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Resumen

En este trabajo se analiza el estudio cinético de dos reacciones enzimaticas de
importancia en la industria alimentaria: la isomerizacion fructosa-glucosa para
produccion de jarabes de fructosa y la hidrolisis de lactosa para la fabricacion de
productos deslactosados.

El estudio cinético de ambas reacciones se llevd a cabo en dos dispositivos
experimentales, un reactor discontinuo mezcla perfecta y un reactor de fibra hueca con
recirculacion. Para la isomerizacion fructosa-glucosa se ha analizado la influencia que la
concentracion de fructosa (0.05 a 1.50 M) y la concentracion de enzima (2.50 a 7.50 g
L) tienen sobre esta reaccion a la temperatura de 40°C y con un modulo de fibra hueca
de membrana fabricada con acetato de celulosa regenerado. Los experimentos de
hidrolisis de lactosa llevados a cabo con la enzima Lactozym permiten analizar la
influencia que la temperatura (25 a 40°C), concentracion de lactosa monohidratada (10 a
75 g L), concentracion de enzima (0.10 a 3.00 g L), modulo de fibra hueca y material
de la membrana (acetato de celulosa regenerado y polisulfona) ejercen sobre esta
reaccion.
| Se ha analizado la actividad que dos PB-galactosidasas, Lactozym y Maxilact, de
origen distinto presentan en un reactor discontinuo mezcla perfecta con diferentes
concentraciones de iones, observandose que el comportamiento de ambas es similar. Asi
mismo se ha analizado la actividad que muestran frente al pH en un rango comprendido
entre 6.00 y 7.30. Dos modelos cinéticos han sido planteados para explicar la
dependencia de la actividad frente al pH, siendo un modelo que considera la formacion
de las especies enzimaticas EH,"? y E el que mejor ajusta los datos experimentales
obtenidos. Los modelos planteados han sido aplicados satisfactoriamente a resultados

planteados por otros autores.
En la enzima Spezyme GI, utilizada en la reaccion de isomerizacion fructosa-

glucosa, no se advierte pérdida alguna de actividad en un reactor discontinuo mezcla

perfecta en las condiciones experimentales ensayadas (medio de reaccion con iones
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Resumen

Mg'? y rango de temperaturas comprendido entre 40 y 60°C). Para la hidrélisis de
lactosa, la desactivacion térmica que ambas enzimas, Lactozym y Maxilact, presentan
en dos tampones, uno con iones K y Mg y otro con iones Na*, ha sido explicada

mediante el modelo

kp, K
E (_k—’ E, —95 E4
ih

que supone tan solo activa la enzima nativa libre (E), mientras que las especies
enzimaticas E, y Eq4 no poseen actividad enzimatica alguna. Este modelo explica
satisfactoriamente los resultados experimentales obtenidos en este trabajo y en los
realizados por otros autores.

Para la hidrélisis enzimatica de lactosa en un reactor discontinuo mezcla
perfecta, se propone un modelo cinético simplificado de inhibicion competitiva por
galactosa

E+L ‘ > EL

EL——EGa+G

EGa ) > E+Ga

considerando que el valor de las constantes Ky y K es similar. La velocidad de reaccion
vendria dada por la expresion:

k er Lo (1-x%)
KMy + Lo + Gag

L, =

lo que implica que la lactosa y galactosa ocupan el lugar activo de la enzima con igual
probabilidad. Las constantes k er y Ky se pueden expresar en funcion de la temperatura

como:

Para la explicar los datos experimentales obtenidos en la reaccion enzimatica de
isomerizacion fructosa-glucosa dentro de un reactor discontinuo mezcla perfecta se ha

utilizado el modelo

1.2
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Resumen

> X > F 4+ E

& &
~ &3

G + E

Se ha estudiado esta reaccion cinética dentro de un reactor de fibra hueca con
recirculacion para evitar la presencia de la enzima en el producto final, de forma que
ésta pueda ser reutilizada. Los resultados obtenidos en este dispositivo han mostrado
una menor conversion que la obtenida para el reactor discontinuo mezcla perfecta. Esta
diferencia en el comportamiento de ambos reactores, minimizada a altas
concentraciones de sustrato, hace plantear un nuevo modelo que incorpora al equilibrio

ya descrito una adsorcion reversible de la enzima nativa activa libre sobre la membrana,

de la forma

———>
E+nE En

que explica los datos obtenidos satisfactoriamente.

Se ha estudiado la hidrdlisis de lactosa en un reactor de fibra hueca con
recirculacion. Al igual que para la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa se obtiene
una menor conversion que la producida en un reactor discontinuo mezcla perfecta. Para
explicar los resultados experimentales, al igual que en el reactor discontinuo mezcla
perfecta, se propone un modelo cinético que considera una inhibicion competitiva de la
enzima por galactosa en la que este monosacarido y la lactosa poseen igual afinidad por

el centro activo de la enzima, planteandose también una adsorcion reversible del

complejo EGa en la membrana de la forma

EGa+n 5 > EGan

La constante de adsorcion Kp es funcion de la temperatura, y para el modulo de fibra
hueca utilizado (NT1975) fabricado con membrana de acetato de celulosa regenerada se

podria calcular mediante la expresion:

Kp = 238 10" exp(—gi‘ﬁJ

1.3



Resumen

Se han comparado los resultados obtenidos tanto para la isomerizacién fructosa-
glucosa como para la hidrélisis de lactosa en diferentes reactores enzimaticos,
comprobandose que el reactor de fibra hueca con recirculacion puede ser utilizado
eficazmente para ambas reacciones. Asi para la isomerizacion fructosa-glucosa se
observa que la productividad del sistema se hace mayor a altas concentraciones de
sustrato inicial, siendo la efectividad mayor que la obtenida por otros autores en un
reactor de lecho fijo con recirculacion. Para la hidrolisis de lactosa este dispositivo
experimental se hace especialmente idoneo a bajas temperaturas y concentraciones de

sustrato.
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Antecedentes bibliogrdficos

2.1 Hidrolizados de lactosa.

La lactosa es el principal hidrato de carbono de la leche y del lactosuero, liquido
que resulta de la separacion de la caseina y grasa de la leche en el proceso de
elaboracion del queso. La composicion media del lactosuero es variable dependiendo
del proceso de fabricacion en el que se origina, bien la coagulacion del queso por
acidificacion (lactosueros acidos) o por accion del cuajo (lactosueros dulces). En la
Tabla 2.1 y Figura 2.1 puede observarse la composicion media del lactosuero y
extracto séco respectivamente.

La hidrolisis de lactosa es un proceso biotecnoldgico de gran importancia en la
industria alimentaria debido a los efectos beneficiosos que puede producir sobre la
asimilacién de alimentos y a las ventajas tecnolégicas y medioambientales que de su

aplicacion industrial pueden derivarse, entre las que podemos destacar:

Tabla 2.1 — Composicion media del lactosuero.

Componente Lactosuero dulce Lactosuero acido
Agua 93-94 % 94-95 %
Extracto seco 6-7 % 5-6 %
Lactosa 4.5-5% 38-42%
Acido lactico 0.1% 0.8 %
Minerales (cenizas) 0.5-0.7 % 0.7-0.8 %
Grasas 0.3-0.5% 0.3-0.6 %
Proteinas 0.8-1% 0.8-1 %
Acido citrico 0.1% 0.1%
pH 6.45 5

1) Una parte importante de la poblacion mundial posee un déficit o baja actividad
de la lactasa intestinal que le impide asimilar la lactosa existente en distintos
alimentos, entre ellos la leche. Esta deficiencia se puede clasificar en déficit

primario (producido en lactantes prematuros, en adultos debido a su procedencia
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Antecedentes bibliogrdficos

étnica o por factores hereditarios) o déficit secundario (déficit temporal debido a
dafios producidos sobre la flora bacteriana del intestino debido a enfermedades

gastrointestinales).

%
80

60-

40

T

Lactosa Proteinas Grasas Minerales A. lactico

‘Figura 2.1- Composicion media de la materia seca del lactosuero.

Esta patologia conlleva una serie de efectos perjudiciales:

a) Dolor abdominal y produccion de diarreas en el individuo intolerante debido
a la fermentacion anémala de la lactosa en el intestino y al aumento de
disacaridos en la luz intestinal.

b) Incapacidad de utilizar la lactosa como fuente de energia.

¢) Disminucién de la absorcion del calcio y magnesio.

La poblacion afectada por este tipo de dolencia depende en gran medida del

grupo étnico que nos ocupe (Tabla 2.2).

2) La formacion de galacto-oligosacaridos durante la hidrolisis de la lactosa

confiere a los alimentos

Tabla 2.2 —Poblacion intolerante a la lactosa

(Zadow, 1992) propiedades beneficiosas

ya que estos compuestos

Grupo poblacional Poblacién con )
malabsorcion favorecen el cultivo de
Arabes, griegos, chinos, " la microflora bacteriana
coreanos, afroamericanos, 60-100 % . ) 2
snstralianog intestinal humana (Shin
Europeos occidentales 2-30 % y col.(1998), Mahoney

(1998b)).
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3) Las ventajas que la hidrolisis de lactosa produce sobre el uso del suero lacteo

vienen indicadas por gran nimero de autores (Ryder (1989), Zadow (1992),
Gonzilez Siso (1996), Gist-Brocades):

a)

b)

d)

Aumento de la solubilidad, debido a que la glucosa y galactosa tienen
mayor solubilidad, evitandose la cristalizacion de la lactosa en
productos concentrados y por tanto una textura arenosa en productos
congelados como, por ejemplo, los helados.

Aumento del dulzor debido a que la mezcla glucosa-galactosa
producida posee un 72% del poder edulcorante de la sacarosa frente a
un 13% de la lactosa. Esto repercute en la necesidad de afiadir menor
cantidad de agentes edulcorantes a los productos que incluyen en su
composicion materias primas con lactosa hidrolizada (caramelos,
productos de confiteria, salsas, bebidas refrescantes).

Al igual que la lactosa, la galactosa es capaz de producir la reaccion
de Maillard que confiere el caracteristico color marrén a productos de
panaderia y bolleria, necesitandose adicionar menor cantidad de
sacarosa que es sustituida por la glucosa proveniente de la hidrolisis.
Correcta asimilacion de productos procedentes del suero por personas
intolerantes a este disacarido.

Los monosacaridos glucosa y galactosa poseen mayor facilidad de ser
fermentados por los microorganismos utilizados para la produccion

de yoghourt (Shah y col.(1993)).

4) Aumento de la biodegradabilidad de los sueros procedentes de queserias. El

lactosuero ha sido considerado tradicionalmente como un subproducto de las

industrias lacteas de forma que la mayor parte ha sido vertido en los rios con el

consiguiente desequilibrio ecologico que conlleva. Si se tiene en cuenta que 100

Kg de lactosuero necesitan para su depuracion el oxigeno disuelto contenido en

medio millon de litros de agua, es facil advertir que estos vertidos pueden

convertirse en un problema importante (Santos y col.(1998)).

5) Por otra parte, la composicion de estos lactosueros revela la existencia de una

serie de productos valiosos que es necesario aprovechar de forma que, tras su
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desmineralizacion y concentracion, pueden destinarse a distintas aplicaciones tal

y como se puede observar en la Figura 2.2 donde se muestra el uso actual de los

lactosueros desmineralizados aprovechados (aproximadamente el 50% de los

generados). Dentro de las aplicaciones mas importantes se encontrarian la

preparacion de formulas de alimentacion infantiles y la alimentacion animal

(Batchelder (1988)), siendo necesario reducir el contenido de lactosa en ambos

casos para que sean facilmente asimilables. En las Figuras 2.4 y 2.5 se muestran

dos procesos industriales para la utilizacion de estos lactosueros.

Alimentacion
Formulas animal Tatabes
infantiles 6%
65%

Panaderias
2% 1%

Figura 2.2- Utilizacion de sueros
desmineralizados a nivel mundial.

Todos  los problemas
anteriormente expuestos pueden ser
paliados si se reduce el contenido
de lactosa en leche y derivados
mediante  hidrélisis  enzimatica,
consiguiéndose productos de alto
valor afiadido que pueden originar
grandes  beneficios, amén de
solucionar los problemas de
contaminacion que estos

lactosueros llevan aparejados.

En la Figura 2.3 se indica la posible utilizaciéon que los productos deslactosados

pueden tener.

2.1.1 Procesos tecnolégicos industriales para la obtencion de hidrolizados de

lactosa.

La hidrolisis de la lactosa contenida en productos como suero o leche puede

llevarse a cabo mediante el uso de distintos procesos industriales como la

hidrogenacion, tratamientos térmicos con acidos o mediante la utilizacion de enzimas

(bien en estado libre o inmovilizadas) que es el método menos agresivo y por tanto mas

utilizado. En la Tabla 2.3 se muestran diferentes procesos industriales utilizados.
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Leche Suero lacteo
HIDROLISIS DE LACTOSA HIDROLISIS DE LACTOSA

y v

Leche deslactosada =3 Suero deslactosado

- !
Quesos

Bebidas
Consumo directo Jarabes
Productos concentrados Alcohol
1 Productos en polvo Productos de fermentacion
Yoghourt Aditivos de alimentos
Helados Suero en polvo o concentrado

Figura 2.3— Utilizacion de productos deslactosados.

Se han realizado distintas estimaciones econdmicas sobre la viabilidad de
proyectos en los que se lleve a cabo la hidrolisis de lactosa en leche, suero o
concentrados de suero lacteo (Pitcher (1984), Bury (2000)). Las variables de disefio del
proyecto (coste del producto final, materias primas y capacidad de produccion)
determinaran la rentabilidad de uno y otro método. Como es de suponer la utilizacion de
enzima inmovilizada se hace idonea para capacidades de produccién altas ya que
requiere de costes de mantenimiento y costes fijos mayores a los requeridos en la
utilizacién de enzima soluble.

El proceso de fabricacion de leche con lactosa hidrolizada puede resumirse de la
siguiente forma. Una vez que la leche ha sido sometida a un tratamiento térmico inicial
suave se afiade a un tanque junto a la enzima, controlandose la temperatura y pH. El
grado de hidrolisis obtenido (generalmente 70-80%) vendra determinado por la
temperatura, el tiempo de reaccion y la cantidad de enzima afiadida. El control del pH se
utilizara para detectar el posible desarrollo bacteriano que pueda sufrir el producto.
Transcurrido el periodo de reaccion la leche podra ser posteriormente pasteurizada
aconsejandose procesos de pasteurizacion y esterilizacion rapidos que eviten un

oscurecimiento del producto.
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Tabla 2.3 — Métodos comerciales para la obtencion de hidrolizados de lactosa.

Procedimiento

Referencias

Observaciones

Patente U.S. n°

Catalizador de niquel.

Hidrogenacion mediante uso de 2.642.462
catalizador. Patente U.S. n° Catatizador de rutenio; se obtiene cierta
2.868.847 cantidad de polialcoholes
R— . der (1989), Se produce reaccién de Maillard con
Hidrolisis 4cida a 100°C ’(en fase (ggnz ailéz SiS()) pardeamiento de la disolucion.
homogénea y heterogénea) (1996)) Aplicacién de calor y pH bajos
Hidr6lisis enzimética con enzima (Ryder (1989), Simplicidad de operacion.

libre.

Gist-Brocades)

Alto consumo de enzima.

Mgtodo Valio. Hidrolisis de lactosa en suero y leche
(Virkkala (1988) , desnatada.
Zadow (1992),) Inmovilizacién de enzima en resina
Meétodo Snam Enzima retenida sobre fibras de acetato de
Progetti (Snam celulosa o poliméricas.
Progetti (1970)) Para leche o suero.
I-Iidrélisi; .emim?}ﬁcadamn enzima Enzima unida por enlace covalente a
.inmovilizada. s
Método Corning particulas de 511§ce.
(Zadow (1992)) ‘Para sustratos-acidos.
Plantas en Kentucky y Gran Bretaiia (350
Tm/afio)
Método Sumitomo P llinilma imnovilizada ;;1 = esmaa H
(Zadow (1992)) ara leche y sueros, en condiciones de p
neutros y temperaturas de 35-40°C
Prodixsetbii de:ledhis con bajo i) Obtencion de leche parcialmente

contenido en lactosa.

deslactosada para consumo directo u otros
usos (queso).

Produccién de jarabes de suero.

(Gist-Brocades)

Suele sufrir procesos de concentracion
(Figuras 2.4 y 2.5) para ser utilizado en
usos diversos (panaderia, etc.)

En el caso en el que la calidad microbiologica de la leche sea buena y la enzima

haya sido tratada asépticamente, es posible agregar la enzima a la leche después de la

pasteurizacion. En este caso la hidrolisis ocurrira durante el transporte que precede a la

venta.

