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RESUMEN

Modelado de un reactor tubular de lipasas inmovili-
zadas para la produccion de glicerol y acidos grasos a
partir de aceites.

Los avances en el disefio de biorreactores en la industria
de grasas y aceites permiten realizar la hidrdlisis de triglicéri-
dos en condiciones suaves, mejorando la productividad y
evitando la formaciéon de subproductos indeseables. En el
presente trabajo se desarrolla un modelo matematico que
describe la actividad hidrolitica de un reactor tubular con lipa-
sas inmovilizadas para la produccion de acidos grasos a par-
tir de aceites comerciales. Se aplico el método numérico de
Runge Kutta de alto orden, considerando que no hay acumu-
lacion de sustrato en la superficie de la membrana, donde se
encuentra la enzima. Ademas se analizaron distintas ecua-
ciones de velocidad de reaccion basadas en la cinética de
Michaelis-Menten y en un mecanismo de ping-pong bi-bi.
Los datos experimentales en sistemas discontinuos forman
la base del desarrollo del modelo matematico, empleado pa-
ra simular el proceso computacionalmente. Los resultados
obtenidos permitirian optimizar las variables operativas y los
aspectos econdémicos del proceso industrial.

PALABRAS CLAVE: Aceites — Bioreactor — Inmoviliza-
cion — Lipasa — Modelado — Simulacion.

SUMMARY

Modeling of an immobilized lipase tubular reactor for
the production of glycerol and fatty acids from oils.

Advances in the design of a bioreactor in the fats and
oils industry have permitted the hydrolysis of triglycerides
in mild conditions and improved productivity while avoiding
the formation of unwanted byproducts. The present work
develops a mathematical model that describes the hydrolytic
activity of a tubular reactor with immobilized lipases for the
production of glycerol and fatty acids from the oil trade. Runge
Kutta’s numerical method of high order has been applied,
considering that there is no accumulation of the substratum
in the surface of the membrane, where the enzyme is. At the
same time, different equations based on the kinetic model
of Michaelis Mentens and the Ping-Pong bi-bi mechanism
were examined. Experimental data in discontinuous systems
are the basis for the development of the quantitative
mathematical model that was used to simulate the process

computationally. The obtained results allow for optimizing
both the operative variables and the economic aspects of
industrial processes.

KEY-WORDS: Bioreactor — Immobilization — Lipase —
Modeling — Oils — Simulation.

1. INTRODUCCION

La investigacion basica y aplicada dirigida a la
manufactura a escala industrial de productos deri-
vados de lipidos se ha apoyado en el excedente de
grasas y aceites de los paises mas desarrollados.
Los avances cientificos-tecnoldgicos en el area,
han permitido sustituir procesos quimicos, que re-
quieren alto consumo de energia, por procesos en-
zimaticos que emplean condiciones suaves de re-
accion y presentan ademas mayor actividad vy
especificidad (Arrollo, 1998; Maroto et al., 2001;
Schmid et al.,, 2001; Ramachandran et al., 2002;
Cuellas, 2005).

Las lipasas (EC 3.1.1.3) se encuentran amplia-
mente distribuidas en la naturaleza y pueden catali-
zar una amplia gama de reacciones quimicas, mu-
chas de las cuales constituyen un importante
potencial tecnolégico en industrias alimenticias,
farmacéuticas y de detergentes. La hidrdlisis rever-
sible de triglicéridos originando &cidos grasos y gli-
cerol es una de las aplicaciones mas importante.
Esta reaccion tiene lugar a través de pasos inter-
medios que dan lugar a la formacién de diglicéridos
y monoglicéridos (Jaeger y Reetz, 1998; Nardini et
al., 2000; Jaeger y Eggert, 2002; Shamel et al.,
2007; lllanes, 2008).

Si bien se cuenta con una extensa bibliografia
sobre la hidrdlisis de grasas y aceites, aun no se
ha descrito un modelo que prediga las velocidades
de hidrdlisis en forma adecuada. Sin embargo, en
general, distintos estudios aseguran que el modelo
cinético de “ping-pong bi-bi”, se ajusta para descri-
bir la accion catalitica de las lipasas independien-
temente de la reaccion considerada (figura 1)
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(Cleaned, 1963; Torres et al., 2007; Chew, et al.,
2008).

