron a 50 + 0.5° C, pH 5 = 0.01 y una
concentracion de sustrato (sacarosa) inicial promedio de 0.1500 + 0.0003 g/mL. Las

condiciones de temperatura y acidez fueron seleccionadas de las 6ptimas encontradas en el
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trabajo “Evaluacién a escala laboratorio de soportes cataliticos para inmovilizacion de
invertasa grado industrial” hecho por Gabriela Estefania Pineda Ramirez. Estas condiciones
optimas concuerdan con las encontradas en la literatura, siendo de un intervalo de
temperatura entre 45 a 50°C y un pH de 5 a 7 (Wilson, 2013). En el caso de la concentracién
de sustrato se decidid usar una concentracion de 0.15 g/mL ya que, con base en la evaluacion
previa que fundamenta las condiciones operativas de este estudio, la mayor inversion de
sacarosa con invertasa inmovilizada se observo precisamente a 0.15 + 0.0005 g/mL. A partir
de una concentracion de 0.20 g/mL la reaccion se tornd mas lenta y a 0.40-0.60 g/mL las
curvas de sustrato y producto ya no se intersecan mostrando un comportamiento compatible

con el inicio de inhibicion por sustrato en exceso.

Se obtuvo un rendimiento de inmovilizacion de 33.45 + 3.17% m/m, como se muestra en el
Cuadro 5. Este es un rendimiento esperado el necesitarse crear sitios activos superficiales en
los pellets de polimero con el uso de glutaraldehido para poder unir con enlaces covalentes
la enzima. En otras matrices poliméricas como lo son las resinas epoxicas y de metacrilato
se presentan rendimientos de inmovilizacion parecidos. Esto se debe a que cuando el anclaje
es covalente y, en particular, multipunto, la captura inicial suele ser moderada porque
depende de la densidad de grupos reactivos y de las condiciones de acoplamiento. Bajo ese
mismo principio, el valor de 33.45 +3.17 % m/m en PHA es coherente con lo observado para
en otras matrices poliméricas de configuracion unicamente por union covalente y confirma

que el sistema implementado prioriza un anclaje robusto sobre la captacién masiva.

Para la determinacién de este rendimiento de inmovilizacion se cuantifico la concentracion
de invertasa mediante el ajuste de las curvas de conversion de sacarosa con el sobrenadante
usando los pardmetros de las constantes cinéticas obtenidas del modelo ajustado de enzima
libre, manteniendo las mismas condiciones de concentracion de sustrato inicial para evitar
inhibicion por exceso de sustrato, temperatura y pH. Se realizd un balance masico de
concentracion de proteina disponible menos la concentracion remanente en el sobrenadante,

al ser el mismo volumen de ambas soluciones, dividido entre la proteina utilizable. Esto
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permiti6 saber la concentracion de enzima utilizada en el primer ciclo de uso y ajustar el

modelo para determinar las constantes cinéticas de la enzima inmovilizada.

Con base en los parametros cinéticos, encontrados en el Cuadro 4, la inmovilizacién no
modificd de forma significativa la afinidad hacia el sustrato y velocidad de reaccion al
comparar las constantes obtenidas. Se obtuvo una constante de Michaelis de 1.785 g*mL'!
para enzima libre y 1.792g*mL"! de enzima inmovilizada. Ademas, se obtuvo un cambio de
la constante catalitica, también conocida como numero de recambio, de 0.0752 a 0.0705
ppm *min! entre la enzima libre e inmovilizada. Existen modelos cinéticos en los que se
incluye un factor de efectividad n para comparar el cambio de la velocidad de reaccion
manteniendo las mismas constantes cinéticas de la enzima libre con el fin de identificar si la
inmovilizacioén introduce efectos adicionales, como resistencias difusionales o cambios del
microentorno del soporte, que pueden reducir la velocidad aparente de reaccion respecto a la
enzima libre. En este caso, el factor obtenido en el estudio fue del 93.75% ppm*min’' y se
puede explicar por el anclaje covalente multipunto que rigidiza la proteina. Esta
inmovilizacion restringe los micro movimientos necesarios para el ciclo catalitico, con lo
cual se gana estabilidad térmica y mecénica, pero perjudica levemente la actividad catalitica.
Este patron donde la constante de Michaelis permanece parecida constante y el numero de
recambio disminuye de forma leve, siendo en este caso un 6.25% ppm*min’, es precisamente
el esperado cuando el microentorno del soporte y la quimica de acoplamiento, en este caso
con glutaraldehido, priorizan robustez estructural sobre velocidad maxima por sitio activo

(Rodrigues et al., 2021).

Cuando se analiza la retencion de actividad a lo largo del tiempo, cuadro 6, se muestra un
acondicionamiento breve caracteristico de una inmovilizacion. La retencion aumenta de
79.38 £2.96% g*mL *ppm a un maximo de 94.89 + 1.66% g*mL "*ppm™ a los 5 minutos,
para luego estabilizarse en una meseta cercana al 90% g*mL ' *ppm™ entre los 7 y 20 minutos
con una incertidumbre entre + 1.43 y 1.47% g*mL"*ppm™. En este soporte, dicho
comportamiento se atribuye a la rapida humectacion del polimero semicristalino, el

establecimiento de la capa de hidratacion y del pH interfacial sobre la superficie formado por
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las cargas e interacciones entre los diversos grupos funcionales (Bolivar & Nidetzky, 2019).
Una vez alcanzado ese equilibrio en la interfaz del PHA con la enzima, el biocatalizador
opera en régimen de meseta, demostrando la estabilizacion de la enzima en el medio, y baja
dispersion entre los valores de los minutos 7 a 20, lo que confirma que la inmovilizacion en
PHA no introduce limitaciones difusionales externas que dominen la velocidad de la reaccion

y sostiene un desempefio estable a escala de ciclo (Wong et al., 2020).

Al analizar los modelos cinéticos de la hidrdlisis en diferentes ciclos de uso de invertasa
inmovilizada, como se muestra en las figuras 4 a 6. Se puede observar el aumento del tiempo
necesario para llegar a conversiones parecidas lo cual es visto como una menor pendiente
inicial de consumo de sustrato y un corrimiento a la derecha de las curvas conforme avanzan
el numero de ciclos de reutilizacion. Este patron es coherente con la disminucion progresiva
de la concentracion efectiva de enzima activa estimada por el ajuste cinético de constantes
cinéticas ancladas al mantener las mismas condiciones. En términos de una operacion, se
exigen tiempos mayores de residencia o la reposicion parcial del biocatalizador en ciclos

tardios para sostener la conversion objetivo (McKee et al., 2014).

Cuando se evalua la estabilidad de la enzima en base a la invertasa relativa restante y pérdida
relativa por ciclo, figuras 7 y 8. Se logra evidenciar una etapa inicial de los ciclos 1 al 8 en
donde se tienen pérdidas bajas y estables que pueden promediarse sin perder
representatividad. La pérdida enzimatica relativa media es de un 2.59% m/m con una
desviacion estandar de 0.62% m/m. Esta desviacion estandar pequefia indica baja
variabilidad entre ciclos, consistente con fendmenos repetibles e indica que la inmovilizacion
mantiene un anclaje multipunto aun integro con la mayoria de la enzima. Este valor también
respalda que el sistema se comporta de forma cuasi estacionario y que el promedio es una

buena medida del régimen real de desgaste durante estos primeros usos (Datta et al., 2013).