Con el grado de hidrolisis indicado (70-80%) esta leche puede ser destinada al

consumo por parte de personas intolerantes a la lactosa. La leche parcialmente

hidrolizada (30-50%) puede ser utilizada en el proceso de fabricacion del queso ya que

la glucosa y galactosa formada estimulan el crecimiento y el sistema enzimatico de las

bacterias, siendo utilizados los hidratos de carbono con mayor eficacia.
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Lactosueros 6% solidos Evaporadores de Multiple Efecto

Separacion
de grasa

Almacenamiento | —

Sueros
Mantequilla de suero 52% Sélidos

Sueros 25% Solidos
Lactosueros

rSedimentaclén Desmineralizacion Almacenamiento
desmineralizados

Sedimento 95-98% Soélidos

Figura 2.4 — Proceso de obtenciéon de sueros desmineralizados en polvo.

Para la produccion de jarabes de suero hidrolizado, una vez pasteurizado el suero
se corrige el pH hasta valores optimos de funcionamiento de la enzima mediante la
adicion de hidroxido potasico (iones Na* y Ca'? son inhibidores de esta enzima). A
continuacion se afiade al tanque donde se va a incubar con la enzima a la temperatura y
tiempo Optimos.

Una vez alcanzado el grado de hidrolisis requerido (generalmente 80%) el suero
esta listo para cualquier proceso adicional, pudiendo ser pasteurizado y concentrado por
evaporacion a vacio hasta un 70-75% en sélidos en una o dos etapas, debiendo realizar
una refrigeracion rapida para evitar que el producto se oscurezca debido a la reaccion de
Maillard. Debido al alto contenido de aziicares existentes en el producto final no es
necesario tomar otras medidas preventivas que eviten una alteracion microbiologica.

Al final del proceso de fabricacion, la enzima se desactiva térmicamente, no

pudiéndose reutilizar de nuevo.
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Regulacion
del pH
X Cambiador
de calor
Tanques de Desmineralizacion ]
almacenamiento T
Columna de
Rz T Concentracion
Inmovilizada
L
Lavadoy
Esterilizacion

>

Sueros deslactosados
65% Solidos

Figura 2.5 — Proceso de obtencién de jarabes deslactosados mediante hidrdlisis
enzimatica.

2.1.2 Diferentes métodos de llevar a cabo la hidrolisis enzimatica de lactosa.

La produccién y uso industrial de las enzimas extracelulares supone un alto
costo asociado a la extraccion de las células y a la inestabilidad térmica que presentan.
La hidrolisis enzimética de lactosa en fase homogénea (enzima libre en disolucion)
puede no ser rentable ya que la lactasa no puede ser reutilizada, por lo que es
conveniente el uso de enzima en fase heterogénea, inmovilizada a soportes o
insolubilizada mediante polimerizacion (Bédalo y col. (1995), Giancomini y col.
(2001)). Estos procesos permiten la utilizacion de la enzima de forma continua y
ofrecen la posibilidad de su reutilizacion con el consiguiente ahorro econémico.

Otros autores han propuesto la utilizacion de células que contienen lactasa para

llevar a cabo la hidroélisis enzimatica de lactosa (Gonzalez-Siso (1994), Fujikawa y col.
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O...QQ...Q.QQQC.,QO..Q..0.0.0Q..0.0...Q.OOO..0.0

(1997)). En este caso el transporte de lactosa hacia el interior de las células puede

convertirse en factor limitante (Joshi y col. (1989)).

El uso de la enzima en forma soluble presenta una gran simplicidad de
operacion, no requiriendo una fase previa de inmovilizacion. Por el contrario presenta
una serie de desventajas ya que conlleva un alto consumo de enzima que en la mayoria
de los casos no sera recuperable, con la consiguiente influencia que sobre la calidad del
producto final ejerce y el coste econémico que esto supone.

La inmovilizacién de la enzima pretende eliminar las desventajas que posee la
hidrolisis enzimatica de lactosa en fase homogénea. Este proceso puede realizarse sobre
distintos tipos de soportes y el método utilizado puede ir desde una adsorcion hasta un
atrapamiento o una union de la enzima al soporte mediante enlace covalente. En la
Tabla 2.4 se indica el método de inmovilizacion, medio de reaccion y origen de enzima
utilizado por distintos autores.

De todos los trabajos analizados sobre inmovilizacion de lactasa en distintos
soportes, pocos han sido utilizados comercialmente (apartado 2.1.1). Muchos de estos
trabajos solo han estudiado la actividad inicial del sistema y las condiciones Optimas,
mientras que factores comerciales tan importantes como el pH, estabilidad térmica,
disefio adecuado del reactor, densidad de enzima inmovilizada y condiciones higiénicas
del sistema no han sido analizados.

Algunos sistemas enzima/soporte encontrados en bibliografia se muestran en la
Tabla 2.4. Los soportes utilizados deberian ser resistentes a la degradacion en las
condiciones de operacion (pH, temperatura, limpieza) debiendo evitarse la
contaminaciéon microbiana. Particularmente el tamafio de particula es un factor muy
importante ya que en operaciones en lecho fijo, tamafios de particula demasiado
pequefios conllevara caidas de presion altas y una compactacion del lecho, y por tanto
un contacto enzima sustrato deficiente. En un reactor de lecho fluidizado un tamafio de
particula demasiado pequefio reduce la velocidad terminal de las particulas dentro del
sistema y limita la velocidad media de ascenso de la particula en el reactor. Por tanto un
tamafio de soporte y densidad adecuada son fundamentales para que el sistema utilizado

pueda ser utilizado comercialmente.
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Tabla 2.4 - Métodos de inmovilizacion de f-galactosidasas (salvo dispositivos de

membrana)
Oé'lng?;:e Referencia Soporte / Reactor Tipo de enlace ?ei?c(; 6‘::
Roga(misgl;n 4’)' oo, Esferas cristal poroso Cogla;:l:;ég‘;gl;me Disolucién lactosa
Ladero y col. (2000) Silice-aliimina Covalente Disoluci6n lactosa
Szczodrak (2000) Esferas de silice Covalente Suero
ARURRIIES C 1 Covalente (mediante
Sragilis (’;;;i’,‘; 3’92‘)’ . Esferas de quitina elutaraldehidoy  Disolucion lactosa
Carrara y col. Quitina / Reactorde ~ Covalente (mediante
(1997) lecho fijo glutaraldehido)
Carpio y col. (2000) Polvo de hueso Adsorcion Disolucién ONPG
Ma y col.(1983) Silice Covalente Disolucioén lactosa
Aspergillus ~ Yang y col. (1989b) Bty /pIi{sttez::\tor fhigo Covalente Disolucién lactosa
e RapRywaustioyy Entrecruzamiento  Disolucion lactosa
. col. (1993)
Asg}e}r)‘zgtleelus Friend y col. (1982) Reactor lecho fijo Atrapamiento en gel Disolucion lactosa
Zhou y col. (2001b) Grafito Entrecruzamiento  Disolucién lactosa
Gon(zlz’;l;i;&so Granos de maiz Covalente (células) Suero
Kluyveromyces Zhou y col. (2001a) Grafito’ Entrecruzamiento  Leche desnatada
tachis Glanc(olr;;g; ¥ ook Silice-agarosa Covalente Disolucién lactosa
Becerra y col. Entrecruzamiento
(2001) (células) S
o Tllanes y col. (1998) Quitina /It?:l;sctor lecho Dls;h;;ggt :)z;tosa
marxianus Illanes/ (3; 3811.)(2000) Quiting T Dlsglgllgr;t ::;:tosa
Ladero y col. (2001) Silice-alimina Covalente Disolucién lactosa
el Walsh y col. (1993) Qnstal pOroso Adsorcion Disolucién lactosa
Sungur y col. Gelatina-CMC / Reactor E 2 Disolucién 1
(1999) lechis Buidinads ntrecruzamiento 1solucion lactosa
Penicillium .
ol Szczodrak (1999) Esferas cristal poroso Covalente Suero
Escherichia coli Gi .,
/Kluyveromyces e Glutaraldehido-agarosa Covalente Disolucion ONPG
lactis (2001)
Sacchargrpy S Siso y col. (1994) Granos de maiz Covalente Suero
Jfragilis
Tu y col. (1999) Resina Covalente Disolucién ONPG
Nighy (11':;‘;';; y col. Particulas porosas Covalente Disoluciéon ONPG
Cicer arietinum Sna'?l 91 7100)gettl Celulosa y polimero Covalente Leche
Virkkala (1988) Resina Atrapamiento Leche desnatada
Berrueta-Jiménez y Alumina / Reactor lecho
col. (1988) fijo Covalente Leche
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Generalmente se emplean dos tipos de reactores para llevar a cabo la
inmovilizacion de la enzima, los sistemas con lecho fijo y los que poseen lecho
fluidizado, pudiéndose encontrar otro sistema de retencion de la enzima en sistemas de
ultrafiltracion bien por encapsulacion o por confinamiento que analizamos
posteriormente.

Los sistemas de lecho fijo tienen la ventaja de la simplicidad de operacion y, en
general, el grado de hidrdlisis por litro de enzima es mayor que en sistemas de lecho
fluidizado. Su mayor desventaja reside en el problema de contaminacién microbiana
que pueden sufrir durante la hidrolisis, particularmente en la superficie del lecho. Este
efecto se acentiia mas cuando se utiliza como sustrato la leche y el suero dulce, siendo
menor cuando es suero acido la fuente de lactosa. Ademas la limpieza del reactor de
lecho fijo ofrece dificultades si ésta no se realiza con una fluidizacion del lecho.

Los sistemas de lecho fluidizado resuelven las dificultades que encontramos en
los sistemas de lecho fijo ya que las particulas que poseen estan en movimiento. Las
desventajas de este tipo de sistemas residen en su mayor complejidad y en el hecho de
que el disefio depende en gran manera de las caracteristicas fisicas de la resina utilizada.

La utilizacion de membranas para llevar a cabo la inmovilizacion o
confinamiento de enzimas en distintos procesos industriales va en aumento ya que,
‘a.demés de la reaccién enzimatica, la membrana permite la separacion de la enzima del

producto final. Para el caso que nos ocupa, hidrolisis enzimatica de lactosa, podemos
observar en la Tabla 2.5 distintas referencias en las que las membranas son utilizadas
para llevar a cabo la inmovilizacion de lactasas.

En funcién del trabajo analizado podemos encontrar distintas formas de retener
la enzima mediante la membrana, ya sea por enlace quimico, encapsulamiento o
retencion fisica en disolucion debido al tamafio de poro. En el caso de reactores de fibra

hueca, la enzima puede quedar en el lumen o interior de la membrana, o en el ECS
(“Extra Capilar Space” o espacio extracapilar, que es el espacio existente en el exterior
de la fibra) (Cheryan (1998c)).

Las configuraciones mas usadas son las de fibra hueca y configuracion en espiral
ya que estos sistemas son los que presentan una mayor relacién area superficial /
volumen. En un principio la enzima se ubicaba en la matriz esponjosa de la membrana,

descartandose esta disposicion debido a que las presiones transmembrana debian ser
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Tabla 2.5 - Métodos de inmovilizacion de B-galactosidasas en dispositivos de

membrana.

Origen de Referencia  Conformacién Material Tipo de enlace Medio de
enzima de membrana reaccion
Bacillus Bakken y En espiral PVC Covalente Leche

circulans col.(1992) desnatada
Bakken y col. ' Ep espiral PVC Covalente Leche
LA ) desnatada
Mohy Eldin y Disolucié
---------- Teflon Covalente 1sofucion
col. (1999/ .
Aspergillus 2000) Rk
oryzae Portaccio y
col. (1998 . .
El-M( A Nylon Covalente Disolucién
asry y lactosa
col. (2000a/
2000b),

1 il ) ) Enzima en disolucién .. ;
spergillus ~ Huffman y Fibra hueca Polisulfona  (confinada en lumen o Disolucién
niger col.(1985) en ECS) lactosa

Korus y Fibra hueca - poi PV]C . ilo [Enzima encapsulada  Disolucion
coL(1978) EEIELGITLED lactosa
/ Polisulfona
KIUYVeromyc - -« oo oo om e oo oo oo oo e e o e e e e
es fragilis Stellato y
. colL(1997) . - Nylon Covalente (Celulas  Disolucion
El-Masry y inmovilizadas) lactosa
col. (2000c¢),
Escherichia  Hengycol. . I Covalente Suero
coli (1994)

bajas para prevenir la pérdida de enzima. Ademas la difusion de sustrato y producto a
través de la membrana era limitante.

Cuando la enzima se encuentra en el lumen y el alimento se bombea por el ECS,
la distribucion del tiempo de residencia se aproxima a un modelo de mezcla perfecta
[Ec. 2.1] mas que a un modelo flujo piston (Katoaka y col. (1980)), mientras que si la
enzima se encuentra en el ECS y el alimento se bombea a través de lumen la
distribucion del tiempo de residencia se aproxima a un modelo de flujo piston [Ec. 2.2]
(Kohlwey y col. (1981)), siendo éste el mejor sistema para reacciones con inhibicion
por producto (Kawakami y col. (1980)). En este tltimo caso la enzima tendera a migrar
hacia el final de las fibras en el caso en que la enzima no se encuentre fijada a ellas. Por
otro lado, para evitar la pérdida de enzima a través de la membrana el tamafio de poro

de ésta deberia ser al menos 10 veces inferior al tamafio de la enzima.

Las variables mas importantes que es necesario optimizar en cualquier reactor
son la concentracion de enzima (E), la concentracion de sustrato inicial (So), el volumen

de la zona de reaccién (V) y la velocidad de flujo (F) que es el producto del flujo (J) por
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el area (A). Considerando un mecanismo de reaccion de Michaelis-Menten simple para
un Unico sustrato sin inhibicion, y realizando un balance de materia, para un reactor
ideal las expresiones que pueden permitir el disefio de este tipo de reactores serian:

- Para sistemas con recirculacion:

Ky X EV
% b —— =5 kg —— = Ry D [Ec. 2.1]
SO (1—'X) FSO

- Para sistemas flujo piston:
Km

X - ?()——ln(l—x) =k, 0 [Ec. 2.2]
donde Ky y k2 son constantes cinéticas, x es la conversion y 0 es el tiempo espacial
modificado. El modelo propuesto reproduce en cierta forma los datos experimentales
obtenidos por (Deeslie y col. (1981)) (hidrélisis enzimatica de proteina de soja en
sistemas con recirculacion) y (Kohlwey y col.(1981)) (hidrélisis enzimatica de o-

nftrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG) mediante B-galactosidasa).
Dentro de los reactores de membrana, la reacciones producidas sobre
oligosacaridos y otros azicares han sido estudiadas por distintos autores pudiéndose

encontrar trabajos donde se estudia la hidrolisis de lactosa mediante P-galactosidasa

" (Kohlwey y col.(1981)) o o-galactosidasa (Korus y col. (1977)), o bien la

isomerizacion fructosa-glucosa mediante glucosa isomerasa. En estos casos
mencionados la desactivacion que las fibras de polisulfona del reactor de fibra hueca
(serie PM de Amicon) provocan sobre la enzima podria ser debido a que estas proteinas
adquieren una forma filamentosa mas “abierta” o desnaturalizada (observado por
(Sheldon y col.(1991)) con BSA). Realizando un preacondicionamiento de las fibras
mediante adicion de proteina, algunos autores consiguen reducir el efecto de
envenenamiento que la membrana produce, argumentando que este efecto podria ser
debido a la reduccion de la hidrofobicidad de ésta. En membranas fabricadas con
acrilonitrilo-cloruro de vinilo (serie XM50 de Amicon) no se detecta efecto alguno
sobre las enzimas (Cheryan (1998c)).

Kohlwey y col.(1981) aplican la [Ec. 2.2] a la hidrélisis d¢ ONPG mediante f3-
galactosidasa en un reactor de fibra hueca sefialando la bondad del ajuste y postulando
que la pérdida de actividad detectada se debe a una posible pérdida de actividad que la

enzima sufre debido al envenenamiento de la membrana de polisulfona.
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2.2 Produccion de jarabes de fructosa-glucosa.

El incremento del consumo de los jarabes de glucosa y fructosa obtenidos a
partir del almidon ha sido continuo en las ultimas tres décadas compitiendo con el
azucar obtenida a partir de cafia y de remolacha. El mayor poder edulcorante ha hecho
que estos jarabes sustituyan al azucar obtenida por otras vias, fundamentalmente en el
ambito industrial.

El proceso industrial utilizado para la obtencion de jarabes de. glucosa se

esquematiza en la Figura 2.6 (Joglekar y col.(1979), Bucke (1979)).