El auge en el empleo de enzimas industrialmen-
te, ha permitido desarrollar técnicas de inmoviliza-
cion enzimatica que permiten la reutilizacion, mejo-
ra la estabilidad y facilita el desarrollo de procesos
continuos. A pesar de estos beneficios, no siempre
es factible trabajar con una enzima inmovilizada.
La aplicacion de esta tecnologia depende de distin-
tos factores como: la eleccién del método de inmo-
vilizacion y del soporte; las condiciones de opera-
cion; el tiempo de vida util del catalizador; el cambio
de escala y el control del desarrollo microbiano du-
rante el proceso (Malcata et al., 1990; Paiva et al.,
2000; Maroto et al., 2001; Schmid et al., 2001;
Cuellas, 2005; Moreno Safra y Perea Villamil,
2008).

Las lipasas han sido inmovilizadas por diferen-
tes métodos: adsorcion, entrecruzamiento, unidn
covalente y atrapamiento fisico, utilizando como
soporte tanto materiales organicos, como inorgani-
cos. Sin embargo los protocolos que involucran
técnicas mixtas, confieren mayor estabilidad y re-
sistencia al biocatalizador. En general, estos proce-
dimientos consisten en inmovilizar las lipasas en
una resina de intercambio iénico o un soporte poli-
mérico utilizando un reactivo de “cross-linking” co-
mo, dialdehidos, diiminoésteres, diisocianatos, sa-
les de bisdiazonio y diaminas. Estos reactivos
bifuncionales favorecen la unién tanto con el sopor-
te como con la enzima (Balcao et al., 1996; Arroyo,
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Figura 1

Representacion esquematica del mecanismo ping-pong
bi-bi para la hidrolisis de grasas y aceites.

1998; D Olivera et al., 2002; Fernandez-Lorente et
al., 2006).

El objetivo del presente trabajo, consiste en de-
sarrollar un modelo que permita predecir el com-
portamiento de un reactor continuo de Lipasa B de
Candida antartica inmovilizada con actividad hidro-
litica para la obtencion de acidos grasos y glicerol.
Para tal fin se han obtenido derivados inmoviliza-
dos en polietileno de alta densidad activado previa-
mente con glutaraldehido y se ha evaluado su acti-
vidad en reacciones discontinuas utilizando como
sustrato aceite de girasol comercial. A partir de es-
tos ensayos se obtuvieron los parametros cinéticos
del proceso. Los resultados obtenidos, permitirian
optimizar tanto las variables operativas como los
aspectos econdmicos de procesos industriales

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales y equipamiento
Reactivos

Lipasa B de C. antartica de Novozyme (5000 U/ml).
Aceite puro de girasol comercial marca “Cafiuelas”,
origen Argentina. Polietileno de alta densidad sin-
terizado de 50% de porosidad y 70 ym promedio
de diametro de poro. Glutaraldehido Sigma. Acido
oleico aportado generosamente por la empresa
Chr Hansen Argentina SAIC. El resto de los reacti-
vos y solventes empleados en las diferentes técni-
cas fueron de grado analitico.

Equipos

El estudio se llevo a cabo en base a un reactor
de acrilico, que contiene un tubo de polietileno de
alta densidad que actia como soporte de la enzi-
ma. La porosidad de este material es del 50% vy el
diametro promedio de los poros es 70 pm. Las me-
didas de este tubo son: 6 cm de longitud, 12.7 mm
de diametro externo y 4 mm de didmetro interno. El
area de intercambio efectiva es 0.1 m?/g y la capa-
cidad del reactor es 7 ml aproximadamente.

2.2. Metodologia

Los ensayos experimentales se realizaron por
triplicado y el error experimental no sobrepaso en
ningun caso el 10 %.