Una vez alcanzado el noveno ciclo como se puede observar un aumento en la pérdida de

invertasa, Figura 8. Este cambio se puede deber al alcanzar el umbral critico desde este punto
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se empieza a observar un aumento progresivo de pérdida desde 4.7% m/m hasta 8.5% m/m
cambiando de un desgaste lineal a uno acelerado, esto se explica por la acumulacion de la
hidroélisis de enlaces de anclaje y fuerza de cizallamiento ejercida en la matriz. Esta transicion
se debe al promedio de puntos de anclaje por enzima, el cual es el numero de enlaces
covalentes que cada molécula conecta con la matriz. Mientras este promedio se mantenga
por encima de un minimo estructural, las tensiones se reparten entre todos los enlaces y limita
la movilidad de la proteina. Una vez cruzado ese umbral, cada ruptura redistribuye la carga
sobre menos puntos, incrementa la movilidad local de la enzima y facilita nuevas hidrdlisis
de otros enlaces de anclaje, generando una dindmica en la que cada ruptura aumenta la

probabilidad de la siguiente (Mateo et al., 2007).

Con el fin de mejorar la resistencia a la hidrolisis de los enlaces de anclaje se puede realizar
una estabilizacion reductora de las iminas con cianoborohidruro de sodio (NaBHs;CN),
debido a su caracter de reductor suave y quimioselectivo hacia enlaces imina bajo
condiciones suaves (pH ligeramente 4cido—neutro, temperatura ambiente, concentraciones
moderadas del reductor), lo que permite estabilizar el anclaje sin promover reducciones
extensas de otros grupos funcionales que podrian afectar la actividad enzimatica,
convirtiéndolas en enlaces amina mas estables. Esta reduccion se realiza posteriormente a la
inmovilizacidn para reforzar el anclaje multipunto de la invertasa al polihidroxialcanoato.
Quimicamente, las iminas son electrofilicas y susceptibles en medios acidos. El nitrégeno se
suele protonar, permitiendo el ataque nucleofilico del agua creando como resultado un
carbonilo y una amina, facilitando el desanclaje. En cambio, las aminas no son electrofilicas,
aunque pueda protonarse por la presencia de un acido, no sufre la misma ruta de hidro6lisis al
no ser catalizadas por este (Migneault et al., 2004). Una desventaja del uso de este método
es la posible modificacion de los aminodcidos, principalmente de la lisina, involucrados en
la orientacion del sitio activo o en la dindmica superficial de la enzima; esa modificacion
quimica puede disminuir la actividad catalitica inicial y la afinidad aparente por el sustrato.
Por esto es necesario tener un buen control del pH y tiempo de reaccion con el agente reductor

(Hermanson, 2013).
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En resumen, la determinacion del rendimiento de inmovilizacion permitié determinar el éxito
de la inmovilizacién y la cantidad de enzima fijada. Una vez fijada la enzima se procedio6 al
analisis de la retencion de actividad enzimaética para definir la pérdida de velocidad dada por
larigidizacion de la enzima. El anélisis cinético a través de los ciclos de uso permitio observar
la invertasa restante después de cada iteracion generando un analisis de comportamiento de
la pérdida del biocatalizador. Una vez establecido una eficiencia de inmovilizacion de 33.45
+ 3.17% m/m, una retencién de actividad media de 90% g*mL"*ppm™ a lo largo del ciclo y
un comportamiento de pérdida de enzima constante a lo largo de los primeros ocho ciclo y
creciente a partir del noveno. Se da una soluciéon a la problematica sobre la falta de
informacion sobre la estabilidad de invertasa inmovilizada en polihidroxialcanoato mediante
union covalente multipunto superficial. Este estudio plantea la posibilidad para la
investigacion sobre la estabilidad enzimdtica en diferentes métodos y soportes de
inmovilizacidon, ademads, de experimentar sobre la mejora de la técnica empleada como lo es

la reduccion de los enlaces imina.
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1.

12.CONCLUSIONES

Se obtuvo un rendimiento de inmovilizacion de invertasa de forma covalente
multipunto en polihidroxialcanoato funcionalizado con glutaraldehido de 33.45 +
3.17% m/m, este valor se encuentra dentro del rango esperado con este tipo de técnica
y comparado con inmovilizaciones enzimaticas en diferentes polimeros.

El anélisis de actividad enzimaética por gramo de enzima en un mismo ciclo demostré
una fase de acondicionamiento inicial para posteriormente llegar a una fase estable
en la que se obtiene una retencion de actividad promedio de 90% g*mL"*ppm’!
comparado con la actividad de la enzima libre.

Se observo un comportamiento de la pérdida de invertasa constante durante los
primeros ocho ciclos de uso, teniendo una media de 2.59% m/m de pérdida por ciclo
con una desviacion estandar de + 0.69% m/m. A partir del noveno ciclo se notd un
aumento progresivo de la pérdida, de 4.7% m/m a 8.5% m/m coherente con el cruce

de un umbral de anclaje multipunto.
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13.RECOMENDACIONES

Evaluar la estabilidad enzimatica en otras técnicas de inmovilizacion a lo largo de
multiples ciclos de uso.

Evaluar la retencion de actividad y estabilidad enzimatica al reforzar la
inmovilizacion mediante la reduccion de los enlaces de anclaje imina a amina con
cianoborohidruro de sodio.

Maximizar la funcionalizacion del PHA y del acoplamiento covalente mediante un
experimento factorial que varie el pH de acoplamiento, el porcentaje de
glutaraldehido y el tiempo de activacion.

Evaluar la estabilidad enzimatica a diferentes esfuerzos cortantes mediante la
variacion de la velocidad de agitacion.

Realizar pruebas de co-inmovilizacion con glucosa isomerasa para reducir inhibicion
por producto y de diferente poder edulcorante.

Evaluar la estabilidad del almacenamiento mediante curvas de retencidon tras
multiples semanas en seco y en soluciones tampon.

Evaluar el efecto del tipo de reactor sobre la estabilidad enzimatica a lo largo de
multiples ciclos de uso.

Evaluar el efecto de escalamiento del proceso a nivel industrial sobre la estabilidad

enzimatica a lo largo de multiples ciclos de uso.
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15.ANEXOS
A. DATOS ORIGINALES

Cuadro 7. Concentraciones e indices de refraccion de la curva de calibracion para
refractdmetro segun la concentracion de sacarosa, y fructosa y glucosa

Conc. de Sacarosa Conc. de Glucosa Conc. de Frutosa Indice de
(g/mL £ 0.001 (g/mL £ 0.001 (g/mL £ 0.001 Refraccion (+

g/mL) g/mL) g/mL) 0.00002)

0.15 0 0 1.35361

0.12 0.016 0.016 1.35373

0.09 0.032 0.032 1.35392

0.06 0.047 0.047 1.35409

0.03 0.063 0.063 1.35432

0 0.079 0.079 1.35442

Se crearon multiples soluciones seguin la concentracion de cada compuesto en el avance de
la reaccion, se les midio el indice de refraccion utilizando un refractometro marca ATAGO.
Las graficas de las curvas se pueden observar en las figuras de la seccion de curvas de

calibracion.