Filtracion
15% 95%
Licuacion Sacarificacién
(1* hidrdlisis) (2" hidrélisis)
Clarificacion
I Separacion de .
¢ enzimas
0
Vapor é‘b
Qo@’ CL CA.
&
]9
Jarabe glucosa |
de 95%
Acondicionamiento
del hidrolizado

Figura 2.6 — Produccion de jarabes de glucosa.
La hidrolisis del almidon se lleva a cabo en dos etapas. En la primera se lleva a

cabo la solubilizacion parcial del almidon por efecto combinado de la temperatura y de

la a-amilasa termoestable, que conducen a la formacion de maltodextrinas. La segunda
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etapa es la llamada de sacarificacion, en la que las amiloglucosidasas transforman
dextrinas y maltosa en glucosa.

La primera etapa puede realizarse sobre una suspension de almidén (30 a 45 %
en peso) en tanques agitados a pH comprendido entre 6 y 7, combinando el efecto de la
temperatura y concentracion de enzima. La temperatura necesaria para una
gelatinizacion total depende de la fuente de almidon, aunque se suelen utilizar técnicas
de aJta temperatura y poco tiempo (HTST, high temperature short time). La viscosidad
del almidon gelatinizado es muy alta, por lo que es necesario afiadir un agente de
aclarado que hidrolice parcialmente el almidon, reduzca la viscosidad y prevenga la
precipitacion del almidon después del enfriamiento.

La segunda etapa, la sacarificacion, se puede realizar en fase homogénea o
mediante glucoamilasa inmovilizada, siendo esta técnica la mas frecuente, ya que se
puede conseguir disminuir las reacciones de reversion de la glucosa a disacaridos y
oligosacaridos, tratandose grandes cantidades de sustrato con la misma enzima y
disminuyendo el volumen de la instalacion (Vallat y col. (1986)).

Una vez obtenidos los jarabes de glucosa, y en funcién de los procesos a que
sean sometidos posteriormente, obtendremos distintos productos utilizados en diferentes
usos segun podemos observar en la Tabla 2.6.

La obtencion de jarabes de alto contenido. en fructosa, conocidos como HFCS
(High Fructose Corn Syrup, debido a su contenido en fructosa y a la utilizacién del maiz
como materia prima), se lleva a cabo fundamentalmente mediante isomerizacion de
glucosa a fructosa en presencia de glucosa isomerasa.

Esta reaccion es interesante desde un punto de vista industrial debido a:

a) La fructosa tiene el doble poder edulcorante que la glucosa, lo que hace que

el contenido energético de los productos sea menor al ser necesaria menor

cantidad de azicares para obtener el mismo dulzor. Esta propiedad es |

aprovechable para la preparacion de alimentos dietéticos de bajo contenido
calorico.
b) Otra de las ventajas que poseen se debe a que la fructosa se absorbe en el

intestino mas lentamente que la glucosa y se metaboliza sin intervencion de

la insulina, por lo que se utiliza en la preparacion de alimentos para

diabéticos.
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Tabla 2.6 - Procesos a que son sometidos los jarabes de glucosa y usos
que de los productos se derivan.

Procesos Producto obtenido Usos
Concentracion - Alimentacion
Dextrosa - Fermentacion

y cristalizacion T
) g ) - Plastificantes,humectantes
Hidrogenacion Sorbitol - Papeleria y textil

- Alimentacién dietética

¢) El elevado poder higroscopico de la mezcla glucosa-fructosa hace que sea
util en. panaderia y confiteria para prevenir posibles procesos no deseados de
cristalizacion o desecacion.

d) Les jarabes de glucosa y fructosa son de color claro y de baja viscosidad,

utilizindose también en la fabricacion de bebidas refrescantes.

La reaccién de isomerizacion de glucosa a fructosa se lleva a cabo en la industria
en forma continua, haciendo reaccionar el sustrato liquido (jarabe de glucosa) con la
enzima que puede encontrarse inmovilizada sobre un soporte que actua como relleno de
un reactor de lecho fijo.

El proceso de isomerizacion consta de las-etapas que se esquematizan en la
Figura 2.7:

-Preparacion de la alimentacion.
-Isomerizacion.

-Acondicionamiento del producto.
-Filtracion para la eliminacion de enzima.
-Ablandamiento.

-Concentracion.

El jarabe de glucosa obtenido en las etapas de licuacion y sacarificacion se
acondiciona ajustando su pH con Na,CO; entre 7 y 8.5, afiadiendo ademas sulfato de
magnesio y bisulfito sddico necesarios para estabilizar la enzima glucosa isomerasa
inmovilizada. La reacciéon de isomerizacion se realiza a 65°C y el tiempo de residencia
es de 30 minutos. El producto obtenido, conocido como HFCS, de composicion 42 % en

fructosa y 50 % en glucosa se acondiciona mediante filtracion y la utilizacion de dos
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columnas, una de carbon activo y otra de intercambio i6nico, que eliminan las enzimas
y sales indeseables. El jarabe obtenido se concentra hasta el 71 % en sélidos,
obteniéndose jarabes con un 42 % en fructosa.

Por otra parte, el jarabe de composicion 42 % en fructosa, puede separarse en
dos corrientes antes de la evaporacion. Una de ellas se hace pasar a través de una
columna revestida de gel de acido borico, que adsorbe las moléculas de glucosa pero no
las de fructosa, obteniéndose una corriente de una composicion en fructosa de un 90%.
Mezclando la corriente inicial de HFCS del 42 % con la. de 90% (conseguida tras
derivar la corriente principal sobre la columna revestida de gel y tras llevar a cabo una
evaporacion) podremos obtener jarabes de distintas concentraciones en fructosa.

Las técnicas de concentracion de HFCS son caras, ya que normalmente es una
separacion por cromatografia. Por ello se han ensayado métodos alternativos para llevar
a cabo la isomerizacion. Entre los mas utilizados esta elevar la temperatura de reaccion
a 100°C, .con lo. que disminuye considerablemente la vida media de la enzima, y la

utilizacion de medios no acuosos como, por ejemplo, etanol (Visuri y col. (1987)).

Jarabe de glucosa —l
lecol 1
MgSO, | =
NaHSO,, 65°C g : % Enfriamiento |-+ Filtracién call|cr
E= f
L % L HO
Yo || e
E g o osa ==
g% 50 % glucosa
PREPARACION S ACONDICIONAMIENTO
ALIMENTACION L DEL PRODUCTO
ISOMERIZACION
—
Vapor 0‘3@0
—]
HFCS 42%

Figura 2.7 — Produccion de jarabe de fructosa.
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2.3 Bioreactores de membrana.

La Biocatalisis implica la transformacién de un sustrato en productos utiles
mediante la utilizacion de enzimas en sistemas homogéneos o heterogéneos. Como en
todos los procesos quimicos, la separacion de reactivos y productos y la recuperacion y
reutilizacion del catalizador utilizado en la mezcla de reaccion es una etapa importante
que supone un coste afiadido al proceso. Los reactores- de membrana integran la
conversion catalitica, la separacion de productos y/o concentracion y la recuperacion del
catalizador en una operacion unica (Prazeres y col.(1994a)).

El concepto de reactor de membrana se basa en la separacion de la enzima y
prodyctos. (0 sustratos) mediante una membrana semipermeable que crea una barrera
- selectiva. Los solutos permeables a la membrana pueden ser separados de la mezcla de
reaccion mediante la accion de una fuerza impulsora (potencial quimico, presién, campo
eléctrico) presente a ambos lados de la membrana.

Las membranas pueden también -ser utilizadas como una matriz de
inmovilizacién de enzimas (Bakken y col.(1992), Malcata y col. (1992a/19921;l
1992¢)) o. como un catalizador .interfacial que junto a la enzima actie no s6lo como
separacion entre dos fases liquidas distintas, sino también como area interfacial de
contacto (Matson y col.(1991)).

La retencion completa de la enzima dentro del sistema es uno de los
requerimientos principales de los reactores de membrana, pudiéndose encontrar la
enzima presente de dos formas, soluble o inmovilizada en la membrana (bien dentro de
los poros o en la matriz de la membrana). Si la enzima estd en forma soluble, la
inmovilizaciéon se realiza por confinamiento de la enzima a un lado de la membrana
mediante exclusion por tamafio (Fujii y col.(1991), Ishikawa y col. (1989a/1989b)),

repulsion electrostatica (Kulbe y col. (1984)) o inmovilizacion fisica o quimica en un
soporte intermedio (proteina inerte, geles (Cantarella y col. (1989)) o liposomas). La
inmovilizacion de la enzima sobre la membrana puede llevarse a cabo mediante enlace
quimico (Nakajima y col.(1989)), adsorcion fisica (Prazeres y col.(1994b)) o atraccion
electrostatica (Furusaki y coL(1990)). Los productos resultantes de la reaccion

catalitica deben ser capaces de permear a través de los poros de la membrana, bien por
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difusién, inducida por gradientes de concentracion, o por conveccion, inducida por
gradientes de presion.

Las membranas de ultrafiltracion suelen ser las mas adecuadas para la retencion
de la mayoria de las enzimas (tamafios comprendidos entre 10.000 y 100.000 Da)
debido al tamafio de poro que presentan, comprendido entre 500 y 100.000 Da. La
seleccion de una membrana como reactor enzimatico debe realizarse considerando
multiples factores, entre los que cabe sefialar el tamafio de la enzima, sustrato y
producto, la naturaleza quimica de las especies en disolucion y el tipo de membrana. En

la Tabla 2.7 se muestran alternativas y caracteristicas que presentan distintos reactores

de membrana.
2.3.1 Ventajas y desventajas de la utilizaciéon de reactores de membrana.

Los reactores de membrana poseen una serie de ventajas por las que pueden
sustituir otros reactores enzimaticos mas clasicos como el tipo “batch” o de lecho
fluidizado:

e Offrecen la posibilidad de operar-con enzimas en procesos continuos e
intensivos que contribuyen a aumentar la productividad y viabilidad
econémica del sistema.

e Se pueden alcanzar productividades y velocidades mayores que con
otros reactores enzimaticos ya que existe la posibilidad de retirar
productos inhibidores del medio de reaccion.

e Mayor posibilidad de control del proceso.

e Se integran en un dispositivo varias operaciones unitarias.

e Se puede enriquecer y concentrar los productos en las corrientes de
proceso.

e En algunos casos es posible controlar el peso molecular de los
hidrolizados producidos.

e Asi mismo es posible realizar reacciones multifase- dentro de estos
sistemas.

Por el contrario estos reactores pueden presentar una serie de desventajas que
estan relacionadas principalmente con la pérdida de catalizador y con la eficiencia en la

transferencia de materia. La estabilidad operacional de la enzima en el reactor de
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membrana puede verse afectada por varios factores ademas de la desactivacion térmica

de la enzima:

Tabla 2.7 - Alternativas y caracteristicas presentadas por distintos reactores de
membrana (Prazeres y col. (1994a))

Funcién de la Retencion de Localizacion dMecamsnTO Configocagion Masenial de
. lhidiing  delaieizbox separaciéon de médulos de membrana.dc
del producto membrana  ultrafiltracion
Ceramico
Exclusion por (Nakajima y
sem?;r';’:able tamafio (Fujii Ta‘gif: e Plana col. (1989),
y col.(1991)) Prazeres y
col.(1993))
Inmovilizaciéon en .
matriz (Bakken y o ; Difusién Tubular
col.(1992), Malcata ell:‘fg glszic:inca En matriz de (Ishikawa y (Prazeres y Celulosa
-y col. (1992a/1992b col. (1989b)) col.(1993))
/1992¢)
- En superficie Fibra hueca
Atraccién R i Acetato de
Separador de fases 2 Precipitacion ~ (Ishikawa y
electrostatica col. (1989b)) celulosa
Adsorcién il sl Polisulfona
fisica Carga B akslz: i (Huffman y
(Prazeres y - eléctrica el (19-92)))’ co0l.(1985), Lee
col.(1994b)) y col. (1993))
Enlace Célula de )
quimico ultrafiltracién Nvl
(Nakajima y (Ohlson y col. Qe
col. (1989)) (1984))
Poliamida
(Ohlson y col.
(1984))

a) Por una parte puede haber una pérdida de enzima del sistema debido a
la forma de la enzima y a la distribucion del tamafio de poro incluso a pesos
moleculares mayores que el tamafio de corte de la membrana. Asi mismo puede
haber una pérdida de cofactores o iones que pueden escapar a través de la
membrana con la consiguiente reduccion de la actividad enzimatica del sistema.

b) Cuando se trabaja con enzimas en disolucion puede producirse una
desfavorable adsorcion de la enzima sobre la membrana.

c¢) En ocasiones puede ocurrir una desactivacion de la enzima debido a
esfuerzos cortantes y fricciones en la cercania de la pared que causan la
desactivacion de la enzima.

d) La inhibicion por producto o sustrato puede aumentarse en los
reactores de membrana que utilizan enzimas inmovilizadas sobre la superficie de

la membrana debido a la acumulacion de estos compuestos en la superficie.
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e) La pérdida de eficiencia en la transferencia de materia durante los
procesos de separacion, debido a la polarizacion por concentracion y al
ensuciamiento de la membrana, puede también limitar el uso de este tipo de

reactores.
2.3.2 Clasificacion de los reactores de membrana.

Uno de los criterios utilizados habitualmente para la clasificacion de los
reactores de membrana es el tipo de configuracion hidrodinamica del sistema,
diferenciandose entre reactores continuos tipo tanque agitado, aquellos donde el sustrato
y la enzima se encuentran en contacto directo, y reactores flujo piston donde las
moléculas 'de sustrato tienen que difundir a través de la membrana para alcanzar la
enzima.

Sin embargo algunos reactores de membrana con un régimen de flujo particular
dentro de unidades de ultrafiltracién (mo6dulos de ultrafiltracion con geometria cerrada
al final) estarian fuera de esta tipificacion, por lo que resulta més conveniente realizar la
clasificaciéon de los reactores de membrana considerando el mecanismo por el que las

enzimas y los sustratos entran en contacto.
2.3.2.1 Reactores de membrana de contacto directo.

En estos reactores el sustrato es introducido por el lado de la membrana que
contiene la enzima, de forma que la enzima actia sobre el sustrato tan pronto como éste
entra en el sistema.

La enzima puede estar en forma soluble o inmovilizada, pudiéndose clasificar
este tipo de reactores en reactores de recirculacion, con geometria cerrada al final

(“dead-end”) y reactores de dialisis.

a) Reactor continuo tanque agitado con recirculacion.

Este sistema esta formado por un tanque agitado acoplado a un médulo
de ultrafiltracion con una configuracion semicerrada (Figura 2.8-a). Siempre
que la enzima no se adsorba sobre la membrana, el sustrato y la enzima estan

continuamente recirculandose del tanque a la unidad de ultrafiltracion. Los
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moédulos de membrana habitualmente utilizados en este tipo de reactor son
las membranas tubulares y médulos de fibra hueca, considerandose.todo el
sistema como un reactor continuo tanque agitado ideal (Deeslie y col.(1981),
Sims y col. (1992)). Esta configuracion es utilizada por gran nimero de

investigadores (Tabla 2.8).

S P
l N P
a) - a R S
Unidad de
o:o:o: Ultrafiltracion I r :o. 4——'
e o o Unidadqc
P .:.:.: Ultrafiltracién
S N } e o o
b) s\ ]
Unidad de C)
Ultrafiltracién

Figura 2.8 — Reactores de membrana de contacto directo: a) Reactor continuo

tanque agitado con recirculacion, b) Reactores de membrana “dead-end”, c)
Reactor de didlisis. (e=enzima), (S=sustrato), (P=producto).

b)

En los reactores de membrana tipo “dead-end” la separacion y la reaccion se

lleva a cabo en el mismo compartimento (Figura 2.8-b). En éstos sistemas el
medio de reaccion es presionado contra la membrana produciéndose el flujo
a través de la unidad, operando las células de ultrafiltraciéon en modo reactor
continuo tanque agitado. Debido principalmente a los bajos flujos obtenidos
a causa de la polarizacion por concentracion creada en la cercania de la
membrana, esta configuracion se utiliza sobre todo a escala laboratorio por
su simplicidad de operacion para comprobar mecanismos de accién de la

enzima (Tabla 2.8).

Los reactores de dialisis operan de forma similar a los dializadores (Figura
2.8-c). El sustrato se introduce en el lado de la membrana donde se tiene la
enzima, y los productos formados cruzan la membrana como resultado de un
gradiente de concentracion y flujo existente a través de la membrana (Tabla

2.8).
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Tabla 2.8 — Aplicaciones de reactores de membrana de contacto directo

(Prazeres y col. (1994a))

Unidad de
ultrafiltracion

Reaccion enzimatica

Referencias

Fibra hueca

Hidrdlisis de proteinas de soja catalizada por
pronasa

Deeslie y col.