Inmovilizacion de la lipasa

Para obtener el derivado enzimatico se recurrié
a un protocolo mixto de inmovilizacion. En primer
lugar, el polietileno se puso en contacto 24 hs con
una solucién de glutaraldehido al 10%. Al cabo de
este periodo de tiempo, el soporte fue lavado con
buffer fosfato pH 7 e incubando por 24 hs en una
solucion al 50% de la enzima. Finalmente, el exce-
dente de enzimas fue eliminado con un enjuague
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con buffer fosfato. La determinacion de la proteina
inmovilizada se realiz6 por diferencia entre el con-
tenido total de proteina en la solucién enzimatica
inicial y la proteina final soluble una vez terminado
el proceso de inmovilizacién. La proteina en la so-
lucién enzimatica fue determinada mediante el mé-
todo de Bradford (1976) utilizando albumina de
suero bovino como estandar.

Evaluacion de la actividad hidrolitica

El grado de hidrdlisis del aceite se llevd a cabo
mediante la técnica colorimétrica de Lowry y Tins-
ley (1976). Este método consiste en colocar un vo-
lumen de muestra a determinar en un recipiente,
agregar 5 ml de benceno y agitar hasta disolver la
muestra. Luego, se agrega 1 ml de reactivo | (solu-
cion acuosa de acetato de cobre al 5% filtrado,
ajustando a pH 6.0-6.2 con piridina) y se agita en
vortex durante 2 minutos. A continuacion, se centri-
fuga 5 minutos a velocidad maxima. Por ultimo, se
mide espectrofotométricamente la fase superior a
715 nm.

Para obtener la concentracion de &cidos grasos
[% v/v] se realizé una curva patrén con acido oleico
puro.

Constantes cinéticas

Los parametros cinéticos fueron calculados por
regresion no lineal, a partir de datos experimentales
determinados en un reactor batch con agitacion.

2.3. Desarrollo del modelo matematico

Para caracterizar al biorreactor, se propone
analizar el comportamiento de diferentes modelos
cinéticos sobre una serie de datos experimentales
obtenidos en un reactor discontinuo.

Para el desarrollo del modelo se tuvieron en
cuenta los siguientes aportes:

a) La velocidad de reaccion de hidrdlisis.

b) La velocidad de pérdida de la actividad de la
enzima inmovilizada.

c) Balances de materia macroscopicos.

d) Mecanismo de la hidrdlisis enzimatica

La reaccion catalizada por la lipasa puede ser
vista como la produccion de un residuo alcohol y
un acido graso libre a partir de cada molécula de
glicérido.

En cuanto a la velocidad de reaccién, se aplica-
ron mecanismos ping-pong bi-bi. En todos los ca-
sos la concentracién de sustrato se representa co-
mo la concentracion molar de puentes ésteres
accesibles [G]. Este tipo de modelo cinético, similar
al mecanismo de hidrdlisis de la quimiotripsina,
provee un ajuste adecuado de los datos experi-
mentales en la accion catalitica de las lipasas (Cle-
land, 1963; Garcia, 1992; Malcata, 1990; Malcata
et al., 1992a; Paiva et al., 2000; Ramachandra et
al., 2002; Torres et al., 2003; Segel, 1993; Shamel

et al., 2007; Torres et al., 2007; Chew et al., 2008;
Al-Zuhair et al., 2009).

Como el nimero de parametros requeridos por
el mecanismo Ping Pong bi bi en su forma general
es grande, es muy posible que ocurra una sobre-
parametrizacion. Es decir, el niumero de parame-
tros del modelo es mayor que el numero de grados
de libertad del mismo. Para evitar esto se han apli-
cado algunas simplificaciones. Asumiendo que
existe un paso limitante en la reaccién, se pueden
plantear dos posibilidades:

1) Que el paso limitante de la reaccion sea la
deacilacion (mecanismo A).

2) Que el paso limitante de la reaccion sea la
acilacién (mecanismo B).

Estos mecanismos se pueden ver en una forma
sencilla como diagramas de King Altman (Figura 2).