Cuadro 8. Indices de refraccion de las muestras de la corrida de la enzima libre

Tiempo (min + Indice 1 Indice 2 Indice 3
0.00017 min) (£ 0.00002) (+0.00002) (+0.00002)

0 1.35354 1.35355 1.35352

1 1.35387 1.35389 1.35387

2 1.35396 1.35394 1.35399

3 1.35415 1.35413 1.35410

5 1.35415 1.35417 1.35421

7 1.35426 1.35422 1.35424

10 1.35425 1.35425 1.35426

15 1.35425 1.35425 1.35425

20 1.35426 1.35425 1.35426

Se tomaron muestras de las corridas de enzima libre en el tiempo 0, 1, 2, 3, 5,7, 10, 15y 20
min y cada una se les midio el indice de refraccion con un refractometro marca ATAGO. El
indice de refraccion fue medido en triplicado en cada muestra. Las condiciones de la corrida
fueron temperatura de 50 + 0.5° C, pH 5 + 0.01 y una concentracioén de sustrato (sacarosa)

inicial de 0.15 + 0.001 g/mL.
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Cuadro 9. Indices de refraccion de las muestras de las corridas para la determinacion de la
concentracion de enzima en el remanente de la inmovilizacion

Tiempo (min + Indice 1 Indice 2 Indice 3
0.00017 min) (= 0.00002) (= 0.00002) (+ 0.00002)

0 1.35357 1.35354 1.35355

1 1.35386 1.35386 1.35385

2 1.35402 1.35404 1.35399

3 1.35417 1.35414 1.35415

5 1.35422 1.35420 1.35422

7 1.35423 1.35422 1.35424

10 1.35425 1.35426 1.35426

15 1.35426 1.35427 1.35427

20 1.35427 1.35427 1.35427

Se realizd la corrida con el remanente del medio utilizado para llevar a cabo Ia
inmovilizacion. Se tomaron muestras de las corridas en el tiempo 0, 1, 2, 3,5, 7, 10, 15y 20
min y cada una se les midio el indice de refraccion con un refractometro marca ATAGO. El
indice de refraccion fue medido en triplicado en cada muestra. Las condiciones de la corrida
fueron temperatura de 50 £ 0.5° C, pH 5 + 0.01 y una concentracién de sustrato (sacarosa)

inicial de 0.15+0.001 g/mL.

Cuadro 10. Indices de refraccion de las muestras de las corridas para la determinacion de la
concentracion de enzima inmovilizada restante durante cada ciclo de uso

Ciclo Tiempo (min £ indice 1 indice 2 indice 3
0.00017 min) (+0.00002) (+0.00002) (+0.00002)

0 1.35351 1.35354 1.35353

1 1.35381 1.35379 1.35382

2 1.35398 1.35397 1.35397

3 1.35407 1,35408 1.35410

1 5 1.35417 1.35419 1.35416
7 1.35420 1.35419 1.35421

10 1.35420 1.35420 1.35422

15 1.35421 1.35420 1.35423

20 1.35421 1.35420 1.35422
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Ciclo Tiempo (min £ Indice 1 indice 2 indice 3
0.00017 min) (= 0.00002) (0.00002) (0.00002)

0 1.35351 1.35354 1.35354

1 1.35378 1.35378 1.35379

2 1.35395 1.35394 1.35391

3 1.35408 1.35409 1.35406

2 5 1.35417 1.35416 1.35420

7 1.35418 1.35419 1.35418

10 1.35423 1.35419 1.35421

15 1.35421 1.35421 1.35425

20 1.35424 1.35422 1.35421

0 1.35353 1.35352 1.35353

1 1.35385 1.35383 1.35382

2 1.35394 1.35391 1.35396

3 1.35406 1.35406 1.35406

3 5 1.35417 1.35416 1.35417

7 1.35418 1.35418 1.35417

10 1.35419 1.35421 1.35422

15 1.35422 1.35420 1.35422

20 1.35422 1.35421 1.35421

0 1.35355 1.35355 1.35355

1 1.35382 1.35383 1.35380

2 1.35395 1.35394 1.35397

3 1.35406 1.35406 1.35408

4 5 1.35413 1.35411 1.35414

7 1.35419 1.35420 1.35419

10 1.35420 1.35420 1.35421

15 1.35424 1.35419 1.35422

20 1.35422 1.35423 1.35422

0 1.35352 1.35355 1.35358

1 1.35432 1.35436 1.35434

2 1.35394 1.35393 1.35395

3 1.35402 1.35403 1.35402

5 5 1.35416 1.35414 1.35419

7 1.35418 1.35420 1.35416

10 1.35421 1.35421 1.35420

15 1.35422 1.35422 1.35420

20 1.35422 1.35421 1.35421
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Ciclo Tiempo (min £ Indice 1 indice 2 indice 3
0.00017 min) (= 0.00002) (0.00002) (0.00002)

0 1.35354 1.35355 1.35354

1 1.35434 1.35435 1.35433

2 1.35393 1.35394 1.35392

3 1.35404 1.35406 1.35402

6 5 1.35411 1.35412 1.35411

7 1.35416 1.35415 1.35419

10 1.35420 1.35421 1.35420

15 1.35421 1.35421 1.35419

20 1.35421 1.35421 1.35420

0 1.35351 1.35353 1.35355

1 1.35376 1.35375 1.35375

2 1.35394 1.35393 1.35394

3 1.35401 1.35398 1.35403

7 5 1.35413 1.35411 1.35416

7 1.35419 1.35421 1.35419

10 1.35421 1.35419 1.35421

15 1.35422 1.35420 1.35424

20 1.35422 1.35423 1.35419

0 1.35354 1.35357 1.35353

1 1.35379 1.35381 1.35378

2 1.35393 1.35392 1.35394

3 1.35402 1.35402 1.35403

8 5 1.35414 1.35415 1.35412

7 1.35417 1.35417 1.35416

10 1.35421 1.35422 1.35420

15 1.35421 1.35423 1.35420

20 1.35422 1.35421 1.35423

0 1.35354 1.35354 1.35353

1 1.35375 1.35375 1.35376

2 1.35391 1.35390 1.35393

3 1.35400 1.35399 1.35403

9 5 1.35413 1.35413 1.35414

7 1.35416 1.35414 1.35418

10 1.35420 1.35418 1.35421

15 1.35422 1.35420 1.35425

20 1.35421 1.35424 1.35418
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Ciclo Tiempo (min £ Indice 1 indice 2 indice 3
0.00017 min) (= 0.00002) (0.00002) (0.00002)

0 1.35353 1.35354 1.35352

1 1.35373 1.35374 1.35371

2 1.35387 1.35387 1.35386

3 1.35399 1.35398 1.35398

10 5 1.35411 1.35412 1.35409

7 1.35416 1.35415 1.35418

10 1.35419 1.35421 1.35416

15 1.35420 1.35421 1.35420

20 1.35420 1.35418 1.35421

0 1.35355 1.35355 1.35355

1 1.35374 1.35371 1.35375

2 1.35386 1.35383 1.35388

3 1.35397 1.35395 1.35399

11 5 1.35409 1.35409 1.35409

7 1.35416 1.35415 1.35416

10 1.35419 1.35421 1.35418

15 1.35422 1.35421 1.35423

20 1.35422 1.35421 1.35422

0 1.35354 1.35354 1.35356

1 1.35371 1.35369 1.35371

2 1.35386 1.35386 1.35386

3 1.35395 1.35395 1.35395

12 5 1.35408 1.35410 1.35408

7 1.35414 1.35413 1.35415

10 1.35417 1.35416 1.35417

15 1.35419 1.35419 1.35418

20 1.35420 1.35422 1.35420

0 1.35354 1.35352 1.35354

1 1.35370 1.35368 1.35373

2 1.35382 1.35381 1.35384

3 1.35391 1.35390 1.35392

13 5 1.35405 1.35407 1.35402

7 1.35412 1.35410 1.35412

10 1.35417 1.35420 1.35416

15 1.35419 1.35421 1.35418

20 1.35421 1.35420 1.35421
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Ciclo Tiempo (min £ Indice 1 indice 2 indice 3
0.00017 min) (= 0.00002) (0.00002) (0.00002)

0 1.35355 1.35353 1.35355

1 1.35368 1.35367 1.35370

2 1.35380 1.35377 1.35382

3 1.35388 1.35388 1.35388

14 5 1.35400 1.35399 1.35399
7 1.35407 1.35406 1.35408

10 1.35415 1.35417 1.35414

15 1.35418 1.35420 1.35416

20 1.35419 1.35421 1.35416

Se realiz6 la corrida de cada uno de los ciclos de enzima inmovilizada para determinar el

porcentaje de enzima retenida. Se tomaron muestras de las corridas en el tiempo 0, 1, 2, 3, 5,

7,10, 15 y 20 min y cada una se les midi6 el indice de refraccion con un refractometro marca

ATAGO. El indice de refraccion fue medido en triplicado en cada muestra. Las condiciones

de todas las corridas fueron una temperatura de 50 £ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion

de sustrato (sacarosa) inicial de 0.15 + 0.001 g/mL.