(1981)

Configuracién Produccion de maltosa a partir de jarabes de Hausser y col.
~ plana maiz mediante o-amilasa/ glucoamilasa (1990)
’ Sintesis de L-metionina y L-fenil-alanina a
Eltig hue.ca e partir de derivados DL dg] N-acetil mediante EEN O UERRES
planta piloto) h col. (1984)
acilasa
Fibra hueca (en Sintesis de L-acido malico mediante Ohshima y col.
planta piloto) fumarasa estereo selectiva (1985)
T —— Hidrolisis de lactosa.catalizada por B- Tones v-col, (1954):
galactosidasa
Fibra hueca Hidrolisis de proteinas de plasma bovino Bressollier y col.
mediante alcalasa (1988)
Configuracién en Hidrolisis de lactosa en leche desnatada Bakken y col.
espiral mediante B-galactosidasa (1992)

2.3.2.2 Reactores de difusion.

En esta segunda clase de reactor el contacto enzima-sustrato se realiza una vez
que las moléculas de sustrato atraviesan la membrana hacia el compartimeénto donde la
enzima estd localizada en forma libre o inmovilizada (Figura 2.9-a). Estos reactores
solo se utilizan con sustratos de bajo peso molecular, produciéndose tras la reaccion
productos que difunden hacia la corriente por donde el sustrato circulaba inicialmente.
En este modelo de reactor son los modulos de fibra hueca los mas utilizados, quedando
ubicada la enzima en el espacio extracapilar (ECS) que es el espacio comprendido. entre
las fibras y la carcasa.

Este tipo de reactor presenta una serie de desventajas debido a que la difusion es
el mecanismo de transporte dominante para los sustratos. Esto causa que el flujo del
sustrato a través de la membrana sea a menudo la etapa limitante, por lo que la
posibilidad de contacto sustrato-enzima en este tipo de reactores es inferior al estado
libre.

Esta configuracion es utilizada por distintos autores (Tabla 2.9), proponiéndose
modelos tedricos que explican el comportamiento dentro del reactor por (Adu-

Amankwa y col. (1984), Ishikawa y col. (1989b), Kelsey y col. (1990)). Para estudios
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experimentales y teoricos se ha encontrado mayores grados de conversion cuando se

utilizan flujos pulsantes (Kim y col. (1983)).

@ ®
S e’ e
a) —P Qe | Unidad de —
\JUtrafitracién
® o o

S P o.o.o
pERN L
‘_’o:o:o: Unidad de

Ultrafiltracion

S ..‘..
b)) — N\ P

°
P Unidad de
. Ultrafiltracion

c)

Figura 2.9 - Reactores de membrana de difusion: a) Paso unico, b) Paso unico con
recirculacion, ¢) Con doble recirculacion. (e=enzima), (S=sustrato), (P=producto).

Tabla 2.9 - Aplicaciones de reactores de membrana de difusion
(Prazeres y col. (1994a))

Unpidad de Reaccién enziméitica Referencias
ultrafiltracion
Fibra hueca  Conversion de o-nitrofenil-B-l?-galactopiran()sido Kim y col. (1983)
por B-galactosidasa
Conversion de lactosa catalizada por B-
Fibra hueca galactosidasa en un reactor de membrana con ~ Barky col. (1985)
flujo pulsatil
T T— Sintesis de glucosa-6-fosfato por glucoquinasa - Ishikawa y col.
con regeneracion de ATP por acetoquinasa (1989a/1989b)
Proceso de optimizacion de un reactor de

. h Leuchtemberger y

Fibra hueca membrana para la conversion de lactosa col. (1984)

catalizada por B-galactosidasa

Considerando la trayectoria de las corrientes de proceso adyacentes a la
membrana, se puede discernir entre sistemas donde la corriente que contiene la enzima
se haya confinada a un lado de la membrana sin agitacion (Figura 2.9-a) (Adu-
Amankwa y col. (1984), Fujii y col. (1991)) o sistemas con recirculacion (Figura 2.9-
b) (Stellato y col. (1997)). La corriente que contiene el sustrato puede fluir a través del

modulo de membrana bien en un paso unico (Figura 2.9-a,b) (Ishikawa y col. (1989b),
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Fujii y col. (1991)) o bien siendo recirculada usando un tanque externo (Figura 2.9-c)

(Adu-Amankwa y col. (1984)), configuracion utilizada en el presente trabajo.

2.3.2.3 Reactores multifase.

En este tipo de reactores el contacto enzima-sustrato se realiza en la matriz de la
membrana (Figura 2.10). Los sustratos y productos pueden estar localizados en ambas
fases siendo la difusion el mecanismo de transporte dominante junto con el transporte

interfacial.

S Unidad de
1 Ultrafiltracién

©)

Figura 2.10 - Reactores de membrana multifase: a) Doble paso unico, b) Paso
unico con recirculaciéon, c¢) Con doble recirculaciéon. (e=enzima), (S; y
S,=sustratos), (P1 y P;=productos).

En estos casos la membrana suele actuar como interfase de dos fases liquidas
distintas (polar y apolar) que contienen los sustratos y productos. La presion hidraulica
causada por la circulacion de ambas fases resulta suficiente, en principio, para mantener
una buena separacion de fases en la membrana. En la Figura 2.10 se representa tres
configuraciones tedricas distintas en reactor multifase con dos sustratos y dos productos
de reaccion.

La membrana no sélo separa dos fases inmiscibles sino que también aporta un
area de contacto interfacial y, junto con la enzima, actia como catalizador interfacial.

Estos modelos estan especialmente indicados cuando se necesita una activacion

2.25



Antecedentes bibliogrdficos

interfacial para la accion de las enzimas como, por ejemplo, lipasas y fosfolipasas. En la

Tabla 2.10 se indica distintas aplicaciones encontradas en bibliografia.

Tabla 2.10 - Aplicaciones de reactores de membrana multifase
(Prazeres y col. (1994a))

Unidad de Reaccion enzimatica Referencias
ultrafiltracion
) Produccion de glicerol y acidos grasos mediante
B hidrolisis de lipidos catalizados por lipasas Hog y soL (L985]
Fibra hueca Esterificacion de sorbitol y acidos grasos Janssen y col.
catalizados por lipasa (1991)
; Sintesis de mono-, di- y triglicéridos catalizados =~ Van der Padt y
Fibra hueca .
por lipasa col. (1992)
" Fibrahueca .. Sintesis de n-butil-oleico catalizado por lipasa Hab(l;lg"; 1’; £ox

Las aplicaciones de los reactores de membrana propuestas por diferentes autores

se pueden observar en la Tabla 2.11.

Tabla 2.11 — Aplicacion de los reactores enzimaticos de membrana.

Aplicacion Ejemplo Referencias
Proteinas .
Hidrolisis de . Deeslie y col. (1981/1982)
, Almidon Prazeres y col. (1993)
macromoléculas
Celulosa Lee y col. (1993)
ATP Ishikawa y col. (1989b)
Reacciones de regeneracion NAD"
de cofactores NADP"
Coenzima-A
Glicerol Prazeres y col. (1993)

Hidrolisis y sintesis )
Sintesis de esteres Sanz y col. (2001)

catalizadas por lipasas ) )
Produccion de acidos grasos

_ . Sintesis de aminoéacidos Leuchtemberger y col.
Diversas reacciones (1984)
Hidrolisis de lactosa Huffman y col. (1985)
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2.3.3 Moédulos de filtracion de fibra hueca: caracteristicas generales.

Los modulos utilizados para la filtracion pueden tener diferentes configuraciones
(Tabla 2.12), utilizandose cada una de ellas segun el producto que se desee filtrar

(Tabla 2.13).

Tabla 2.12 - Moédulos de filtracion y principales procesos de separacion
donde se utilizan

Configuracién Proceso de Observaciones
: separacion
Plana UF, RO Estructura similar a intercambiador de calor de placas.

Habitualmente membranas poliméricas.

Estructura similar a intercambiador de calor de carcasa y

" Fibra hueca

Tubular
UF. RO tubos.
(polimérica) ’ Alimento circula por interior de tubos y permeado se
recoge por el exterior.
: Estructura similar a intercambiador de calor de carcasa y
- Tubular :
MF, UF tubos.
(ceramica) Alimento circula por interior de tubos y permeado se
recoge por el exterior.
) RO, NF, Membrana filtrante se encuentra arrollada sobre tubo
Espiral UF perforado por donde se recoge el permeado.
Habitualmente membranas poliméricas.
MF, UF  Carcasa cilindrica con fibras huecas en su interior unidas a

ambos extremos del médulo.

RO = 6smosis inversa, NF = nanofiltracién, UF = ultrafiltracion, MF = microfiltracién.

Varias son las diferencias existentes entre la filtracion convencional y por
membranas. Mientras en la filtracion convencional los filtros tienen un espesor
considerablemente alto, en la filtracion por membranas las paredes son delgadas, de
tamafio de poro controlado y fabricadas con materiales ceramicos o poliméricos. Asi
mismo, en la filtracion con membranas se utiliza un flujo cruzado o tangencial donde la
solucion que sirve de alimento fluye paralela a la superficie de la membrana y el
permeado fluye perpendicular a ésta, utilizandose sistemas cerrados.

El espectro de aplicacion de membranas para los procesos de separacion dentro
de la industria lactea se puede observar en la Figura 2.11. Estas técnicas de separacion
por membrana son utilizadas para diferentes propositos segun se recoge en la Tabla

2.14.
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Tabla 2.13-Médulos de filtracion comerciales utilizados en industria lictea
(PTI Advanced Filtration Inc)

Tipo filtracién / Kiwa Presion Flujo maximo o
Material / > maxima, recomendado, Aplicaciones
Propiedades s bar m’h’
UF/ Produccion de WPC.
Polietersulfona / 4_ Clarificacion de salmueras.
Baja adsorcion de 7 40 1.2-1.7 6.8-95.3 Concentracion de leche entera y
proteinas en ' desnatada.
membrana Produccién de queso fresco.
ke PVDF +Baja Eliminacién de bacterias en leche.
adsorcion de 74—

13 6.8-45.3 Eliminacién de componentes

bacterias y grasa  54.3 grasos en leche.

" a membrana
NF ' Concentracion de minerales en

/Polietersulfona /- 74— suero y desmineralizacion.

Alto rechazo de 3'7 0 1 6.8-18.2 Concentracion de sueros dulces y
lactosa por ’ acidos y desmineralizacion.
membrana Concentracion de lactosa.

RO ' Concentracion de lactosa.
Depuracion de permeados de UF
MF Eliminacién de componentes
grasos.
Tamafio de 0.0001 0.001 0.01 0.1 1.0 10 100
particula, pm
Peso molecular, 10° 10° 10 10° 510°
Da
Tipo de Tones Moléculas Macromoléculas Células + Microparticulas
particulas
Iones Proteinas de suero Glébulos grasa Levaduras
Componentes Sales Micelas de caseina Bacterias
lacteos
Lactosa y Vitaminas Agregados de proteina de suero / Finos
derivados de queso
RO UF Filtracion
Procesos de tradicional
ke NF MF

Figura 2.11 — Espectro de aplicacion de los procesos de separaciéon por membranas
en la industria lictea (Gosta Bylund (1995)).
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Tabla 2.14 - Tecnologias de membrana utilizadas en la industria lictea.

Técnica P, bar

Usos en la industria lactea

RO  30-60 Eliminacién de agua en suero (Pepper y col.(1988), Sandfort y

col. (1988))

NF 20-40  Desmineralizacion parcial del suero.

Concentrar proteinas lacteas en leche y suero.
UF 1-10  Estandarizacion de las proteinas de la leche utilizada para la
fabricacion de queso, yogurt y otros productos.

Reducir el contenido bacteriano de leche desnatada, suero y

MF <1 salmuera.

Eliminar la grasa de sueros que van a concentrarse (WPC).

Los médulos de fibra hueca constan de carcasas cilindricas en cuyo interior se

distribuyen una serie de fibras unidas a los extremos del cilindro. Habitualmente el

alimento fluye. por el interior. de las fibras (lumen) recogiéndose. el permeado en el

espacio comprendido entre la carcasa y las fibras (espacio extracapilar o ECS). En la

Tabla 2.15 se sefialan. modulos. de fibra hueca suministrados por distintas casas

comerciales. Esta configuracion
de fibra hueca es la utilizada en
este trabajo de investigacion.

La configuracion de las
membranas de fibra hueca es
generalmente tubular, oscilando
el diametro de las fibras entre
0.2 y 3 mm y el espesor de la
pared entre 7 y 400 pm. Estas
fibras son similares unas a otras
y estan unidas a ambos
extremos del modulo. La
carcasa exterior suele estar
fabricada en poliestireno, PVC

0 acero inoxidable.

- Tabla 2.15 - Modulos de fibra hueca comerciales.

" Proceso de
Casas comerciales 2o
separacion
Akzo Nobel Faser AG
DL
Membrana
AquaSource MF
Asahi Glass Kasei UF, MF, DL
Celgard LLC (Hoechst) UF, MF
DuPont RO
Innovative Membrane
Gas
Systems,Inc
Millenniumpore Limited UF, MF
Pall Corporation UF, MF
US Filter MF
WorldWide Water Systems
Inc. N

MF=microfiltracion, UF=ultrafiltracién, RO=0smosis inversa,
Gas=separacion de gases, DL=didlisis

Habitualmente estos modulos suelen ser utilizados en ultra- y microfiltracion de

forma que el alimento se bombea por el interior del tubo, recogiéndose el permeado por

el ECS.
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Las condiciones en la que se opera habitualmente en mddulos de fibra hueca son las

siguientes:

1.

La velocidad de flujo recomendada suele oscilar entre 0.5 y 2.5 m s,
alcanzandose un nimero de Reynolds comprendido entre 500 y 3.000, operando
muchos de ellos en flujo laminar con unas caidas de presion comprendidas ente
0.3 y 1.4 bares aproximadamente. Estas caidas de presion hacen que estos
modulos sean de los mas econémicos en términos de consumo energético.

Las velocidades rasantes son muy altas en los médulos de fibra hueca debido a
que las fibras tienen un diametro muy pequefio y una alta velocidad.

Muchos modulos tienen una alta relacion area superficial/volumen con valores
comprendidos entre 100 y 2.000 m? m™.

Los modulos .de fibra hueca tienen habitualmente unas caidas de presion
transmembrana pequefias (maximo 1.8 bares) que pueden oscilar en funcién de
la temperatura de trabajo y longitud de las fibras.

Debido al pequefio didmetro de las fibras éstas pueden obturarse, por lo que es
conveniente realizar un prefiltrado antes de su utilizacion.

Otra ventaja de los médulos de fibra hueca es su capacidad de autolavado qlie
aumenta la limpieza de la membrana.

El coste de reemplazar la membrana es caro ya que si se estropea cualquier fibra
es necesario desechar el modulo entero, debiendo ser reemplazado.

Una gran planta que utilice modulos de fibra hueca para realizar ultra- o
microfiltracion necesita, aproximadamente, una inversion (incluyendo costes de

bombas, control y limpieza)

Ceramicas

Polisulfonas

Poliamidas

Acetato de
celulosa

de 1.000-1.500$(1998)/m’.

La sustitucion de modulos

puede suponer un coste de

aproximadamente 600
$(1998)/m>.
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partir de distintos materiales, siendo

el acetato de celulosa el que puede

Figura 2.12 — Estabilidad térmica de las

membranas (Fig.2.17-Cheryan (1998a)) ser utilizado en un mayor rango de
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presiones transmembranas. En las Figuras 2.12 y 2.13 se muestra el comportamiento
que ofrecen distintos materiales a distintas temperaturas y pH de trabajo,
respectivamente. Estos factores interactiian entre si junto a otros como, por ejemplo, la
presencia de cloro y el ensuciamiento o “fouling”.

El acetato de celulosa es el

material que mas ha sido utilizado
5 ] para la fabricacion de membranas ya
que posee una serie de ventajas que la

hacen idonea en muchos casos:

AC a) El acetato de celulosa es

hidrofilico, de forma que se minimiza

el efecto de ensuciamiento de la

membrana.

Rango normal de operacién b) Pueden fabricarse membranas

.

AC=Acetato de celulosa, TCA=Triacetato de . )
celulosa, PA=Poliamida Por el contrario posee una serie

con unos rangos de tamafio de poro

\

amplios y  flujos razonablemente

altos.

¢) Es un material barato con el que

se puede trabajar facilmente.