Las expresiones de velocidad basadas en los
mecanismos propuestos son:

Mecanismo A

r _ Vmax,f [G] (1)
v,hid A — Km,G + [G]
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Figura 2
Diagramas de King Altman correspondientes a formas
simplificadas del mecanismo Ping Pong Bi Bi.
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Por su parte, el modelo completo Ping Pong bi bi o
Mecanismo C se puede expresar de la siguiente forma
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[G,] representa la concentracién |n|C|aI de puentes és-
teres accesibles para la hidrdlisis, [G] es la concentra-
cién molar de las moléculas de glicéridos en las proxi-
midades de la lipasa inmovilizada (0 < [G] < [Gy)).
Inia; SON las velocidades de reaccion correspondien-
tes a cada modelo i. El resto son parametros caracte-
risticos de los modelos cinéticos, velocidades maxi-
mas, constantes de saturacion, inhibicion, etc.

Pérdida de la actividad enzimatica

La pérdida de la actividad enzimatica con el pa-
so del tiempo es un aspecto importante del mode-
lado de procesos catalizados por enzimas. Con el
objetivo de modelar el sistema, se puede asumir
que las pérdidas de activacién en el proceso ocu-
rren en un solo paso que es caracterizado por una
expresion de velocidad de primer orden:

a=ae’ (4)

donde “a” es la actividad de la enzima en el tiempo,
a, es la actividad inicial de la enzima y k4 es la
constante de desactivacion de la enzima.

Modelo de la reaccion en un reactor Batch

Para obtener los parametros presentados ante-
riormente, se utilizd un reactor Batch (en las mis-
mas condiciones de trabajo utilizadas para la reac-
cion en continuo). La ecuacion que se propone en
este trabajo para describir el comportamiento del
reactor discontinuo es la siguiente:

d[G t
% =1 v,hid%o) )

donde r, 4, es reemplazado por cada uno de los
modelos propuestos.
Modelo de la reaccion en un reactor continuo

Los parametros cinéticos obtenidos en sistemas
discontinuos, se incorporan a un modelo de reactor

continuo; de esta forma es posible predecir el com-
portamiento de dicho biorreactor. EI modelo pro-
puesto para la reaccion en un equipo continuo es el
siguiente:

diG _F G G a(t) 5
dt _V[O] V[] vh/d ao ()
donde F; es el flujo de entrada, F; es el flujo de sa-

liday Ves el volumen del equipo.

Definiendo al tiempo de residencia, tr, como el
cociente entre el volumen del equipo vy el flujo de
entrada o de salida, y asumiendo que las corrien-
tes de alimentacion y de descarga son iguales, en-
tonces:

1 KR R -
tr Vv VvV ()
y la ecuacion (6) se puede escribir como:

d[G] 1
i = 7 (Gl —[G) — ree ™ (8)

Integrando esta ecuacién, con condicion inicial
t = 0 - [G] = [G], y reemplazando con las expre-
siones de velocidad, se puede obtener la variaciéon
de la corriente de salida con el tiempo, es decir,
que cantidad de producto se forma en el interior del
reactor en funcién del tiempo.

Los estudios de simulacion computacional, se
llevaron a cabo mediante el toolbox Simulink del
software Matlab®.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Proceso de inmovilizacion

La obtencién del derivado enzimatico se realizo
a partir de la inmovilizacién de la enzima lipasa B
de C. antartica en una membrana de polietileno ac-
tivado previamente con glutaraldehido. Este proce-
dimiento mixto de inmovilizacién permite obtener
de forma sencilla biocatalizadores con alta activi-
dad, estabilidad y resistencia. Trabajos previos rea-
lizados en distintos soportes coinciden que el em-
pleo de gluaraldehido como agente bifuncional
mejora la estabilidad de los derivados sin afectar la
actividad enzimatica, aumenta la versatilidad y am-
plia la aplicacion de las enzimas inmovilizadas en
distintos procedimientos. (Gray et al., 1990; Ferrei-
ra et al., 1998; Arroyo et al., 1995; Migneault 2004
Alonso et al., 2005; Betancor, 2006; Mateo et al.,
2007).