B. DATOS CALCULADOS

Cuadro 11. Indices de refraccion promedio y concentraciones de compuestos de las
muestras de la corrida de la enzima libre y sobrenadante de la inmovilizacion

Tiempo indice Desviacion Concentracion Desviacion ~ Concentracion
(min + (£0.00001) Estandar sacarosa Estandar total productos
Solucion  0.00017 () (g/mL £ (xg/mL)  (g/mL £ 0.0037
min) 0.0035 g/mL) g/mL)
0 1.35354 1.53E-05 0.1503 2.68E-03 0.0000
1 1.35387 1.15E-05 0.0932 2.03E-03 0.0601
2 1.35396 2.52E-05 0.0765 4.42E-03 0.0777
3 1.35413 2.52E-05 0.0465 4.42E-03 0.1093
Enzima 5 1.35417 3.06E-05 0.0396 5.36E-03 0.1166
libre 7 1.35424 2.00E-05 0.0285 3.51E-03 0.1283
10 1.35425 5.77E-06 0.0269 1.01E-03 0.1299
15 1.35425 2.72E-16 0.0269 4.77E-14 0.1299
20 1.35426 5.77E-06 0.0254 1.01E-03 0.1315
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Tiempo indice Desviacion Concentracion Desviacion ~ Concentracion
(min + (£ 0.00001) Estandar sacarosa Estandar total productos
Solucion  0.00017 €3] (g/mL + (xg/mL)  (g/mL £0.0037
min) 0.0035 g/mL) g/mL)
0 1.35355 1.53E-05 0.1496 2.68E-03 0.0000
1 1.35386 5.77E-06 0.0952 1.01E-03 0.0573
2 1.35402 2.52E-05 0.0663 4.42E-03 0.0877
3 1.35415 1.53E-05 0.0431 2.68E-03 0.1121
Remanente 5 1.35422 1.15E-05 0.0318 2.03E-03 0.1240
7 1.35423 1.00E-05 0.0296 1.75E-03 0.1264
10 1.35426 5.77E-06 0.0239 1.01E-03 0.1324
15 1.35427 5.77E-06 0.0223 1.01E-03 0.1340
20 1.35427 2.72E-16 0.0223 4.77E-14 0.1340

Se determind el indice de refraccion promedio y las concentraciones de sustrato (sacarosa) y

producto total (fructosa y glucosa) a lo largo del tiempo. Las concentraciones se obtuvieron

mediante el uso de una curva de calibracidon para una concentracion de sustrato inicial de

0.15+0.0001 g/mL.

Cuadro 12. Indices de refraccion promedio y concentraciones de compuestos de las
muestras de las corridas de cada ciclo de uso

Tiempo indice Desviacion Concentracion Desviacion  Concentracion
Ciclo (min £ (= 0.00001) Estdindar  sacarosa (g/mL +  Estandar  total productos
0.00017 (#) 0.0035 g/mL) (xg/mL) (g/mL +0.0037
min) g/mL)
0 1.35353 1.53E-05 0.1521 2.68E-03 0.0000
1 1.35381 1.53E-05 0.1036 2.68E-03 0.0511
2 1.35398 5.77E-06 0.0733 1.01E-03 0.0830
3 1.35408 7.82E+04 0.0558 1.37E+07 0.1014
1 5 1.35417 1.53E-05 0.0397 2.68E-03 0.1184
7 1.35420 1.00E-05 0.0355 1.75E-03 0.1228
10 1.35422 1.15E-05 0.0324 2.03E-03 0.1260
15 1.35421 1.53E-05 0.0326 2.68E-03 0.1258
20 1.35421 1.00E-05 0.0326 1.75E-03 0.1258
0 1.35354 1.73E-05 0.1511 3.04E-03 0.0000
1 1.35378 5.77E-06 0.1089 1.01E-03 0.0444
2 1.35395 2.08E-05 0.0783 3.65E-03 0.0767
3 1.35408 1.53E-05 0.0567 2.68E-03 0.0994
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Tiempo Indice Desviacion ~ Concentracion ~ Desviacion  Concentracion

Ciclo (min = (= 0.00001) Estandar sacarosa ( g.x’mL + Estépdar total productos
0.00017 (%) 0.0035 g/mL) (+g/ml)  (g/mL+0.0037
min) g/mL)

2 5 1.35417 2.08E-05 0.0397 3.65E-03 0.1173
7 1.35418 5.77E-06 0.0383 1.01E-03 0.1188

10 1.35421 2.00E-05 0.0338 3.51E-03 0.1235

15 1.35421 2.31E-05 0.0325 4.05E-03 0.1249

20 1.35422 1.53E-05 0.0318 2.68E-03 0.1256

0 1.35353 5.77E-06 0.1518 1.01E-03 0.0000

1 1.35383 1.53E-05 0.1003 2.68E-03 0.0542

2 1.35394 2.52E-05 0.0802 4.42E-03 0.0754

3 1.35406 2.72E-16 0.0599 4.77E-14 0.0968

3 5 1.35417 5.77E-06 0.0401 1.01E-03 0.1176
7 1.35418 5.77E-06 0.0385 1.01E-03 0.1193

10 1.35421 1.53E-05 0.0325 2.68E-03 0.1256

15 1.35422 1.15E-05 0.0318 2.03E-03 0.1264

20 1.35422 5.77E-06 0.0318 1.01E-03 0.1264

0 1.35355 0.00E+00 0.1500 0.00E+00 0.0000

1 1.35382 1.53E-05 0.1009 2.68E-03 0.0517

2 1.35395 1.53E-05 0.0796 2.68E-03 0.0741

3 1.35406 1.15E-05 0.0589 2.03E-03 0.0959

4 5 1.35413 1.53E-05 0.0472 2.68E-03 0.1082
7 1.35419 5.77E-06 0.0367 1.01E-03 0.1193

10 1.35420 5.77E-06 0.0347 1.01E-03 0.1214

15 1.35421 2.52E-05 0.0326 4.42E-03 0.1236

20 1.35422 5.77E-06 0.0318 1.01E-03 0.1245

0 1.35355 3.00E-05 0.1500 5.26E-03 0.0000

1 1.35434 2.00E-05 0.0112 3.51E-03 0.1462

2 1.35394 1.00E-05 0.0799 1.75E-03 0.0738

3 1.35402 5.77E-06 00667 1.01E-03 0.0877

5 5 1.35416 2.52E-05 0.0423 4.42E-03 0.1134
7 1.35418 2.00E-05 0.0392 3.51E-03 0.1167

10 1.35421 5.77E-06 0.0338 1.01E-03 0.1224

15 1.35422 1.15E-05 0.0318 2.03E-03 0.1245

20 1.35422 5.77E-06 0.0318 1.01E-03 0.1245

0 1.35354 5.77E-06 0.1511 1.01E-03 0.0000

1 1.35434 1.00E-05 0.0110 1.75E-03 0.1475

2 1.35393 1.00E-05 0.0816 1.75E-03 0.0732

3 1.35404 2.00E-05 0.0624 3.51E-03 0.0934

6 5 1.35411 5.77E-06 0.0502 1.01E-03 0.1062
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Tiempo Indice Desviacion ~ Concentracion ~ Desviacion ~ Concentracion

Ciclo (min + (= 0.00001) Estandar sacarosa ( g_me =+ Estépda.r total productos
0.00017 (%) 0.0035 g/mL) (xg/mL) (g/mL =0.0037
min) g/mL)