Figura 2.13 — Estabilidad de membranas de inconvenientes en su uso industrial:
frente a pH. (Fig.2.13-Cheryan (1998a)) a) Un rango de temperaturas
estrecho, recomendando los fabricantes no superar los 30°C
(temperaturas mayores conllevarian difusividades mayores y
viscosidades menores). Por otro lado es a estas temperaturas cuando
se produce un mayor desarrollo de la contaminacion bacteriana.
b) Un rango de pH estrecho, comprendido entre 2 y 8, pudiéndose
perder la integridad estructural a pH fuera de este rango.
c) Escasa resistencia al cloro, principal agente desinfectante en las
industrias.
d) Bajo altas presiones la membrana puede compactarse.

e) Debido a la naturaleza organica de la celulosa ésta es biodegradable,

siendo susceptible al ataque microbiano.
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De todas formas estas variables limitantes (pH, temperatura y presion)
interaccionan fuertemente entre si, dependiendo el efecto del pH sobre la membrana de

la temperatura y presion de trabajo.

Las membranas fabricadas con poliamidas mejoran algunos de los problemas
asociados a las membranas fabricadas con acetato de celulosa, ya que este material
tolera valores de pH comprendidos entre 3.y 11, aunque tiene menor tolerancia al cloro

y mayor tendencia a obturarse.

Las membranas de la familia de. las polisulfonas son.ampliamente usadas en

microfiltracién y ultrafiltracion. Los grupos —SO, en las sulfonas poliméricas son
bastante estables 'y la inclusién de grupos fenilo dentro de.la estructura confiere a la
estructura una mayor rigidez, resistencia a la compactacién y a la temperatura. Los
grupos fenil-éter .y fenil-sulfona tienen alta estabilidad térmica y oxidativa,
obteniéndose membranas estables a temperaturas mayores durante mayor tiempo de

uso.

Las membranas fabricadas con polisulfona (PS) y polietersulfona (PES) son muy
utilizadas en MF y UF debido a las ventajas que poseen:
é) Limites de temperatura amplios, pudiéndose  alcanzar temperaturas
| superiores a 75°C, muy util en distintos procesos biotecnoldgicos donde es

necesario esterilizar a temperaturas altas y en algunos procesos donde la
viscosidad de los fluidos es mucho menor a altas temperaturas.

b) Amplio rango de tolerancia frente a pH (1 a 13) que permite utilizar métodos
de limpieza tradicionales.

c) Buena resistencia al cloro que permite una buena limpieza (exposiciones
prologadas pueden no obstante dafiar la membrana).

d) Facil fabricacion y amplia variedad de-configuraciones y modulos.

e) Amplio rango de tamafio de poros (104 a 0.2um).

f) Buena resistencia a hidrocarburos alifaticos, hidrocarburos halogenados,
alcoholes y acidos. Sin embargo no ofrece mucha resistencia a hidrocarburos

aromaticos éteres y esteres.
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Los principales inconvenientes que tienen este tipo de membranas son:

a) Bajos limites de presion transmembrana (1.7 bares para membranas

polisulfonicas utilizadas en médulos de fibra hueca).

b) Caracter hidrofobo que conlleva una tendencia a interactuar de forma

importante con gran variedad de solutos, haciéndola mas proclive al

“fouling” en comparacion con polimeros mas hidrofilicos como la celulosa y

celulosa regenerada.

Figura 2.14 — Médulo de fibra hueca con
geometria “opened-end”.

Existen otros materiales
poliméricos utilizados para la
fabricacion de membranas
utilizadas en UF y MF. Entre
ellos podemos destacar la

celulosa regenerada (RC) que

tiene un caracter hidrofilico alto y
baja tendencia a  adsorber
proteinas. Posee una buena
resistencia a disolventes comunes
como butanol y etanol y puede

tolerar temperaturas superiores a

75°C (Cheryan (1998a)).

Asi mismo los fabricantes
incluyen distintos grupos
funcionales dentro de la
estructura del nmaterial que
constituye la membrana de
forma que pueden modificar de
alguna manera las caracteristicas

originales de los materiales.

PERMEATE

CONCENTRATE

Figura 2.15 Médulo de fibra hueca con
Se pueden distinguir dos geometria “closed-end”.

geometrias basicas para los

modelos de fibra hueca en funcién del flujo que tiene lugar por el interior de las fibras:
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geometria “closed-end” o cerrada al final y “opened-end”, abierta al final o de

recirculacion (Figura 2.14 y 2.15, respectivamente).

En los médulos de fibra hueca con geometria cerrada al final la alimentacion se

realiza por un tubo perforado colocado de forma longitudinal en el centro del madulo.
La disolucién que ha podido atravesar la membrana pasando al interior de las fibras,
circula hasta el final del modulo donde se recoge. La parte del alimento que no ha
podido pasar al interior de la membrana se recoge por otra salida que posee el médulo.
El control de la polarizacion por concentracion es muy pobre, siendo utilizado este tipo
de modulos para la separacion de gases, en procesos de Osmosis inversa y como
reactores de membrana (Bressollier y col. (1988), Nakajima y col. (1988/1990), Sims

y col. (1992)) entré otras aplicaciones.

En los modulos de fibra hueca con geometria abierta al final o reactores .de

recirculacign existen dos flujos paralelos: uno circula por el interior de las fibras
(lumen) mientras que el otro flujo se sitia por el exterior de estas, en el espacio
comprendido entre la carcasa y fibras (ECS). Este tipo de geometrias es el utilizado en
procesos de diélisis y en reactores de membrana, por ejemplo, en hidrélisis de proteinas

(Deeslie y col. (1981/1982), Fink y col. (1975)).

PERMEATE

Figura 2.16 — Médulo de fibra hueca con flujo transversal (Futselaar
(1993))

Existen otros modelos menos utilizados como el de membrana con flujo

transversal cuya estructura se asemeja a los intercambiadores de calor de flujo cruzado.

Con esta estructura se pretende minimizar la polarizacion que puedan sufrir las

membranas.
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2.3.4 Factores a considerar en la seleccion de la membrana.

Tamaiio de la molécula.

Este es el factor principal a tener en cuenta a la hora de elegir un tipo de
membrana. Cuando lo que se pretende es la separacion de sustancias de muy distinto
peso molecular (por ejemplo, proteinas y sales) el. peso molecular de corte de la
membrana, fraccion de soluto retenida por la membrana cuando a través de ellas se hace
circular una disolucion bajo presion, sera el principal parametro a tener en cuenta.

Este parametro es una medida relativa del tamafio de poro de la membrana, ya
que la fraccion que queda retenida dependera ademas de otros factores como las
condicionés de operacion, la caida de presion a través de las fibras, la velocidad de flujo
y la concentracion de soluto.

La permeabilidad hidraulica de las membranas en un proceso de UF o MF
llevado a cabo en un modulo de fibra hueca tiene gran importancia debido a que el
transporte de soluto que se produce a través de la membrana, es mucho més rapido que
el que corresponderia exclusivamente a una difusion molecular a través de ella y de las
peliculas liquidas formadas, debido a la existencia de una presion diferencial a ambos
lados de la membrana. Esta caida de presion en los reactores de fibra hueca se debe a

aquellos factores que crean una diferencia de presion a ambos lados de la membrana

.(entre el espacio extracapilar (ECS) y el interior de las fibras (lumen)): caida de presion

debido a la circulacion del fluido a través de la membrana y diferencia de presion
osmotica a ambos lados de la membrana entre otros.

Cuando la meta es el fraccionamiento (por ejemplo, separacion de proteinas de
tamafios moleculares distintos) la separacion de fracciones similares no se realizara tan
solo sobre la base del tamafio, sino que habra que contar con otra serie de factores.

La seleccion final de la membrana se debe realizar teniendo en cuenta pruebas

experimentales realizadas en el medio de operacion utilizado.

Forma de la molécula.
La forma y conformacion de las macromoléculas viene afectado por la fuerza
i6nica, temperatura e interacciones con otros componentes. Las diferencias en la forma,

especialmente bajo condiciones de esfuerzos cortantes elevados, podrian ser la razén
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por la que el peso molecular de corte puede ser distinto para compuestos de masa

similar.

Material de la membrana.

La naturaleza quimica de la membrana puede afectar a las interacciones soluto-
membrana (por ejemplo, en el ensuciamiento de éstas) de manera que, de forma general,
cuando se trabaja con disoluciones acuosas en membranas construidas con materiales
hidrofilicos, se observan flujos mayores y efectos de adsorcion menores que cuando se

utilizan membranas fabricadas con materiales hidrofobos.

Presencia de otros solutos.

De forma general los solutos cuyo tamafio molecular es mucho mas pequefio que
los poros de la membrana (azicares, sales) atravesaran la membrana libremente siempre
que no interactiien o se unan a compuestos impermeables a la. membrana.

Si_el tamafio de poro es mucho mas pequefio que el tamafio del mayor de los
solutos (por ejemplo, membranas de UF de poré pequeifio con proteinas de gran tamaifio)
los solutos seran completamente rechazados por la membrana. Sin embargo si los
componentes mas pequefios del alimento son del mismo orden de magnitud del tamafio
de poro, el flujo de estos componentes por la membrana puede modificarse ya que las
moléculas de mayor tamafio forman una segunda membrana dinamica que impide el

paso de moléculas mas pequeiias.

Parametros operacionales.

Las cuatro variables operacionales que mas. inciden sobre el funcionamiento de
la membrana son la presion transmembrana, la turbulencia cerca de la superficie de la
membrana, la temperatura y la concentracion de soluto. Otros factores adicionales son el
pH y la fuerza ionica, ya que inciden sobre la conformacion de los solutos y por tanto

sobre el posible rechazo de solutos por parte de la membrana.
Configuracion de la membrana.

Configuraciones distintas que utilizan una membrana de caracteristicas similares

arrojan resultados distintos.
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Variabilidad de los distintos lotes de produccion.
Efecto de adsorcion y ensuciamiento o “fouling”.

El efecto de ensuciamiento o “fouling” es el resultado de interacciones
especificas entre la membrana y solutos que contiene el alimento, o bien entre los
solutos adsorbidos y otros solutos de la disolucion. Es dificil establecer reglas generales
o teorias de aplicacion general ya que cada componente del alimento reacciona de forma
diferente con la membrana debido a aspectos diversos.

Asi algunas propiedades de la membrana afectan directamente a su
ensuciamiénto de forma que:

a) Para disoluciones acuosas se deberian utilizar membranas hidrofilicas ya que
en caso de estar fabricadas en materiales hidrofobicos adsorberian moléculas
hidrofébicas (o con fracciones hidrofobicas) que el medio contiene,
potenciandose el ensuciamieﬁto de la membrana.

b) La modificacion quimica de la membrana mediante la introduccién de
grupos hidrofilicos o hidrofobicos en la estructura pueden favorecer o reducir
este efecto.

c) La superficie rugosa de la membrana favorece este efecto de “fouling”,
justificindose asi que, por ejemplo, las membranas de poliamida (de
superficie mas rugosa) sufren este efecto mas que las de acetato de celulosa
de superficies mas lisas y uniformes.

d) El tamafio relativo de los poros y solutos es un factor muy importante
también ya que estos orificios pueden obturarse reduciéndose el flujo a

través de la membrana.

De igual manera las propiedades quimicas de los solutos contenidos en el
alimento afectan en gran manera a este efecto. Asi, mientras que los azucares de bajo
peso molecular no parecen ejercer efecto alguno sobre el flujo y las propiedades de
separacion de las membranas de MF y UF, las proteinas tienen una gran capacidad para
“ensuciar”’ las membranas debido a su estructura y al gran numero de grupos

funcionales que poseen, causando efectos muy importantes que dependeran del medio
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de reaccion (pH, fuerza idnica) y de los parametros de operacion pudiendo obturar las
membranas a pH préximos a su punto isoeléctrico (momento en el que las proteinas se
hacen inestables), obteniéndose flujos menores. Por otro lado las grasas y aceites
tendrian de forma general flujos mayores en membranas hidrofilicas. También el pH y
las sales disueltas en el alimento pueden provocar la precipitacion de distintos

componentes sobre la superficie de la membrana.

Los parametros de proceso que influyen en mayor manera sobre el

ensuciamiento de la membrana son:

a) La velocidad de flujo del alimento y la turbulencia del medio. Valores altos
de estos parametros disminuyen de forma general la deposicion de materiales
sobre la membrana y reducen la resistencia hidraulica de la capa limite que
adquiere un espesor menor. No obstante una mayor velocidad de flujo
provoca unos esfuerzos cortantes mayores que puede provocar la deposicion
de las particulas de tamafio mas pequ.eﬁo sobre la superficie de la membrana.

b) El efecto de la temperatura no es muy claro ya que, si bien un aumento
favorece el flujo a través de la membrana debido a la disminuciéon de la
viscosidad del alimento o la disolucion de compuestos. del alimento mas o
menos insolubles, temperaturas demasiado altas pueden provocar la
desnaturalizacion de las proteinas u otros dafios sobre la membrana. Ademas,
en el rango de temperaturas de mayor interés en los procesos de
ultrafiltracion (30-60°C) la adsorcion de la proteina sobre la membrana
aumenta generalmente con la temperatura (Cheryan (1998b)).

c) De igual forma un aumento de presion puede favorecer el flujo a través de la
membrana. Sin embargo altas presiones pueden provocar una compresion de

la capa limite que provoca una reduccion en la velocidad de flujo.

El efecto de la adsorcion de solutos sobre la membrana es estudiado por distintos
autores que plantean distintos modelos de adsorcion y de polarizacion por concentracion
(Wojciechowski y col. (1990), Gekas y col. (1993)) algunos de los cuales son
corroborados mediante datos experimentales (Aimar y col. (1986), Robertson y col.
(1990)).
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Estas interacciones membrana—proteina pueden causar cambios en la estructura
de la molécula adsorbida. Asi cuando moléculas de BSA se adsorben sobre una
superficie de acetato de celulosa regenerada (hidrofila) adquieren una estructura
globular mayor que cuando se encuentran en estado libre. Sin embargo, al entrar en
contacto con membranas fabricadas con polisulfona, la proteina aparece filamentosa,
mas “abierta” o desnaturalizada. De forma similar, la actividad de las enzimas que
hidrolizan carbohidratos (a-galactosidasa, B-galactosidasa y glucosa isomerasa) se ve
seriamente afectada por las membranas de polisulfona (apartado 2.1.2).

De forma general las membranas fabricadas con celulosa o celulosa regenerada
tienen menor capacidad para adsorber proteinas que las membranas fabricadas con
polisulfona o nylon aunque es dificil dar una regla general ya que dependera de las
caracteristicas especificas del material utilizado por cada fabricante y del tipo de

proteina que nos ocupe.
Polarizacion por concentracion.

Uno de los efectos mas importantes producidos durante el funcionamiento de la
membrana es la polarizacion por concentracion. Este efecto consiste en la acumulacion
de soluto rechazado en las inmediaciones de la membrana con formacioén de un perfil de
concentracion en la interfase membrana-disoluciéon que provoca una reduccion drastica

del flujo de permeado. La restriccion que esta capa ofrece a la movilidad de las

“moléculas acumuladas en la capa limite hace que se encuentren en una configuracion de

empaquetamiento mas o menos compacto que podria llegar a formar una capa de gel.

La formacion de la capa limite que se forma en cualquier proceso de filtracion es
un proceso rapido y reversible, desapareciendo cuando cesa la causa que la produce
(diferencia de presion) (Alvarez y col. (1989c), Andrés y col. (1991)). Sin embargo la
formacion de la capa de gel es mas lenta y habitualmente permanente.

Algunos autores han descrito el proceso de ultrafiltracion en tres etapas de
duracion diferente: la primera consiste en la formacion de la capa limite de
concentracion en estado pseudoestacionario y se alcanza en menos de cinco segundos;

en una segunda etapa se adsorbe el soluto sobre la membrana y dura entre uno y diez

239



Antecedentes bibliogrdficos

minutos; la ultima comprende la formacion de la capa de gel sobre la membrana,
requiriendo para su formacion una duracion superior a diez minutos.

De todas formas la polarizacién por concentracion no justifica por si misma la
disminucién de flujo de permeado que se observa experimentalmente. Para explicar este
efecto es necesario considerar fenomenos relacionados y/o provocados por la
polarizacion por concentracion. Entre los principales se encuentra la adsorcion de soluto
sobre la membrana, el ensuciamiento de la misma (“fouling™) y en algunos casos el

aumento de la presion osmotica debido a la capa limite de concentracion.

El aumento de la concentracion de soluto en la superficie de la membrana causa
un aumento de la presiéon osmética que puede provocar una disminucion en la fuerza
impulsora que quedaria definida ahora por la diferencia entre la presion transmembrana
total y la presion osmotica. Este efecto puede tener un orden de magnitud importante en
procesos de 6smosis inversa (RO) con moléculas pequefias en disolucion, pero durante
la UF y MF este efecto tendra generalmente un orden de magnitud pequefio ya que el
peso molecular de las especies rechazadas por la membrana suele ser alto. De todas
formas este efecto podria llegar a ser importante si la concentracion local de soluto en ia

capa limite fuera alta tal y como indica Taylor y col. (1994) y Patkar y col. (1995).