Si bien se dispone de diferentes metodologias
para la inmovilizacion de lipasas, estas presentan
dificultades en su aplicacion. Por ejemplo la técnica
de absorcion en membranas, caracterizado por su
simplicidad y bajo costo, es de poca aplicabilidad
debido a la pérdida enzimatica. Por otro lado los
procesos de inclusién en membrana, presentan
problemas de transferencia de masa disminuyendo
la accesibilidad de los reactivos al sitio activo de la
enzima. Por ultimo la unidn covalente provoca ge-
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neralmente, cambios conformacionales que le con-
fiere rigidez a la estructura tridimensional de la en-
zima. De esta forma la estrategia mixta de
inmovilizacién utilizada en el trabajo, no solo re-
suelve los problemas de pérdida enzimatica y dis-
minucion de actividad sino que representa la op-
cibn mas viable para el empleo de lipasas
inmovilizadas en procesos industriales (Balcao et
al., 1996; Fernandez-Lorente et al., 2006, Hilal et
al., 2006).

Por otro lado, el empleo de una solucion enzi-
matica al 50%, permite la retencion de una canti-
dad de agua por parte de la membrana de polietile-
no suficiente para favorecer la formaciéon de una
interfase agua aceite en el medio de reaccioén. Es-
tudios enzimoldgicos previos demuestran que las
lipasas presentan una estructura peculiar en torno
al sitio activo, conocida como “tapadera”. En siste-
mas homogéneos se encuentra en una conforma-
cién cerrada, con el centro activo bloqueado, sin
embargo en interface la tapadera se abre, provo-
cando un cambio total en la superficie del centro
activo, favoreciendo la interaccién entre la enzima
y el sustrato. (Arroyo et al., 1993; Svendsen, 2000;
Fernandez-Lorente et al., 2006; lllanes et al.,
2008). Teniendo en cuenta que las grasas y acei-
tes constituyen el sustrato natural en la reaccion de
hidrdlisis, este aspecto es de vital importancia, ya
que simplifica el proceso de up stream y disminuye
los riesgos de contaminacidn durante el transcurso
de la reaccion.

3.2. Modelado del proceso

En primer lugar y a los efectos de simplificar los
modelos de las ecuaciones 1, 2,y 3, se ha llevado a
cabo una reparametrizacion y normalizacion de los
parametros (Malcata et al., 1992a, Malcata et al.,
1992 b, Malcata et al., 1992 c). La normalizacion es
necesaria para evitar comportamiento numérico
inestable y para reducir el nimero total de parame-
tros. Los resultados de esta serie de operaciones
matematicas son las siguientes formas simplificadas
de las expresiones de velocidad para la reaccion de
hidrdlisis para los tres modelos (A, B, C):

Modelo A

Fyniga = 041 [G] )

Modelo B
. 65,[G]
rv,hid,B - 1 + 632 [G] (6)
Modelo C
B ¢4 [G]
90 = T3 06,161 + 6s (GF )
Estos modelos, en combinacién con la cinética
de inactivacion de la enzima y los balances de ma-

sa seran aplicados para obtener una estimacion de
los parametros involucrados.

Para ello se llevaron a cabo determinaciones
experimentales de hidrdlisis en sistemas disconti-
nuos (o batch). Se presentan los resultados obteni-
dos en la Tabla 1.

Los datos que figuran en la tabla 1 fueron ajus-
tados a los modelos dinamicos que involucran los
aportes antes mencionados. Por ejemplo, la ecua-
cion diferencial que describe la evolucién de la con-
centracion de ésteres libres y teniendo en cuenta el
modelo cinético A, quedaria expresada de la si-
guiente manera:

d[G]

—g = m[Gle (8
Ecuaciones similares se pueden obtener para los
modelos By C.

A continuacion se realizaron los andlisis de re-
gresion no lineal para obtener los parametros aso-
ciados a cada modelo. En todos los casos se aplico
el algoritmo de Levemberg-Marquardt.