7 1.35417 2.08E-05 0.0398 3.65E-03 0.1172

10 1.35420 5.77E-06 0.0345 1.01E-03 0.1228

15 1.35421 1.15E-05 0.0326 2.03E-03 0.1248

20 1.35421 5.77E-06 0.0326 1.01E-03 0.1248

0 1.35353 2.00E-05 0.1518 3.51E-03 0.0000

1 1.35376 5.77E-06 0.1130 1.01E-03 0.0409

2 1.35394 5.77E-06 0.0802 1.01E-03 0.0754

3 1.35401 2.52E-05 0.0685 4.42E-03 0.0877

7 5 1.35413 2.52E-05 0.0472 4.42E-03 0.1101
7 1.35419 1.15E-05 0.0362 2.03E-03 0.1217

10 1.35421 1.15E-05 0.0326 2.03E-03 0.1255

15 1.35422 2.00E-05 0.0318 3.51E-03 0.1264

20 1.35422 2.08E-05 0.0318 3.65E-03 0.1264

0 1.35354 2.08E-05 0.1511 3.65E-03 0.0000

1 1.35379 1.53E-05 0.1071 2.68E-03 0.0463

2 1.35393 1.00E-05 0.0817 1.75E-03 0.0731

3 1.35402 5.77E-06 0.0664 1.01E-03 0.0892

8 5 1.35414 1.53E-05 0.0454 2.68E-03 0.1113
7 1.35417 5.77E-06 0.0398 1.01E-03 0.1172

10 1.35421 1.00E-05 0.0338 1.75E-03 0.1235

15 1.35421 1.53E-05 0.0326 2.68E-03 0.1248

20 1.35422 1.00E-05 0.0318 1.75E-03 0.1256

0 1.35354 5.77E-06 0.1511 1.01E-03 0.0000

1 1.35375 5.77E-06 0.1143 1.01E-03 0.0388

2 1.35391 1.53E-05 0.0859 2.68E-03 0.0687

3 1.35400 2.08E-05 0.0701 3.65E-03 0.0853

9 5 1.35413 5.77E-06 0.0481 1.01E-03 0.1085
7 1.35416 2.00E-05 0.0418 3.51E-03 0.1151

10 1.35420 1.53E-05 0.0345 2.68E-03 0.1228

15 1.35422 2.52E-05 0.0318 4.42E-03 0.1256

20 1.35421 3.00E-05 0.0326 5.26E-03 0.1248

0 1.35353 1.00E-05 0.1518 1.75E-03 0.0000

1 1.35373 1.53E-05 0.1183 2.68E-03 0.0353

2 1.35387 5.77E-06 0.0923 1.01E-03 0.0627

3 1.35399 5.77E-06 0.0711 1.01E-03 0.0850

10 5 1.35411 1.53E-05 0.0504 2.68E-03 0.1068
7 1.35416 1.53E-05 0.0423 2.68E-03 0.1153
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Tiempo Indice Desviacion ~ Concentracion ~ Desviacion  Concentracion
Ciclo (min + (£ 0.00001) Estandar sacarosa ( g_x’mL + Estépdar total productos
0.00017 (%) 0.0035 g/mL) (+g/mL)  (g/mL +0.0037
min) g/mL)
10 1.35419 2.52E-05 0.0360 4.42E-03 0.1219
15 1.35420 5.77E-06 0.0343 1.01E-03 0.1237
20 1.35420 1.53E-05 0.0343 2.68E-03 0.1237
0 1.35355 0.00E+00 0.1500 0.00E+00 0.0000
11 1 1.35374 2.08E-05 0.1161 3.65E-03 0.0357
2 1.35386 2.52E-05 0.0946 4.42E-03 0.0583
3 1.35397 2.00E-05 0.0762 3.51E-03 0.0777
5 1.35409 0.00E+00 0.0538 0.00E+00 0.1013
7 1.35416 5.77E-06 0.0429 1.01E-03 0.1128
10 1.35419 1.53E-05 0.0375 2.68E-03 0.1185
15 1.35422 1.00E-05 0.0318 1.75E-03 0.1237
20 1.35422 5.77E-06 0.0318 1.01E-03 0.1245
0 1.35354 1.15E-05 0.1511 2.03E-03 0.0000
12 1 1.35371 1.15E-05 0.1206 2.03E-03 0.0321
2 1.35386 0.00E+00 0.0943 0.00E+00 0.0598
3 1.35395 0.00E+00 0.0794 0.00E+00 0.0755
5 1.35408 1.15E-05 0.0553 2.03E-03 0.1009
7 1.35414 1.00E-05 0.0464 1.75E-03 0.1102
10 1.35417 5.77E-06 0.0401 1.01E-03 0.1169
15 1.35419 5.77E-06 0.0360 1.01E-03 0.1212
20 1.35420 1.15E-05 0.0343 2.03E-03 0.1230
13 0 1.35354 1.15E-05 0.1511 2.03E-03 0.0000
1 1.35370 2.52E-05 0.1229 4.42E-03 0.0297
2 1.35382 1.53E-05 0.1016 2.68E-03 0.0521
3 1.35391 1.00E-05 0.0852 1.75E-03 0.0694
5 1.35405 2.52E-05 0.0613 4.42E-03 0.0946
7 1.35412 1.15E-05 0.0483 2.03E-03 0.1082
10 1.35417 2.08E-05 0.0401 3.65E-03 0.1169
15 1.35419 1.53E-05 0.0360 2.68E-03 0.1212
20 1.35421 5.77E-06 0.0326 1.01E-03 0.1248
0 1.35355 1.15E-05 0.1500 2.03E-03 0.0000
14 1 1.35368 1.53E-05 0.1269 2.68E-03 0.0243
2 1.35380 2.52E-05 0.1059 4.42E-03 0.0464
3 1.35388 0.00E+00 0.0908 0.00E+00 0.0623
5 1.35400 5.77E-06 0.0696 1.01E-03 0.0847
7 1.35407 1.00E-05 0.0573 1.75E-03 0.0976
10 1.35415 1.53E-05 0.0436 2.68E-03 0.1120
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Tiempo Indice Desviacion ~ Concentracion ~ Desviacion  Concentracion

Ciclo (min + (£0.00001) Estandar sacarosa ( g.s’mL + Estépdar total productos
0.00017 () 0.0035 g/mL) (+g/mL) (g/mL +0.0037
min) g/mL)
15 1.35418 2.00E-05 0.0379 3.51E-03 0.1180
20 1.35419 2.52E-05 0.0360 4.42E-03 0.1200

Se determind el indice de refraccion promedio y las concentraciones de sustrato (sacarosa) y
producto total (fructosa y glucosa) a lo largo del tiempo. Las concentraciones se obtuvieron
mediante el uso de una curva de calibracidén para una concentracion de sustrato inicial de

0.15+0.0001 g/mL.