Los efectos que causa la polarizacion por concentracion se pueden minimizar
mediante la eleccion de unas condiciones de operacion Optimas y realizando
adecuadamente la eleccion del modulo de filtracion. Algunas estrategias basicas para
disminuir la polarizacion por concentracion en disefios comerciales serian:

a) Aumentar el flujo de circulacion en régimen turbulento.

b) Elevar la temperatura de operacion dentro de los limites posibles, de forma
que disminuya la viscosidad de la capa limite y la pérdida de carga a través
del médulo.

c) Aumentar el esfuerzo cortante sobre la superficie de la membrana para
reducir la capa de polarizacion y cambiar el sentido de flujo durante el
proceso de filtracion (Piret y col. (1990),Taylor y col. (1994), Patkar y col.
(1995), Taylor y col. (1995))

d) Favorecer la mezcla por conveccion, evitando largos recorridos rectos y lisos

por medio de codos.
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e) Asi mismo algunos autores (Taylor y col. (1994), Patkar y col. (1995),
Taylor y col. (1995)), para eliminar la capa de polarizacién de algin soluto
de interés (por ejemplo, compuestos que inciden en el crecimiento de los
microorganismos que se encuentran a un lado de la membrana) proponen
aumentar la concentracion de otras especies que también sean rechazadas por
la membrana de forma que retiren de la membrana aquellas que sean de

interés para el proceso.

En funcién de la geometria del sistema y de distintas simplificaciones realizadas,
diversos autores han propuesto modelos matematicos mas o menos complejos que
recogen alguno o varios de los efectos que causa la polarizacion por concentracion
(Gekas y col. (1993), Taylor y col. (1994), Patkar y col. (1995)) verificando la
bondad de los modelos a partir de los datos experimentales recogidos en sus
publicaciones. Otros autores proponen modelos matematicos y expresiones analiticas
sin corroboracion experimental alguna que incorporan la configuracion de la membrana
y los procesos que pueden ocurrir en Ala proximidad de la membrana (Alvarez y col.

(19892a/1989b), Kelsey y col. (1990)).
2.4 Antecedentes sobre el mecanismo cinético de la hidrolisis enzimatica de lactosa.

El mecanismo de hidrélisis enzimatica de lactosa presente en distintos sustratos
(disoluciones de lactosa, suero y leche desnatada) mediante B-galactosidasa ha sido
estudiado por muchos autores, recogiéndose en la Tabla 2.16 los modelos cinéticos
recopilados en bibliografia. En ella se puede observar que en la mayoria de los articulos
recopilados se propone un modelo cinético de Michaelis-Menten con inhibicion
competitiva por galactosa. Sin embargo, existe gran dispersion de los valores de las
constantes cinéticas propuestas por estos autores (Tabla 5.9).

Muchos autores (Kim y col. (1983), Bodalo y col. (1995), Flores y col. (1996))
estudian el comportamiento cinético de estas enzimas (tanto la cinética de desactivacion
como la de hidrolisis) utilizando como sustrato ONPG  (orto-nitro-
fenilgalactopiranosido). Si bien el mecanismo de reaccion es similar al de la lactosa, los
valores de las constantes cinéticas y energias de activacion obtenidos no son

extrapolables al comportamiento que la enzima presenta en presencia de lactosa.
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Tabla 2.16 - Modelos cinéticos propuestos por diferentes autores para la hidrélisis
enzimatica de lactosa

Modelo cinético propuesto Referencia

Michaelis-Menten de primer orden Santos y col. (1996)

Michaelis-Menten sin inhibicién por
galactosa (con formacion de complejo Berrueta-Jiménez y col. (1988)
enzimatico enzima-lactosa)

Korus y col. (1978), Friend y col. (1982),
Ho Kim y col. (1983), Kim y col. (1983),
Ma y col. (1983), Huffman y col. (1985),
Berrueta-Jiménez y col. (1988), Yang y col.
Michaelis-Menten con inhibicién competitiva (1ean. JREDL); Bakken Fent
or producto (galactosa total) (1990/1991/1992), Papayannak(?s y col.
Porp (1993), Heng y col. (1994), Cavaille y col.
(1995), Carrara y col. (1996/1997),
Portaccio y col. (1998), Santos y col. (1998),

Illanes y col. (1998/2000/2001), Laderoy -

col. (2001)

MichaeliéiMenten con inhibiciéon competitiva
por producto (a- y B-galactosa) Flaschel y col. (1982), Peterson y col. (1989)

Michaelis-Menten con inhibicion competitiva Cavaille y col. (1995)
por producto (glucosa)
Con formacién de di-, tri- y tetrasacaridos Iwasaki y col. (1996)

2.4.1 Modelo cinético.

El mecanismo de inhibicion competitiva por galactosa es el mas empleado para
la interpretacion de los resultados (Tabla 2.16). Viene dado por las ecuaciones

siguientes:

KM
E+L 2 * EL [Ec. 2.3]

(—__
EL—L—)EGa +G [Ec. 2.4]

K

I
EGa E+Ga [Ec. 2.5]

donde L, Ga y G son lactosa, galactosa y glucosa respectivamente; E, la enzima lactasa

empleada, y EL y EGa los complejos enzima-lactosa y enzima-galactosa,

respectivamente.
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Si consideramos despreciables las concentraciones de los complejos enzimaticos
EL y EGa, las concentraciones de lactosa, galactosa y glucosa se definen en funcion de

la conversion como:

L=Ly (1-x) [Ec. 2.6]
Ga=Gap+Lj x [Ec. 2.7]
G=Ggy+Lj x [Ec. 2.8]

y como la concentracion de glucosa inicial es 0, la conversion del sistema, x, se evalua
como G/Ly, a partir de la concentracion de glucosa medida en cada momento

El modelo cinético propuesto implica dos etapas en equilibrio, [Ec. 2.3] y [Ec.
2.5], y otra etapa, [Ec. 2.4], controlante de la reaccion, donde el complejo enzima-
lactosa sé'descompone en un complejo enzima-galactosa liberando glucosa.

Las constantes de equilibrio de la ecuaciones [Ec. 2.3] y [Ec. 2.5] se definen por

la ecuaciones:

Km EL Ec. 2.9
= e 2,
M=o ‘ [ ]

K ke 2.10
= e 2.
: EGa [E ]
La velocidad de reaccion viene expresada por:
=k EL:E [Ec. 2,11}
dt
Realizando un balance de enzima al sistema obtenemos:
__ et Cg
e [Ec. 2.12]
1+ —+—
Km  Kp

donde E es la concentracion de enzima libre activa presente en el medio de reaccidn, er
representa los moles totales de enzima activa por gramo de complejo enzimatico
utilizado y Cg los gramos de complejo enzimatico por litro.

Sustituyendo dentro de la ecuaciéon [Ec. 2.11] la concentracion del complejo
enzimatico EL [Ec. 2.9], e incluyendo dentro de la expresiéon la conversion, x, y la

concentracion de enzima libre, E [Ec. 2.12], la velocidad de reacciéon vendra definida

Ccomo:
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dx k T CE Lo (l—x)
Ly — =

2 [Ec. 2.13]
L (1-x)+ =M (Gag + Lx)
1

Separando variables, integrando, considerando que para t=0 el valor de x es 0, y

definiendo Sy como:
SO = LO +Ga0 [Ec. 2.14]

concluimos que:

Km
KM (l-i-f(—l—j [—ln(l X)] + Lo X[l——ﬁ;—] k et (J;CE dt [Eec. 2. 15]

En caso de no producirse desactivacion enzimatica alguna, tenemos que

Cg=Cgo=constante, y por tanto:

K (l T —-J [— ln(l X)] + Lo X(l - K—J k eT CEO L [EC. 2.16]
Ki Ky
que puede linealizarse de la forma:
S Kum -
K I
= [ 1“(1 x)] 1 [Ec. 2.17]
X k €T k €T

de modo que si el modelo propuesto es valido, la representacion de (Cgo t/x) frente a [-
In(1-x)]/x debe ajustar los datos experimentales a una recta de cuya pendiente y

ordenada en el origen puede obtenerse el valor de k, Ky y K.

2.4.2 Caracterizacion de la enzima B-galactosidasa.

Las enzimas utilizadas para la hidrolisis de lactosa son fundamentalmente (-
galactosidasas [EC.3.2.1.23] de distinto origen siendo las enzimas provenientes de
levaduras y hongos las que poseen mayor interés comercial ya que son consideradas
seguras para el consumo humano. Se han realizado muchos estudios con B-
galactosidasas obtenidas a partir de Escherichia coli y, aunque su uso no es viable para
productos destinados a consumo humano (Kim y col. (1983), Walsh y col. (1993),
Heng y col. (1994), Gonzilez Siso (1996), Fujikawa y col. (1997), Sungur y

col.(1999)) si es utilizada para fines analiticos.
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El peso molecular de las lactasas varia en funcion del origen que posea,

observandose en la Tabla 2.17 que, al menos en los trabajos consultados, el valor es

superior a 100.000.

Figura 2.17 — Peso molecular de lactasas procedentes de distintos origenes.

5 Peso molecular
Peso Numero de de

Fucate molecular |subunidades ;
subunidades
Higado de rata (Dixon y col. (1979)) 127.000
. 3 p— 135.000 6 34.000 6
Escherichia coli (Dixon y col. (1979)) 320.000 4 75.000
Escherichia coli (Nichtl y col. (1998)) 116.000 4
~ Escherichia coli 4
(Jacobson y col. (1994))
Bacillus stearothermophilus
(Rose (1980)) 215.000
Arthrobacter sp. 500.000 (a
(Rose (1980)) ‘| pH=6.3-6.4)

Las condiciones de operacion Optimas utilizadas habitualmente se indican en la
Tabla 2.18, siendo las enzimas de origen fungico las mayormente utilizadas para la
hidrolisis de lactosa en productos con pH acidos como el suero procedente de la
fabricacion del queso. Las enzimas procedentes de levaduras suelen utilizarse

habitualmente para el tratamiento de productos con pH préximos a la neutralidad como

leche y suero dulce (Harju (1987)).

Tabla 2.18 - Condiciones experimentales de las enzimas mas utilizadas.

Origen Fuente pH (6ptimo) T, °C (6ptima)  Cofactores
Fangico Aspergillus niger 30-40 55-60
Fangico Aspergillus oryzae 5.0 50-55
Levaduras Kluyveromyces fragilis 6.6 37 Mn'%, Mg, K*
Levaduras  Kluyveromyces lactis 6.9 7.3 35 Mn*?, Na*

En el mercado se pueden encontrar distintas marcas comerciales de B-

galactosidasas utilizadas en la hidrolisis de lactosa (Tabla 2.19).
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Tabla 2.19 - Lactasas comerciales utilizadas para la hidrélisis de lactosa.

s Origen Compaiiia pH T Actividad  Formato
comercial 6ptima,”C
Quest
Biolactase®  Aspergillus  International Polvo
Oryzae Bioproduct
Group

Lactase F  Aspergillus Amano 435 60 >9000u/g Polvo
“Amano” Oryzae Enzyme Inc.

Lactozym Kluyveromyces Novo 6-7  25-40 3000 Liquida
3000L Fragilis Nordisk LAU'/mL

Maxilact- Kluyveromyces Gist 6-7  30-40 2000 Liquida
L/2000 lactis Brocades NLU?

'LAU = Unidad de Lactasa Novo (unidad de medida de actividad normalizada (Novo Nordisk (1990))
2NLU = Unidad de Lactasa Neutra (unidad de medida de actividad normalizada (Gist Brocades).

2.4.3 Actividad y desactivacion enzimatica.

El-estudio de la estabilidad de la enzimas es un aspecto importante a considerar
en los procesos biotecnologicos ya que puede facilitar un disefio econdomico de los
procesos continuos llevados a cabo en bioreactores.

La actividad y estabilidad térmica de las lactasas, como la de cualquier enzima,
viene determinada por diversos factores ambientales (temperatura, pH, composicion del
medio, esfuerzos cortantes) que pueden afectar de manera importante a la estructura
tridimensional o conformacion especial de la proteina (Zale y col. (1983), Henley y col.
(1984), Sadana y col. (1986), Klibanov y col. (1987), Volkin y col. (1989)). La
combinacion de diferentes factores que pueden simultaneamente desactivar la enzima
complican la interpretacion de los datos de actividad.

Uno de los factores mas estudiados que afectan a la actividad y estabilidad de la
enzima B-galactosidasa es la influencia que los iones Ca'?, Mg, Na’', NH," y K"
ejercen. Independientemente del origen de la enzima, en todos los trabajos consultados
se indica que la presencia de iones Ca™ inhibe el funcionamiento de la enzima
(Garman y col. (1996)). Por el contrario, el efecto que los iones Na', NH;" y K"
ejercen sobre la actividad y estabilidad de la enzima varia en funcion del autor y especie
analizada (Zale y col. (1983), Flores y col. (1996)). El efecto causado por estos iones
parece estar relacionado con el radio de los iones monovalentes. Asi los iones mas

pequefios (como el Na') pueden entrar en la estructura de la proteina induciendo
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cambios conformacionales en la estructura de la enzima que pueden reducir o eliminar
su actividad. Por el contrario, la presencia de iones NH4" y K*, que poseen un radio
ionico similar, aumentan la actividad de las lactasas. Independientemente de la
influencia que estos iones pueden ejercer sobre la actividad de la enzima, pueden
también aumentar la resistencia de la proteina a la desactivacion térmica debido a la
reduccion de la flexibilidad de la estructura polipeptidica.

Por otra parte la concentracion de sales en el medio de reaccion puede producir
un apantallamiento electrostatico que evita las interacciones producidas entre moléculas
de proteina, por lo que a concentraciones salinas bajas (Yang y col. (1994) con enzima
procedente de Aspergillus Oryzae operando a pH=6, concentraciones salinas de 0.05 M
en KCl 0 0.1 M en NaCl) la enzima se desactiva debido a la agregacion que sufren las

moléculas.

Entre los modelos mas utilizados para explicar la desactivacion térmica de la

enzima B -galactosidasa se encuentra el modelo de desactivacion de primer orden:

E—]id—uzd {Ec. 2.18]

donde E es la concentracion de enzima nativa en el medio de reaccion, E4 la

- concentracion de enzima desactivada y kq la constante cinética de la desactivacion. Este

modelo reproduce los resultados experimentales especialmente para enzimas
inmovilizadas (Yang y col. (1989b), Bakken y col. (1992), Gonzalez-siso y col.
(1994), Carrara y col. (1997), Papayannakos y col. (1993)) (Tabla 5.2). La cinética
de desactivacion de primer orden podria ser atribuida principalmente a la ruptura de un
enlace de la estructura sensible o a la aparicion de un proceso individual que produzca
la desactivacion de la enzima (Henley y col. (1984)).

Para explicar la desactivacion enzimatica de P-galactosidasas también se ha

utilizado un modelo de desactivacion en serie:

o o2
g1 >E, k2 >E, [Ec. 2.19]

que indica la existencia de dos etapas irreversibles de primer orden y la presencia de
enzima nativa (E) y especies modificadas (E; y E;) que poseen actividades especificas

diferentes a la de la enzima nativa. En el modelo, o; y o, son, respectivamente, las
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actividades relativas de las especies E; y E; con respecto a la actividad especifica de la
enzima nativa E (Henley y col. (1984)). Este modelo ha sido aplicado por (Giancomini
y col. (1998)) para determinar k;, ki, o1 y otz de enzimas inmovilizadas provenientes de
Escherichia coli y Kluyveromyces lactis en presencia de distintos disolventes pero a una
sola temperatura de ensayo, por lo que no ha sido posible verificar el ajuste de las

constantes a la ecuacion de Arrhenius.

En el modelo anterior, si k, = 0:

ki 21
E—Lyp, [Ec. 2.20]

modelo utilizado ‘por (Giancomini y col. (1998)) para explicar la desactivacion
enzimatica de una lactasa inmovilizada en glutaraldehido-agarosa en presencia de

distintos medios de reaccion.

Otro modelo habitualmente aceptadb para explicar el proceso de
desnaturalizacion de las proteinas es el modelo de Lumry y col. (1954) ([Ec. 2.21])
aplicado por diversos autores (Zale y col. (1983), Henley y col. (1986), Klibanov y col.
(1987), Volkin y col. (1989), Yang y col. (1994)). Segin este modelo la proteina puede
transformarse de un estado nativo con actividad (N) a una forma no activa (D), siendo
esta transformacion reversible. La forma enzimatica D puede transformarse también en

otra forma enzimatica (I) no activa, siendo este paso irreversible.