En relacidon a los métodos de estimacion, exis-
ten varias alternativas:

a) Linealizar la ecuacion de partida, si es posi-
ble, y luego aplicar un método de regresion
lineal.

b) Aplicar un método de regresién no lineal di-
recto, en caso que se determinen experi-
mentalmente las velocidades.

c) Integrar analiticamente la ecuacién diferen-
cial en caso que se determinen experimen-
talmente las concentraciones y luego efec-
tuar regresién lineal o no lineal.

d) Integrar numéricamente la ecuacién diferen-
cial en caso que se determinen experimen-
talmente las concentraciones y luego efec-
tuar regresién lineal o no lineal. (Torres et
al., 2007; Al-Zuhair 2008; Chew et al., 2008).
Estas expresiones integradas para el mode-
lo A, se exponen en la Tabla 2.

e) Determinar parametros en forma indepen-
diente, utilizando diferentes rangos de datos
para cada uno (los rangos de mayor sensibi-
lidad).

Tabla 1
Determinacién experimental de la produccion
de acidos grasos libres en ensayos discontinuos
utilizando la enzima Lipasa B de C. antartica
inmovilizada en polietileno

Concentracion de acidos

Tiempo [min] grasos [%v/v]

0 0.073
3 0.869
6 0.989
9 1.819
12 2.045
15 2.102
18 2.161
21 2.363
24 2.447
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Si bien la alternativa (a) emplea algoritmos de
regresidbn que son muy simples en esencia, la
aproximacion lineal implica incertidumbres en la
estimacion asociadas a la propagacion de errores
experimentales, dando lugar a resultados erréneos.

Para mostrar este efecto, se realizaron simula-
ciones de regresion con varianza conocida, dando
como resultado un error muy superior en la alterna-
tiva lineal en contrapartida a la alternativa (d), no Ii-
neal con integracion numérica (Tabla 3). Por tal
motivo, la alternativa de regresion (d) fue la em-
pleada en este trabajo.

Realizando un andlisis sobre las condiciones de
inicializacion del método, se pudo observar que los
modelos B y C (ecuaciones 2 y 3) son fuertemente
dependientes de la inicializacion. Esto significa que
si se varian los valores de inicio de busqueda del
algoritmo de optimizacidn, los parametros encon-
trados al final del procedimiento son distintos. Este
comportamiento se debe que al utilizar los modelos
By C, el sistema presenta mayor cantidad de para-
metros que grados de libertad. Por lo tanto, estos
modelos no resultan adecuados para la obtencién
de las constantes cinéticas de la reaccion.

Por otro lado, en el modelo A (ecuacién 1), el
algoritmo de célculo siempre converge en el mismo
valor del parametro, independientemente del valor
de inicio de optimizacion. Por lo tanto, los modelos
By C fueron descartados y solo se utiliz6 el modelo
A en el andlisis. Los valores de los parametros pa-
ra el modelo A se muestran en la Tabla 4 y en la fi-

Tabla 2
Expresiones integradas para el modelo A en
operacion Batch

Tipo de ecuacion Expresion integrada

Explicita [G] = [G,] exp %(exp(—kdt) - 1))
d
- -1 [ ky [[G]
Implicita t= 7|n(67|n([e ]) + 1))
Tabla 3

Comparacion de los errores de estimacién para
las alternativas a (método de regresion lineal)
y d (método no lineal con integracién numérica),
para dos varianzas diferentes

Varianza: 0.01

Lineal No lineal (Integr. Numérica)
Error x* Error param®  Error x Error param
6.33% 45.7% 6.68% 18.9%
Varianza: 0.001
Lineal No lineal (Integr. Numérica)
Error x Error param  Error x Error param

0.72% 5.97% 0.655% 2.2%

a. Error promedio en los datos experimentales generados
numéricamente (n = 15).
b. Error promedio en el valor estimado de los parametros.

Tabla 4
Valores de los parametros del modelo A

Valor del parametro
(con intervalo de confianza

Parametro del 95%)
044[1/] 0.1770 £ 0.0475
kJ1/s] 6.7105 + 2.7525

gura 3 se puede observa el ajuste del modelo a los
datos experimentales.