Cuadro 13. Parametros cinéticos para cada corrida utilizando el modelo general de
Michaelis-Menten para invertasa libre e inmovilizada en PHA

Estado de Km K+2 Conc. inicial Conc. final Eo
enzima (g¢/mL)  (ppm'*min™) sacarosa sacarosa (ppm)
(g/mL) (g/mL)
Libre 1.785 0.0752 0.1503 0.026 12.500
Inmovilizada 1.792 0.0705 0.1521 0.032 13.376
Remanente 1.785 0.0752 0.1496 0.022 13.312

Los datos se obtuvieron con el modelo general de la hidrélisis de sacarosa con invertasa
(ecuacion 1) realizando un ajuste con los datos de las corridas de enzima libre (Figura 10),
primer ciclo de inmovilizacion (Figura 11) y remanente (Figura 12) en el programa Berkeley
Madonna. Las condiciones de la reaccién fueron de 50 = 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una

concentracion de sustrato (sacarosa) inicial promedio de 0.1500 = 0.0003 g/mL
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Cuadro 14. Concentracion de invertasa en cada ciclo

Ciclo Conc. invertasa Enzima relativa restante
(ppm) (% m/m)
1 13.376 100
2 12.988 97.1
3 12.747 95.3
4 12.386 92.6
5 11.931 89.2
6 11.691 87.4
7 11.343 84.8
8 10.901 81.5
9 10.607 79.3
10 9.978 74.6
11 9.336 69.8
12 8.467 63.3
13 7.450 55.7
14 6.313 472

Los datos se obtuvieron mediante el ajuste del modelo general de Michaelis-Menten con los
datos de las corridas de cada ciclo de uso de invertasa inmovilizada en el programa Berkeley

Madonna dejando fijados los parametros cinéticos Km y K+2.

Cuadro 15. Pérdida de invertasa relativa por ciclo

Ciclo Pérdida de Invertasa
Relativa (% m/m)
1 2.9
2 1.8
3 2.7
4 34
5 1.8
6 2.6
7 33
8 2.2
9 4.7
10 4.8
11 6.5
12 7.6
13 8.5

Datos obtenidos mediante la comparacion de invertasa relativa restante luego de cada ciclo

de uso de enzima inmovilizada.
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C. MUESTRA DE CALCULOS

Calculo 1. Determinacion de concentracion de sustrato

y—b>b
X =—
m
1.35354 — 1.3544 g
x = = 0.1503—L
—0.00577 m

Donde:

X = concentracion de sustrato

y = indice de refraccion

m = pendiente de la curva de calibracion

b = intercepto en y de la curva de calibracion

Célculo realizado para cuantificar la concentracion de producto a lo largo del tiempo
para las corridas de enzima libre, tanto para la determinacion de constantes como
cuantificacion de enzima remanente sin inmovilizar, y para la corrida de cada ciclo de
enzima inmovilizada. Para la construccion de la curva de calibracién se emplearon los
indices de refraccion y concentraciones que se encuentran en el Cuadro 7 de datos
originales y para el calculo de concentraciones se usaron los indices de refraccion que se

encuentran en los cuadros 11 y 12 de datos calculados.

Calculo 2. Determinacion de rendimiento de inmovilizacion

Ey — Eg
RI(%) =
(%) L
0.002 iL —0.001331 %
RI(%) = m i ¥ 100% = 33.45% m/m
0,002-Z;
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Donde:

RI = Rendimiento de inmovilizacion

Eo = Concentracion de invertasa libre inicial

Er = Concentracién de invertasa libre luego de la inmovilizacién

Para el célculo se utilizd la concentracion de enzima utilizada en la solucion para la
inmovilizacion y la concentracion de la solucion restante de dicho proceso. Los

resultados se encuentran en el Cuadro 5 de la seccion de resultados.

Ecuacidn 4. Retencidon de actividad enzimatica dentro en una corrida

Ciy — Ci;

E;
——L % 100%
Cio = Cif 0

E,

AR (%) =

Fuente: Zhou et al. (2021)

Calculo 3. Determinacion de retencion de actividad enzimatica

9 _ 9_
0.1521 %+ — 0.0326 2~

13.376
AR (%) = P+ 100% = 89.41% g » mL™" « ppm”?
0.1503 =% — 0.0254 %+
mL ml
12.500 ppm
Donde:

AR = Actividad enzimatica retenida
E; = Concentracion de invertasa inmovilizada en la corrida

Ci,= Concentracion inicial de sustrato en invertasa inmovilizada

C; o Concentracion final de sustrato en invertasa inmovilizada

E; = Concentracion de invertasa libre en la corrida
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C;,= Concentracion inicial de sustrato en invertasa libre

G = Concentracion final de sustrato en invertasa libre

Para el calculo se utiliz6 las concentraciones iniciales y finales de ambas corridas junto
a la concentracion de enzima empleada en cada una. Los resultados se encuentran en el

Cuadro 6 de la seccion de resultados.

Calculo 4. Determinacion de invertasa relativa restante

E.
IRR(%) = E—‘ * 100%
0

12.988 ppm

IRR(%) = T3 =7¢ oom

*100% = 97.1% m/m

Donde:

IRR = Invertasa relativa restante

Ei = Concentracion de enzima inmovilizada en el ciclo de uso
Eo = Concentracion de enzima inmovilizada inicial

Para el calculo se utilizé la concentracion de enzima en cada ciclo de uso obtenido
mediante el analisis cinético en el programa Berkeley Madonna. Para la determinacion
de la invertasa restante relativa se emplearon las concentraciones de invertasa del Cuadro
14 de datos calculados. Los resultados se encuentran en el Cuadro 14 de la seccion de

datos calculados.

Calculo 5. Determinacion de pérdida relativa de invertasa por ciclo
PR;(%) = IRR; — IRR; ;1

PR;(%) = 100% — 97.1% = 2.9% m/m
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Donde:

PR; = Pérdida relativa de invertasa

IRR; = Invertasa relativa restante del ciclo evaluado
IRR;+1 = Invertasa relativa restante del ciclo posterior

El célculo se utilizo para determinar la invertasa inmovilizada relativa perdida en cada
ciclo de uso. Para la determinacion de la perdida relativa se emplearon los valores de
invertasa relativa restante del Cuadro 14 de datos calculados. Los resultados se

encuentran en el Cuadro 15 de la seccion de datos calculados.

D. ANALISIS DE ERROR

Ecuacion 5. Incertidumbre de una curva de calibracion

S

SC:m

Calculo 6. Incertidumbre de la concentracion de sustrato

4+0.00002 g
Sc = —mL = i00035—L
—0.00577 m

Donde:
S¢ = Incertidumbre de concentracion
St = Incertidumbre de refractometro

m = Pendiente de curva calibracion

Ecuacion 6. Propagacion de error de multiplicacion y division
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Donde:

Sy = Incertidumbre de resultado
Si = Incertidumbre de variables
y = Valor de resultados

1= Valores de variables

Calculo 7. Incertidumbre de inmovilizacion enzimatica

s = 33449 (0.00001)2 N ( 0.00001 )2 £0.30%
= . * _— _— = .
y 0 0.002 0.001331) ~ T0-30%m/m

Se utilizo la ecuacion 4. Se usaron los datos de los cuadros 4 y 13 de datos calculados.

Los resultados se encuentran en el Cuadro 5 de resultados.

Ecuacion 7. Desviacion estandar en muestra

Donde:

o = Desviacion estandar
N = ntimero de muestras
x; = Valores de los datos

X = Promedio de los datos
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Calculo 8. Incertidumbre de inmovilizacion enzimatica

(1.35351 — 1.35353)2 + (1.35354 — 1.35353)2 + (1.35353 — 1.35353)2
3—-1

g =

= +41.53%107°

Se utilizo la ecuacion 5. Se usaron los datos de los cuadros 8, 9 y 10 de datos calculados.

Los resultados se encuentran en los cuadros 11 y 12 de datos calculados.
E. CURVAS DE CALIBRACION

Figura 9. Curva de calibracion refractometro

1.3545

1.3544 €. y=-0.0057x + 1.3544
1 3543 T @ R*=0.9915
1.3542 !

1.3541 .

1.354 '

1.3539 ...