N_ D> I [Ec. 2.21]

Para una enzima procedente de Aspergillus Oryzae operando a pH=6, (Yang y
col. (1994)) postula que tras la desactivacion de la enzima se produce una agregacion de

moléculas de la misma, indicando que el tamafio de la particula agregada es funcion del
tiempo segun la ecuacion:

gl S T [Ec. 2.22]
donde do es el diametro inicial de la particula, d es el diametro de la particula a tiempo t

medida mediante la técnica DLS (Dynamic Light Scattering) y ky la constante de

velocidad.
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Por ultimo, Nichtl y col. (1998) analiza a partir de medidas de actividad,
fluorescencia, DLS y cromatografia el mecanismo de desdoblamiento, inactivacion y
disociacion de la enzima B-galactosidasa, planteando un modelo cinético que consta de
tres etapas: la formacion de elementos de estructura secundaria, el colapso de la enzima
a subdominios y monomeros estructurados y la asociacion de la estructura cuaternaria
nativa a partir de los dimeros formados, proponiendo valores de las constantes cinéticas
de las semireacciones obtenidas a la temperatura de 20 °C.

Si bien la mayor parte de los autores consultados realizan ensayos puntuales de
actividad o incluso miden la estabilidad térmica de la enzima, son pocos los que
analizan la cinética de desactivacion y muchos menos aun los que la incorporan al
modelo cinético de hidrolisis. Solo algunos autores incluyen la desactivacion enzimatica
dentro dé¢l modelo cinético que plantean para ajustar los datos de hidrélisis de lactosa
mediante B-galactosidasa (Yang y col. (1989b), Papayannakos y col. (1993), Carrara
y col (1997)). Esto puede ser debido a que la enzima es estabilizada por el sustrato
(lactosa) o el producto (galactosa) como varios autores sugieren (Yang y col. (1994),
Tllanes y col. (1998), Mahoney y col. (1988a)). Esto implica que la desactivacién

enzimatica no ocurre durante la reaccion de hidrolisis.

2.5 Antecedentes sobre el proceso cinético de isomerizacion enzimitica fructosa-

glucosa.

2.5.1 Modelo cinético.

La reaccion de isomerizacion glucosa-fructosa, de acuerdo con los

conocimientos actuales, transcurre segun el mecanismo siguiente:

k k
g f
G+E__ >X__ F+E [Ec. 2.23]
k k
-g —f

Debido a que los estudios cinéticos se realizan frecuentemente en ambos
sentidos, para unificar la nomenclatura se han designado las constantes cinéticas con un
subindice que indica la hexosa que se une a la enzima para formar el complejo
intermedio, y con el mismo subindice precedido del signo menos para la etapa inversa.
De esta manera la nomenclatura es independiente del sentido en que se escriba la

reaccion de isomerizacion.
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Aplicando la aproximacion de estado estacionario al complejo intermedio X nos

queda que:
o PR [Ec. 2.24]
Kmf ng

donde E es la concentracion de enzima activa presente, y Kmr ¥ Kmg representan las
constantes de Michaelis-Menten para la transformacion fructosa—glucosa y

glucosa—fructosa respectivamente, cuyas expresiones son:

k_f + k_
g
Kmf = —‘k——, M [EC. 225]
f
k_f + k_
g
Kpg =———— M [Ec. 2. 26]
g

Realizando un balance de enzima al sistema y despejando la concentracion de

enzima libre obtenemos que:

E= [Ec. 2. 2&]

donde er representa los moles de enzima activa por gramo de complejo enzimatico
activo utilizado, y Cg los gramos de complejo enzimatico activo por litro.

De acuerdo con el mecanismo indicado en la [Ec. 2.23] y considerando las
ecuaciones [Ec. 2.24] a [Ec. 2.27], la velocidad neta para la transformacion fructosa-

glucosa vendra dada por:

Vinf "
/(mf (F Ke G)
F

1+—+i

Kmf ng

, mol g"1 h! [Ec. 2.28]

IFG =

donde la velocidad maxima Vs viene definida como:
Vmf =k_g er, mol g'1 h! [Ee. 2.29]

y teniendo en cuenta la expresion de los parametros cinéticos de Michaelis-Menten para
una reaccion reversible, la constante de equilibrio que aparece en la ecuacion [Ec. 2.28]

se define como:
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[Ec. 2.30]

k_¢ k
g
I(e = = (E

ke kg G)en el equilibrio

Introduciendo la conversion, x, y definiendo la concentracion total de hexosas,

Sd
- [Ec. 2.31]
So
§, = §F + 6 [Ec. 2.32]

la expresion cinética correspondiente al proceso de isomerizacion sera:

G = , mol g1 h! [Ec. 2.33]

d:)nde:

S [Ec. 2.34]

La ecuacion [Ec. 2.33] puede transformarse en:

kr e (xe —x)

IFG =
| ) (Kl + %) +(xe —x)

, mol g'1 . e [Ec. 2.35]

donde los parametros cinéticos k., Ko y K; vienen definidos por las ecuaciones:

ke k_g + kg kg

k, = [Ec. 2.36]
ke — kg
k_f + k_
g
B stosemnm, [Ec. 2.37]
ki — kg
ke k
g
K, = [Ec. 2.38]

251



Antecedentes bibliogrdficos

Para dar mayor generalidad al tratamiento se utiliza una variable intensiva, y,

que incluye los factores que determinan el progreso de la reaccion, definiéndose como:
At;
3 Zmi—‘ [Ec. 2.39]
. Y

donde m es la masa de complejo enzimatico; V, el volumen total de fase liquida en el
sistema; y At;, la diferencia de tiempo entre dos tomas de muestra consecutivas. Con la
introduccion de esta variable se puede tener en cuenta la variacion de volumen total de
la fase liquida y la masa de enzima retirada por la extracciéon de muestra.

Se introduce en la ecuacion [Ec. 2.35] la variable intensiva de tratamiento, y, y

partiendo de una concentracion inicial de glucosa igual a cero, obtenemos la expresion:

dx So ka (xe =5)
FGg =S —= [Ec. 2.40]

donde:

k, = [Ec. 2.41]
KO (KI SO + 1)

So

[Ec. 2.42]
KO (KI SO + 1)

Ky =

En trabajos previos Jurado-A. y col. (1994) y Camacho-Rubio y col. (1996)
comprobaron que la constante Ky=0, por lo que la cinética de la reaccion de

isomerizacion se aproximaria a una cinética de pseudoprimer orden, y por tanto:
Kt = Ky = Kn [Ec. 2.43]

Esto significa que k¢ = kg lo que implicaria que la afinidad de ambos isdmeros
por la enzima es muy similar, quedando la ecuacion cinética de la forma:

dx

= kg (xe —x) [Ec. 2.44]
y

Separando variables e integrando, la ecuacion cinética correspondiente al

proceso de isomerizacion vendria definida de la forma:
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y= - ln(——xe_x"] [Ec. 2.45]

Xe — X
quedando reducida la constante cinética de pseudoprimer orden, ka,, a:

kg er
iy 2 et [Ec. 2.46]
Kl SO + 1

modelo cinético aplicable en diferentes reactores enzimaticos.

2.5.2 Caracterizacion de la enzima glucosa isomerasa

El proceso de isomerizacion se lleva a cabo mediante la enzima glucosa
isomerasa, [EC 5.3.1.5], denominada D-xylosa ketol-isomerasa o xylosa isomerasa,
pudiéndose obtener a partir de distintos microorganismos. Asi, glucosa-isomerasa
procedente de especies Streptomyces se haya formada por 4 cadenas polipeptidicas,
cada una de ellas de peso molecular similar y proximo a 40.000 (Rose (1980)). Cuando
se obtiene a partir del Actinoplanes missouriensis, la enzima nativa es un tetramero de 4
subunidades idénticas de peso molecular 45.000 (Quax y col (1991)).

Muchos autores han puesto de manifiesto que la enzima glucosa isomerasa
requiere la presencia de iones Mn*?, Mg"? y Co™ para su actuacién y estabilizacion.
Asi, Lee y col. (1993) analizan la influencia de la concentracion de estos iones sobre la
actividad de la enzima inmovilizada en vidrio poroso, encontrando que el i6n Mg"
causa un incremento de la actividad de la enzima, siendo su concentracion Optima 0.1
M. La influencia del i6n Co™ a pH mayor a 6 es despreciable (pH 6ptimo para la
enzima es 7).

La enzima es inhibida en presencia de xilitol y metales pesados como Ag’, Hg"
y Cu'? y la temperatura optima de reaccion encontrada por Takasaki y col.(1969) para
la enzima en forma soluble, es de 80°C para un valor de pH comprendido entre 8 y 8.5.

Volkin y col. (1989) estudiaron la estabilidad de la enzima glucosa isomerasa
libre e inmovilizada a un pH de 8 y distintas condiciones de operacion. Demostraron
que la inmovilizacion de la enzima aumentaba la estabilidad de forma considerable con
respecto a la enzima libre. La temperatura de reaccion Optima para la enzima

inmovilizada era de 88°C aproximadamente, siendo la velocidad de reaccion nula a

100°C.
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2.5.3 Modelos cinéticos propuestos para la isomerizacion fructosa-glucosa

mediante la enzima glucosa isomerasa.

Las investigaciones realizadas por distintos autores estudian aspectos
relacionados con la desnaturalizacion de la enzima en las condiciones de operacion:
desactivacion térmica, cambios de pH, envenenamiento de la enzima o cambios produ-
cidos en el soporte utilizado (en el caso de enzimas inmovilizadas), limitindose muchos
de ellos a obtener los parametros cinéticos a partir de las velocidades iniciales, lo que

proporciona un conocimiento limitado de la reaccion.

Sproull y 'col.(1976) estudian el equilibrio de isomerizacion utilizando células
sin inmovilizar en un reactor tipo tanque agitado en un rango de temperaturas
comprendido entre 30 y 80°C. También realizan estudios de desactivacion a pH = 7 en
ausencia de sustrato a las temperaturas de 40, 60 y 80°C proponiendo un modelo para la
desnaturalizacién de la enzima en el que ésta se desactiva de forma irreversible por
desnaturalizacion y por la accion de las proteasas presentes en el conjunto de células. “

Estos autores no tienen en cuenta los posibles efectos de transferencia de materia
y suponen que el mecanismo de reaccion sigue la cinética reversible de Michaelis-
Menten, permitiéndoles calcular las constantes cinéticas elementales y energias de

activacion.

Kikkert y col. (1981) y Van Keulen y col. (1981) utilizan un reactor tanque
agitado para sus experimentos, dos catalizadores industriales, ICI y RJR, y c€lulas de
Arthrobacter libres e inmovilizadas. Eliminan los efectos de transferencia de materia
interna utilizando particulas de catalizador de diametro inferior a 140um, pudiendo de
esta forma estimar los parametros cinéticos de la reaccion a partir de las velocidades
iniciales. Calculan la constante de equilibrio de la reaccion de isomerizacion, segin
indica la ecuacion [Ec. 2.30], comprobando que la velocidad de reaccion se ajusta a una

cinética de primer orden de la forma:

Go
K & 1

v = ks E (G-G,) = k¢ E |G- [Ec. 2.47]
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donde Gy, Ge y G, son, respectivamente, las concentraciones de glucosa inicial, en el
equilibrio y en funcién del tiempo; ks la constante de velocidad y K. la constante de

equilibrio de la isomerizacion fructosa-glucosa.

Havewala y col. (1974) utilizan glucosa isomerasa de Streptomyces libre e
inmovilizada en vidrio de poro controlado. La conversion de glucosa a fructosa se
llevaba a cabo a distintas temperaturas y una concentracion de glucosa 2 M en reactor
de lecho fijo y discontinuo tanque agitado. Consideran cinética de pseudoprimer orden y
determinan las energias de activacion para las enzimas libre e inmovilizada, resultando
ser 14.5 y 15.7 Kcal/mol respectivamente. Cuando utilizan enzima inmovilizada, no

obtienen diferencias en las velocidades de reaccion calculadas.

Chen y col. (1987) proponen el mecanismo reversible de Briggs-Haldane para la

reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa:

k k
g \ f
G+ E| > XE <« F+E [Ec. 2.48]
ka' ‘e | -t
! b (1-n)kq

Enzima desactivada

Cuando 0<n<1 la desactivacion del complejo enzima-sustrato es mas pequefia
que la de la enzima libre, por tanto la enzima est4 protegida por el sustrato. Cuando n<0,
la enzima esti envenenada por el sustrato; si n=0 no existe ni proteccion ni
desactivacion y si n>1 la actividad de la enzima aumenta con el tiempo.

Estos autores emplean una enzima comercial, Sweetasa, con un tamafio de
particula inferior a 100 pm para eliminar los efectos de difusion interna, dentro de un
reactor tipo tanque agitado, determinando los parametros cinéticos a partir de las
velocidades iniciales de reaccion obtenidas en el rango de temperaturas comprendidas
entre 60 y 80°C a un pH=8.25.

También estudiaron la desactivacion de la enzima a las temperaturas de 70, 75 y
80°C con diferentes concentraciones de sustrato a pH=7. Segun el modelo anteriormente

expuesto, y considerando que la desactivacion de la enzima viene dada por la expresion:
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dE
= kg4 (E + (1-n) XE) [Ec. 2.49]

donde E y XE son las concentraciones de enzima activa libre y del complejo enzima-

sustrato respectivamente, obtienen que un valor de n=0.5 ajusta los experimentos de

desactivacion, lo que indica que el sustrato protege a la enzima.

Camacho-Rubio y col. (1994) utilizan un reactor tanque agitado con enzima
soluble para llevar a cabo los experimentos de isomerizacion. Estudian la cinética de la
reaccion entre 40 y 60°C a pH = 7.5, en unos rangos de concentracion de sustrato y
enzima comprendidos entre 0.5-2.0 M y 0.2-6.0 g/L respectivamente. Suponen una
cinética de pseudoprimer orden y comprueban que la conversion alcanzada depende del
factor intensivo ejt (producto de concentracion inicial de enzima por el tiempo),
determinando las constantes cinéticas elementales de la reaccion de isomerizacion y

proponiendo ecuaciones para calcular las constantes cinéticas en funcion de la tempera-

tura.

Entre los trabajos que consideran el efecto de la transferencia de materia interna
o externa sobre la velocidad de isomerizacion se pueden citar los propuestos por Lee y

col. (1976), Chen y col. (1980), Straatsma y col. (1983), Nakamura y col. (1984) y
Camacho-Rubio y col. (1995).

Asi Lee y col. (1976) utilizan un reactor de lecho fijo con recirculaciéon donde se
introduce la enzima inmovilizada por enlace covalente con glutaraldehido. Analizan la
influencia de la transferencia de materia interna y externa modificando el tamafio de
particula del catalizador (entre 20 y 120 pm), la velocidad de flujo en el reactor y la
temperatura (50 a 75°C). Determinan que para velocidades de flujo superiores a 0.1
cm/s la influencia de la transferencia de materia externa sobre la velocidad de reaccion
puede despreciarse. Los efectos de difusion interna se eliminan para tamafio de
particulas de 20 pm y por debajo de 60°C, siendo apreciables para temperaturas
superiores.

Estudian la cinética de la reaccion a 50°C y pH = 7, determinando los parametros
cinéticos a partir de las velocidades iniciales de reaccion y el valor de la constante de

equilibrio a esta temperatura, igual a 1.03, considerando una cinética reversible de
Michaelis-Menten.
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Chen y col. (1980) desarrollan un modelo que considera para un reactor
diferencial de lecho fijo, la influencia del espesor de la pelicula formada sobre el
catalizador y la resistencia difusional del poro sobre la velocidad global de
isomerizacion de glucosa, incluyendo también la desactivacion de las células
inmovilizadas. Las células de Streptomyces phaechromogenes fueron inmovilizadas por
agregacion en queratina, los diametros de particula estaban comprendidos entre 0.018 y
0.125 cm, el pH=8.3, las concentraciones de sustrato comprendidas entre 0.5y 5.1 M de
glucosa y las temperaturas entre 60 y 80°C.

Consideran cinética reversible de Michaelis-Menten con desactivacion
enzimatica de primer orden, y realizan un tratamiento teérico en el que evalian dos
factores dé efectividad, uno que tiene en cuenta los efectos de difusion en los poros y la
desactivacion y otro que ademas incluye los. efectos de transferencia de materia en la

pelicula. Obtienen los parametros cinéticos a partir de velocidades iniciales de reaccion.