Estos resultados permiten tomar decisiones so-
bre las variables operativas, incluyendo caudales
de entrada y salida, para lograr una productividad
Optima en sistemas batch y continuos.

Una vez que fueron obtenidos los parametros
utilizando alguno de los métodos planteados, se re-
emplaza su valor en la ecuacion para el reactor
continuo y resolviendo la ecuacion diferencial, (en
este caso se utilizé el método de Runge Kutta de
alto orden), se obtiene la variacién del sustrato o
producto en el tiempo (Torres et al.,, 2007; Al-Zu-
hair, 2008; Chew et al., 2008).

Las Figuras 4 y 5, representan respectivamente
las variaciones del sustrato y el producto en fun-
cion del tiempo. La integracion de las curvas de es-
tos graficos suministra informacion sobre: Rendi-
miento, Productividad y Tiempo de vida medio del
reactor. En el sistema de reaccion estudiado, pue-
de observarse que el tiempo de vida medio del
reactor aumenta a medida que aumenta el tiempo
de residencia. Por otro lado, la produccion de &ci-
dos grasos decrece a medida que se acorta el
tiempo de residencia del sustrato en el biorreactor.
Definiendo al tiempo de residencia, como el co-
ciente entre el volumen y el flujo de entrada del
sustrato, podemos afirmar que la velocidad de flujo
controla el tiempo de residencia del aceite en el
reactor, lo que a su vez controla el nivel de hidrdli-

Modelo A
25 T T - T

T T T b

concentracion de sustrato [% v/v)

L

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.3 0.4
tiempo [horas]

Figura 3
Representacion gréfica del ajuste del modelo A con los datos
experimentales obtenidos en sistemas batch con la enzima
inmovilizada.
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concentracidn de sustrato [% viv]

=600 min

100 léﬂ 260 2éﬂ 360 350
tiempo [min]
Figura 4
Comparacion del porcentage de utilizacion del sustrato (% v/v)
en un reactor tubular de lipasas inmovilizadas en régimen
continuo, a diferentes tiempos de residencia.
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Figura 5
Comparacion de la produccion de acidos grasos libres (% v/v)
en un reactor tubular de lipasas inmovilizadas en régimen
continuo, a diferentes tiempos de residencia.

sis. Este comportamiento ha sido evidenciado pre-
viamente en distintos trabajos cientificos que em-
plean reactores con lipasas inmovilizadas en
regimenes continuos. (Jackson et al., 1997; Lauda-
ni et al., 2007; H-Kittikun et al., 2008;). Estas expe-
riencias han demostrado que el tiempo de residen-
cia gobierna el tiempo de contacto entre la enzima
y el sustrato. De esta forma a menor caudal, se re-
gistran los maximos valores de formacion del pro-
ducto deseado. Por otro lado el escalado de estos
procesos ha registrado una productividad hasta 11
veces mayor que en escala de laboratorio. Estas
evidencias sugieren que el reactor tubular de lipa-
sas inmovilizadas utilizado en el presente trabajo,
ademas de posibilitar la automatizacion y el control
del proceso, permitiria el escalado para el empleo
industrial.

4. CONCLUSIONES

La técnica de inmovilizacién empleada y la elec-
cién del soporte, permitieron la obtencién de bioca-
talizadores estables, que posibilitan el disefio de un
reactor enzimatico de facil manejo y control. Los
datos experimentales obtenidos a partir de estos

derivados constituyeron la base para el desarrollo
de un modelo matematico cuantitativo, que puede
utilizarse para simular el proceso y optimizar tanto
las variables operativas como los aspectos econo-
micos. Los resultados de la simulaciéon computacio-
nal, indican que la conversion lograda por el siste-
ma, depende de distintos factores como el tiempo
de residencia del sustrato en el reactor y la activi-
dad de la lipasa inmovilizada. Los resultados obte-
nidos en este trabajo representan un aporte impor-
tante para el desarrollo de procesos enzimaticos
continuos en la Industria de Grasas y Aceites.
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