1.3538

indice de Refraccion

1.3537 _
1.3536 AR

1.3535
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14 0.16

Concetracion Sacarosa (g/mL)

Se cred una curva de calibracion para el refractometro para una concentracion inicial de
sacarosa de 0.15+0.00001 g/mL. Se hizo mediante el de las soluciones de sustrato (sacarosa)
y productos (fructosa y glucosa) preparadas y su indice de refraccion. La curva de calibracion
permitio calcular las concentraciones sacarosa en diferentes tiempos de las corridas de la

enzima libre y cada uno de los ciclos de la enzima inmovilizada.
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F. MODELOS CINETICOS

Figura 10. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa con invertasa libre
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Es el modelo para la corrida de invertasa libre con el cual se determinaron el valor de las
constantes catalitica y de Michaelis realizado en Berkeley Madonna. Las condiciones de la
reaccion fueron de 50 = 0.5° C, pH 5+ 0.01 y una concentracion de sustrato (sacarosa) inicial
de 0.1503 + 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la ecuacion 1 y se
determinaron las constantes cinéticas del Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de
sustrato en el eje primario y la concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi
mismo, los puntos son los valores experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato,
la linea negra es el ajuste del modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la

concentracion de productos generada.
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Figura 11. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa con remanente de inmovilizacion

0164 -0.14

Root Mean Square: 0.00227

0144 F0.12

0124

~0.10

0.10+ 0.080

Sustrato (gimL)
Productos (g/mL)

0.080 —0.060

0.080

—0.040

0.040 —0.020

0.020-

0 2 4 5} 8 10 12 14 18 18 20
Tiempo (min)

Es el modelo para la corrida de invertasa libre restante en la solucion utilizada en la
inmovilizacidon enzimatica con el cual se determind su concentracion en Berkeley Madonna.
Las condiciones de la reaccion fueron de 50 += 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de
sustrato (sacarosa) inicial de 0.1496 + 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en
la ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el la enzima libre encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 12. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el primer ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determinaron el valor
de las constantes catalitica y de Michaelis realizado en Berkeley Madonna. Las condiciones
de la reaccion fueron de 50 £ 0.5° C, pH 5 + 0.01 y una concentracion de sustrato (sacarosa)
inicial de 0.1521 £+ 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la ecuacion 1 y se
determinaron las constantes cinéticas del Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de
sustrato en el eje primario y la concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi
mismo, los puntos son los valores experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato,
la linea negra es el ajuste del modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la

concentracion de productos generada.
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Figura 13. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el segundo ciclo de uso de
invertasa inmovilizada

0164 014

Root Mean Square: 0.00187

0144 =012

0124 ~010

0.104 —0.080

Sustrato (g/mL)
Productos (g/imL)

0.080 + —0.060

0.060 —0.040

0.040+ o r—0.020

0020~ ~00
r T T T T T T T T T 1

Tiempo (min)

Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del primer ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 £ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1511 £ 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 14. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el tercer ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del segundo ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 + 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1518 = 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 15. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el cuarto ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del tercer ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50+ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1500 = 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 16. Modelo obtenido para la hidrélisis de sacarosa en el quinto ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del cuarto ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 + 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1500 = 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 17. Modelo obtenido para la hidrélisis de sacarosa en el sexto ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del quinto ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50+ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1511 = 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 18. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el séptimo ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del sexto ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 £ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1518 £ 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 19. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el octavo ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del séptimo ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 £ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1511 £ 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 20. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el noveno ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del octavo ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 £ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1511 = 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 21. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el décimo ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del noveno ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 + 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1518 £ 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 22. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el undécimo ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del décimo ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 £ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1500 £ 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracidon de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 23. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el duodécimo ciclo de uso de
invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del undécimo ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50+ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1511 = 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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Figura 24. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el décimo tercero ciclo de uso
de invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del duodécimo ciclo realizado en Berkeley Madonna. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 + 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1511 £ 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en la
ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.

90



Figura 25. Modelo obtenido para la hidrolisis de sacarosa en el décimo cuarto ciclo de uso
de invertasa inmovilizada
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Es el modelo para la corrida de invertasa inmovilizada con el cual se determind la
concentracion del enzima restante del décimo tercero ciclo realizado en Berkeley Madonna.
Las condiciones de la reaccion fueron de 50 + 0.5° C, pH 5 = 0.01 y una concentracion de
sustrato (sacarosa) inicial de 0.1511 £+ 0.0003 g/mL. Se obtuvo con el modelo encontrado en
la ecuacion 1 y las constantes cinéticas determinadas en el primer ciclo encontradas en el
Cuadro 13. Se pueden observar la concentracion de sustrato en el eje primario y la
concentracion de productos totales en el eje secundario. Asi mismo, los puntos son los valores
experimentales obtenidos de la concentracion de sustrato, la linea negra es el ajuste del
modelo a la concentracion de sustrato y la anaranjada es a la concentracion de productos

generada.
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G. BALANCES DE MASA

Figura 26. Balance de masa de la hidrolisis con enzima libre

15,03 g Sacaross —————————— —————————» 2,54 g Sacarosa

—————————»13.15 g Clucosa y Fructosa
100g Agua Hidrdlisis con

.,
Invertasa Libre 99.87 g Agua

0.304 g Acido Acético ————————
—————¥»0.304 g Acido Acético

0.00125 g Invertasa—————— I —— - "
g I 50°C, pH 5, 20 min 0.00M25 g Invertasa

420 kJ

Se realiz6 el balance de masa para la hidrolisis de sacarosa con invertasa libre. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 £ 0.5° C, pH 5 £ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1503 = 0.0003 g/mL. La estufa utilizada cuenta con una potencia de

350 watts durante todo el proceso.

Figura 27. Balance de masa de la inmovilizacion de invertasa en polihidroxialcanoato
funcionalizado

0.2 g Invertasa ————— [—————————0.133 g Invertasa
200 g Agua ——————h —————#200.0912 g Agua
50 g PHA Inmovilizacién an PHA 50.067 g PHA e invertasa inmovilizada
0.304 g Acido Acético——————————p funclonalizacio —————————®0.415 g Acetato de Sodio
0112 g Glutaraldehidg ———————» —0.119 g Glutaraldehido
30°C, pH 5, 300 min
0.4 g de Hidréxido de Sodio —I—L #0198 g de Hidrdxido de Sodio

6,300 kJ

Se realiz6 el balance de masa para la inmovilizacién superficial por unién covalente de
invertasa en PHA funcionalizado. La inmovilizaciéon se llevé a cabo en un medio con
agitacion a 30° C durante 300 min. Esta se realiz6 en buffer de 4cido acético y se determind
la concentracion de invertasa remanente e inmovilizada mediante una hidrolisis con el
remanente de esta. La estufa utilizada cuenta con una potencia de 350 watts durante todo el

Proceso.
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Figura 28. Balance de masa de la hidr6lisis con enzima inmovilizada en
polihidroxialcanoato funcionalizado

[ 126 g Sacarosa
15.21 g Sacarosa——————————H
9 01258 g Glucosa y Fructosa

1009 Agua———— .
Hidrélisis en PHA 0.304 g Acido Acétice

0.204 g Acids Acético——» funcionalizado —————— »90.379 Agua

5.0067 g PHA e Invertasa Inmovilizada —————————N [—————» 50065 g PHA e Invertasa Inmovilizada
50°C, pH 5, 20 min

9 0.0002 g Invertasa Desprendida

420 kJ

Se realizo el balance de masa para la hidrdlisis de sacarosa con invertasa inmovilizada. Las
condiciones de la reaccion fueron de 50 = 0.5° C, pH 5+ 0.01 y una concentracion de sustrato
(sacarosa) inicial de 0.1521 + 0.0003 g/mL. Se tomo6 en consideracion la masa de invertasa
desprendida en durante la hidrélisis. La estufa utilizada cuenta con una potencia de 350 watts

durante todo el proceso.

Cuadro 16. Balances de masa por ciclo de uso de invertasa inmovilizada

Entradas Salidas
Ciclo Agua(g) Sacarosa(g) | Agua(g) Sacarosa(g) Glucosa 'y
Fructosa (g)
1 100 15.21 99.37 3.18 12.58
2 100 15.11 99.38 3.26 12.56
3 100 15.18 99.37 3.18 12.64
4 100 15.00 99.38 3.18 12.45
5 100 15.00 99.38 3.18 12.45
6 100 15.11 99.38 3.26 12.48
7 100 15.18 99.37 3.18 12.64
8 100 15.11 99.37 3.18 12.46
9 100 15.11 99.38 3.26 12.48
10 100 15.18 99.38 3.43 12.37
11 100 15.00 99.38 3.18 12.35
12 100 15.11 99.39 3.43 12.30
13 100 15.11 99.38 3.26 12.48
14 100 15.00 99.40 3.60 12.00

Los datos anteriores muestran el balance de masa de la hidrolisis realizado para cada uno de
los ciclos de uso de la enzima inmovilizada con el objetivo de determinar la enzima fijada
restante. Se realiz6 con los datos del Cuadro 12 de la seccion de datos calculados.
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H. DATOS DE REACTIVOS

Cuadro 17. Datos de invertasa empleada durante el trabajo

Reactivo Invertasa
Marca Procelys by Lessafre
Nombre NuCel 810 PW
Bacterias Mesofilas CFU/g
Coliformes Totales CFU/g

Cuadro 18. Datos de sacarosa empleada durante el trabajo

Reactivo Sacarosa

Marca Cana Real

Masa Molar 342.2965 g/mol

Cuadro 19. Datos de glucosa empleada durante el trabajo

Reactivo Glucosa monohidratada
Marca Merck
Masa Molar 198.17 g/mol
Pureza 99% m/m
CAS 14431-43-7

Cuadro 20. Datos de fructosa empleada durante el trabajo

Reactivo Fructosa
Marca Merck
Masa Molar 180.16 g/mol
Pureza 99% m/m
CAS 57-48-7
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Cuadro 21. Datos de glutaraldehido empleada durante el trabajo

Reactivo Glutaraldehido
Marca Merck
Lote 3988408
Pureza 98% m/m
Concentracion 25% m/m
CAS 111-30-8

Cuadro 22. Datos de acido acético empleada durante el trabajo

Reactivo Acido Acético
Marca Merck
Masa Molar 60.05 g/mol
Densidad 1.049 g/mL
Pureza 99% m/m
CAS 64-19-7

I. DATOS DE EQUIPO

Cuadro 23. Datos de placa de balanza

Equipo Balanza analitica
Marca OHAUS
Modelo PA114
Capacidad maxima 110g
Incertidumbre +0.0002 g
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Cuadro 24. Datos de placa de refractometro

Equipo Refractometro
Marca ATAGO
Modelo RX-5000a
Rango de Indice (nD) | 1.32700 — 1.58000
Incertidumbre +0.00004

Cuadro 25. Datos de placa de potenciometro

Equipo Refractometro

Marca OHAUS

Modelo AB23PH
Rango de pH 0.0 —14.00
Incertidumbre +0.01

J. EVIDENCIA FOTOGRAFICA

1. Reactivos

Figura 29. Hidréxido empleado en la experimentacion

HIDROXIDO 3
DE sopbio

Fuente: Propia en el Laboratorio de Operaciones

Unitarias de la Universidad de Guatemala
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Figura 30. Fructosa empleada en la experimentacion
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Figura 31. Glucosa empleada en la experimentacion
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Fuente: Propia en el Laboratorio de Operaciones

Unitarias de la Universidad de Guatemala
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Figura 32. Enzima empleada en la experimentacion

Fuente: Propia en el Laboratorio de Operaciones

Unitarias de la Universidad de Guatemala

Figura 33. Glutaraldehido empleado en la experimentacion
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Fuente: Propia en el Laboratorio de Operaciones

Unitarias de la Universidad de Guatemala
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Figura 34. PHA empleado en la experimentacion

Fuente: Propia en el Laboratorio de Operaciones

Unitarias de la Universidad de Guatemala

2. Equipo

Figura 35. Refractometro empleado en la experimentacion

i
Fuente: Propia en el Laboratorio de Operaciones

Unitarias de la Universidad de Guatemala
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Figura 36. Potencidometro empleado en la experimentacion

Fuente: Propia en el Laboratorio de Operaciones

Unitarias de la Universidad de Guatemala

Figura 37. Bafo térmico empleado en la experimentacion
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Fuente: Propia en el Laboratorio de Operaciones

Unitarias de la Universidad de Guatemala
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16.GLOSARIO

ACTIVIDAD ENZIMATICA. Propiedad catalitica de una enzima que expresa la cantidad
de sustrato transformado por unidad de tiempo bajo condiciones definidas; su unidad SI es el

katal (1 mol-s™") y, de forma tradicional en bioquimica, también se usa la U (1 pmol-min™").

BERKELEY MADONNA. Software de modelado que permite construir y resolver
numéricamente ecuaciones diferenciales ordinarias y de diferencias mediante una interfaz

grafica ademas del célculo del valor de diversas constantes de dichos modelos.

ENLACE COVALENTE. Enlace quimico en el que dos atomos comparten uno o mas pares
de electrones por solapamiento de orbitales. Su caracter puede ser no polar o polar segin la

diferencia de electronegatividad entre los dtomos.

FRUCTOSA. Monosacarido encontrado en frutas y miel; participa en rutas metabdlicas

especificas del metabolismo de hexosas.

FUNCIONALIZACION CON GLUTARALDEHIDO. Método mediante el cual se activa un
soporte con el uso de grupos aldehidos con el objetivo de crear puentes de union formando

enlaces iminas posibilitando anclaje covalente para inmovilizacion.

GLUCOSA. Monosacarido aldohexosa central en el metabolismo energético de los
organismos. Este existe como forma ciclica en solucion y es el principal combustible celular

durante la glucolisis y sus derivados en el ciclo de Krebs.

INMOVILIZACION ENZIMATICA. Conjunto de técnicas para restringir el movimiento de
una enzima y su pérdida en la solucion. Manteniendo su actividad, permitiendo reutilizacion,

mayor estabilidad y operacion continua.

INVERTASA. Enzima conocida como B-fructofuranosidasa, esta que hidroliza la sacarosa

en glucosa y fructosa; también puede catalizar reacciones de fructotransferencia.

LIXIVIACION. Es la pérdida o liberacion de la enzima desde el soporte al medio de reaccién.
Esto ocurre cuando la enzima no estd unida de forma permanente o factores como el pH, la
agitacion, la temperatura o la presencia de ciertos solventes provocan que la enzima se

desprenda del soporte.
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POLIHIDROXIALCANOATOS (PHA): Son wuna familia de polimeros que
microorganismos sintetizan y almacenan como granulos intracelulares. Son biodegradables
y biocompatibles, degradandose por enzimas y microbiota ambiental hasta dioxido de
carbono y agua en condiciones aerobias o didoxido de carbono y metano en anaerobias.
Pueden producirse desde sustratos renovables como aziicares y aceites y se usan en envases,

recubrimientos y aplicaciones biomédicas.

REAFRATOMETRIA. Técnica analitica que mide el indice de refraccion (n) de la luz de
una muestra en relacion entre la velocidad de la luz en el vacio y en el medio. El valor de n
depende de la longitud de onda, la temperatura y la composicion. Los Refractometros
especifican el largo de onda y controlan la temperatura. Estos incluyen escalas como grados
Brix para concentracion de sacarosa. Se emplea en control de calidad, identificacion y pureza

de alimentos, farmacos, polimeros y solventes.

SACAROSA. Disacérido formado por una molécula de glucosa y fructosa unidos por un
enlace glucosidico alfa 1-2. Es el sacarido mds comun encontrado en el aziicar comun de

cafia y remolacha.
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