Straatsma y col. (1983) analizan en un primer articulo la estabilidad de un
conjunto de células de Arthrobacter inmovilizadas estudiando posibles causas de
desactivacion enzimatica (pH, temperatura y presencia de oxigeno) en los experimentos
de isomerizacion glucosa a fructosa. Posteriormente utilizan un reactor continuo sélido-
| liquido con lecho catalitico demostrando que la velocidad de reaccion es de pseudopri-
rﬁer orden, y evalian la constante cinética para esta reaccion corrigiéndola con los
efectos de trasferencia de materia interna apreciados. Desarrollan una expresion que

determina la estabilidad de la enzima en funcién del tiempo, pH y temperatura.

Nakamura y col. (1984) utiliza glucosa isomerasa de Streptomyces
phaechrogenes inmovilizada por atrapamiento en un reactor de lecho fluidizado para el
estudio cinético de la isomerizacion glucosa-fructosa. Desarrollan un modelo de
dispersion axial que considera la geometria de las particulas y el efecto de la difusion
interna, siendo una cinética de pseudoprimer orden la que reproduce los resultados

experimentales para una velocidad de flujo de 0.5cm/min.

Son mas numerosos sin embargo, los estudios realizados sobre los factores que

afectan al disefio 6ptimo de distintos reactores donde poder llevar a cabo la reaccion de
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isomerizacion fructosa-glucosa con enzimas inmovilizadas. En este sentido, Park y col.
(1981) realizaron un estudio sobre la optimizacion de la temperatura de operacion para
un sistema de reactores de lecho fijo en funcionamiento continuo. La optimizaciéon la
realizan para obtener la maxima productividad de fructosa, consiguiendo un incremento
del 8% de conversion si lo comparan con el reactor de funcionamiento a temperatura
constante. En estos estudios consideran una cinética reversible de Michaelis-Menten

con desactivacion enzimatica de primer orden sin influencia de la concentracion del

sustrato segun la expresion:
-kgt
Vi (GO —Ge) ©

kG = [Ec. 2.50]
Fo Km+ (GO - Ge)

donde Go y G. son las concentraciones de sustrato inicial y de equilibrio; ks, la
constante de desactivacion enzimatica, y Km y Vm la constante de Michaelis-Menten y
velocidad maxima de reaccion modificadas, respectivamente. Estos dos parametros
cinéticos, asi como la constante de equilibrio son evaluados experimentalmente en
funcion de la temperatura. Ademas encuentran que la velocidad de desactivacion

enzimatica decrece con la concentracion de sustrato, lo que parece indicar que estabiliza

la enzima.

Gram y col. (1990) desarrollan un sistema de reactores de lecho fijo en continuo
con la enzima glucosa isomerasa (Sweetzyme Q) inmovilizada. Los autores no observan
transferencia de materia externa, determinando que la isomerizacion es un proceso
reversible de pseudoprimer orden y que la enzima sufre una desactivacion de primer

orden. La transferencia de materia interna no puede despreciarse para este tipo de

catalizador.

Chen y col. (1983) emplean glucosa isomerasa inmovilizada en queratina con
glutaraldehido en distintos tipos de reactores para estudiar la isomerizacion de glucosa,
determinando experimentalmente las constantes cinéticas a partir de las velocidades
iniciales de reaccion y la difusividad efectiva de glucosa en la enzima inmovilizada.
Utilizan los valores obtenidos para la aplicacion de un modelo tedrico de flujo de
dispersion axial. Las conversiones obtenidas con distintos tipos de reactores (flujo

radial, lecho fluidizado, lecho fijo) son practicamente coincidentes y al compararlos con
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el modelo teodrico desarrollado concluyen que los reactores de flujo radial y lecho

fluidizado pueden ser utiles para llevar a cabo esta reaccion.

Vasic-Racki y col. (1991) utilizan células de Streptomyces bambergiensis
inmovilizadas en un reactor de lecho fijo. No encuentran resistencia a la transferencia de
materia interna y el coeficiente de difusion efectiva determinado experimentalmente era
igual a la difusividad molecular. Simulan modelos de reactor considerando una cinética
reversible de Michaelis-Menten y tienen en cuenta el efecto de transferencia de materia
externa para tres reactores: flujo en piston, tanque agitado continuo y modelo de
dispersion axial, siendo este ultimo el que reproduce mejor sus resultados

experimentales.

Ching y col. (1984) emplean dos tipos de enzima inmovilizada, Sweetase y el
complejo PG-GI determinando los parametros cinéticos de las reacciones directa e
inversa a 60 y 70°C. Eligen condicioges experimentales que eliminan los efectos de
t;ansferencia de materia, considerando una cinética de pseudoprimer orden y
proponiendo un modelo de flujo piston con dispersion axial que repr;)duce los
resultados experimentales obtenidos so6lo cuando las particulas empleadas eran

regulares.

El reactor de lecho fluidizado ha sido estudiado por Vos y col. (1990).
Desarrollando un modelo tedrico de reactor con transporte continuo del biocatalizador
en contracorriente con la solucién de sustrato. Utilizan glucosa isomerasa inmovilizada
(Maxazyme) obtenida a partir de Actinoplanes missouriensis, considerando la cinética
de la reaccion como de pseudoprimer orden y desactivacion de la enzima de primer
orden. El flujo del fluido sigue un modelo de dispersion axial y transferencia de materia

interna y externa.

Camacho-Rubio y col. (1995) utilizan un reactor de lecho fijo y de
recirculacion con una enzima comercial inmovilizada, Sweetzyme T, comprobando que
no existe influencia de la transferencia de materia y que el reactor se comporta como

diferencial en funcién de la temperatura. Proponen la siguiente ecuacion para el céalculo
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de la constante de equilibrio (K) en funcion de la temperatura basada en datos propios y
encontrados en la bibliografia:

1022
J [Ec. 2.51]

Ke = 243 exp (—T

Realizan el estudio cinético de la reaccion estudiando la influencia de la
concentracion de enzima en el lecho fijo y modificando la concentracion de fructosa
inicial entre 0.5 y 2.0 M. Encuentra que las constantes de Michaelis-Menten para la
reaccion directa e inversa, Kmr y Kmg, son iguales, por lo que proponen una cinética de
pseudoprimer orden. Con el fin de corroborar esta hipdtesis presentan un estudio de los
valores que proponen otros autores para estas constantes, calculan un factor de
efectividad que les permite eliminar la influencia del transporte interno, determinar las
constantes cinéticas elementales y proponer ecuaciones tipo Arrhenius para expresar su

variacion con la temperatura.
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3.1 Reactivos y productos empleados.

3.1.1 Hidrolisis de lactosa.

Los productos quimicos utilizados (calidad PRS) han sido glucosa, acido citrico,

K,HPO,4, KCl, Na,HPO4 12 H,O, acido tricloroacético, formaldehido (suministrados

por Panreac), MgCl,-6H,0, MnCl,-4H,0 (Prolabo), lactosa monohidratada (Scharlau) y

galactosa (Across).

Enzimas.

Se han utilizado dos B-galactosidasas comerciales:

Lactozym 3000 L Tipo HP-G [EC.3.2.1.23] (concentracion de proteina de 35 g
L", p=1.2 g mL") suministrada por la empresa Novo Nordisk, obtenida a partir
de una cepa seleccionada de la levadura Kluyveromyces fragilis. Posee una
actividad declarada de 3000 LAU mL™ ( 1 LAU = cantidad de enzima comercial

! en condiciones normalizadas -

que puede producir 1 pmol de glucosa min’
concentracion de lactosa de 4.7%, pH=6.5, 30°C, 30 minutos, tampon lacteo

suministrado por Novo Nordisk) (Novo Nordisk (1990)).

Actividad
relativa %

Actividad
relativa, %

100
80 -
60

100 -

6 q 8 9 10 PH 0 10 20 30 40 50 T,*C

Figura 3.1-Influencia de pH sobre la actividad Figura 3.2 - Influencia de la temperatura sobre la
relativa de la enzima Lactozym en condiciones actividad relativa de la enzima Lactozym en
normalizadas-(Novo Nordisk (1990)). condiciones normalizadas (Novo Nordisk (1990).

b)

Maxilact-L/2000 [EC.3.2.1.23] suministrada por la empresa Gist-Brocades,
obtenida a partir de una cepa seleccionada de la levadura Kluyveromyces lactis,
con una actividad declarada de 2000 NLU ( 1 NLU = masa de enzima comercial

capaz de producir 1 pumol de ONP (o-nitrofenol) a partir de una disolucion de
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ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido) en condiciones normalizadas (Gist-

Brocades).

Tampones utilizados.
Se ha estudiado el comportamiento de ambas lactasas en dos tampones, un

tampon que contiene iones de sodio (denominado Tampén Na') y otro tampén que
contiene iones de potasio y magnesio (denominado Tampén K* y Mg*?).

El Tamp6én Na’ tiene una composicion de 0.07 M en Na,HPO,;12 H,O
ajustandose el pH a 6.5 mediante la adicion de acido citrico.

El Tampén K* y Mg*? tiene una composicién de 0.01 M en K,HPO4, 0.015 M en
KCly 0.012 M en MgCl>-6H;0, con pH = 6.75 ajustado con 4cido citrico.

3.1.2 Isomerizacion fructosa-glucosa.

Los productos quimicos utilizados han sido Na;CO; (Merck); D-(-)-fructosa

N {
(Across); MgS047H;0 'y aldehido formico (40%) (Carlo Erba); D-(+)-glucosa anhidra
(Panreac) y acido acético glacial (Panreac) y acido sulfurico (95-97%) (Probus). )

Enzima.

La enzima utilizada ha sido una glucosa isomerasa (D-xilosa-ketol-isomerasa
[EC.5.3.f.5]) en forma soluble de nombre comercial Spezyme GI (p=1.26 g mL™)
suministrada por la empresa Genencor International. Es un concentrado de color marrén
oscuro obtenido a partir de una cepa seleccionada de Streptomyces rubiginosus de
actividad media declarada 3500 GIU g (1 GIU = cantidad de enzima que es capaz de
convertir glucosa a fructosa a una velocidad inicial de 1 pmol min™ en condiciones
estandar: 2.0 M en glucosa, pH=7 y 60°C). Su maxima estabilidad se encuentra a pH
comprendidos entre 6.0y 7.5.

Tampon utilizado.

La isomerizacion fructosa-glucosa mediante la enzima glucosa isomerasa ha sido
estudiada en una disolucion de iones magnesio (denominada Tampén Mg*?) de
composicion 0.55 g L™ en MgSO4-7H,O preparada sobre agua destilada, ajustandose el
pH a 7.5 mediante adicion de una disoluciéon de Na,CO; 0.1 M.
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3.2 Dispositivos experimentales utilizados en las reacciones enzimaticas.

3.2.1 Reactor discontinuo mezcla perfecta (RDMP).

El dispositivo utilizado (Figura 3.3) consta de un tanque encamisado de vidrio

de 250 mL donde la disolucion objeto de estudio se mantiene en agitacion continua

mediante un agitador magnético. En la parte superior del tanque existen 5 bocas

esmeriladas que permiten la introduccion de la sonda de temperatura y pH, asi como la

toma de muestras del sistema.

3.2.2 Reéactor de fibra hueca con

recirculacion (RFHR).

El dispositivo experimental
(Figura 3.4) consta de un tanque
encamisado de vidrio de 250 mL de
capacidad con agitador (donde se
realiza el control de pH y temperatura),
un rotametro, un modulo de fibra
hueca (FH), dos bombas peristalticas,
un bafio que termostatiza el sistema y
un dispositivo inyector que permite
tanto la extraccion de muestras como
la inyeccion de enzima.

La primera bomba peristaltica

impulsa la disolucion proveniente del

Figura 3.3 — Reactor discontinuo
mezcla perfecta (RDMP).

tanque a través del rotametro y por el interior de las fibras (lumen) del modulo de fibra

hueca retornando finalmente el liquido hacia el tanque encamisado. El caudal que fluye

por este primer circuito es de 40 L h™,

La segunda bomba hace recircular la disolucion en contracorriente por el espacio

extracapilar o ECS (espacio comprendido entre la pared exterior de las fibras y la

(o8}
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carcasa) que es donde se produce la reaccion enzimatica. El caudal que fluye por este
segundo circuito es de 53 L h'".

El tamafio de poro de las fibras permite que el intercambio de fluidos a través de
la membrana sea un proceso continuo, pudiendo ser atravesada ésta tanto por el agua de
la disolucion como por aquellos solutos de menor tamafio que los orificios. Por el
contrario aquellos solutos que tienen un peso molecular alto no podran atravesar esta
membrana, quedando confinados a un lado de ésta.

Para verificar la homogeneidad de la temperatura dentro del sistema
experimental se hizo un experimento donde, una vez termostatizado el sistema, se mide
la temperatura tanto en el tanque como en el inyector de enzima, observando que la
temperatura permanece constante en ambos puntos, existiendo diferencias maximas de
0.1°C.

L o /
= >
@ Z Bomba

Tomade
Rotametro . 1
Tomade
muestras
3 . 'i Bomba.
Tanque @ B __..=O))§
agitado @
l Reactor de Fibra Hueca
Tomade
muestras Bafio termostatizado

Figura 3.4 — Reactor de fibra hueca con recirculacion (RFHR).

En la Tabla 3.1 se indican los diferentes modulos de fibra hueca ensayados en el
presente trabajo asi como las caracteristicas principales de éstos. Los modulos son

dializadores utilizados habitualmente para llevar a cabo la didlisis en pacientes con
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insuficiencia renal aguda, siendo suministrados por la casa comercial Bellco-Sorin

Biomédica.
3.2.2.1 Mantenimiento y limpieza del RFHR.

Tras finalizar cada experimento se recircula agua destilada por todo el
dispositivo experimental, tanto por el interior de la carcasa como por el interior de las
fibras, con el objeto de eliminar cualquier residuo de enzima o azicares que pudiera
quedar. Para evitar el crecimiento de cualquier microorganismo dentro del modulo de
reaccion, tras lavar el RFHR después de cada experimento, se procede al llenado del
circuito con aldehido formico al 1% hasta su utilizacion en futuros experimentos.

Antes de iniciar cada experimento sera necesario lavar todo el sistema con agua

destilada hasta eliminar cualquier resto de formaldehido.
3.2.2.2 Medida del volumen del ECS y del lumen.

Para determinar el volumen contenido en el interior de las fibras del modulo de
fibra hueca (lumen), se hace circular agua destilada a caudales bajos por el interior de
las fibras y, una vez llenas éstas, se pesa el modulo. Conociendo el peso inicial del
modulo se determina el volumen de liquido contenido en el interior de las fibras (Tabla
3.1).

Para determinar el volumen existente entre el exterior de las fibras y la carcasa,
se llena de agua destilada el circuito del lumen y del ECS y se procede a conectar las
bombas de ambos circuitos. Una vez eliminadas todas las burbujas de aire del sistema,
se pesa el modulo de fibra hueca. Restando el peso del liquido contenido en el lumen y
el peso del modulo, se determina el volumen de liquido contenido entre el exterior de
las fibras y la carcasa (Tabla 3.1).

El volumen contenido en las gomas que unen las dos salidas de la carcasa
(donde se haya ubicado el inyector de la enzima) se calcula midiendo el volumen de
agua destilada necesaria para llenarlas, obteniédose un volumen de 51.0 mL.

El volumen del circuito del ECS sera la suma del liquido contenido en las gomas
y el liquido que contiene el espacio comprendido entre el exterior de las fibras y la

carcasa (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1 - Dializadores de fibra hueca utilizados.
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3.3 Métodos.

3.3.1 Método de analisis de glucosa (método GOD-POD).

Para determinar la concentracion de glucosa se ha utilizado un reactivo
comercial suministrado por Boehringer Mannheim Gmbh que aplica el método GOD-

POD (método de la glucosa oxidasa-peroxidasa) propuesto por Werner y col. (1970)

basado en las reacciones:

Glucosa+ 07 + H20——G—OL>Gluconato +H707

H202 + ABTS—I&)Colorante +H70
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donde GOD es la enzima glucosa-oxidasa, POD es la enzima peroxidasa y ABTS (2,2'-
azimodi-[3-etil-benzotiazolina-acido  sulfonico-(6)-sal diamonica]) un compuesto
incoloro cuya forma oxidada produce el color verde.

Para ello en un tubo de ensayo que contiene 5 mL de reactivo se afiade 0.1 mL
de muestra, manteniendo el sistema a 37°C durante 15 minutos. Transcurrido este
tiempo se mide la absorbancia a 610 nm en un espectrofotometro.

Se analizo si la presencia de fructosa, galactosa y lactosa en el medio influia en
la determinacion de glucosa por parte del reactivo comercial utilizado, no observandose
interferencia alguna. En la Figura 3.5 se muestra a titulo de ejemplo una de las rectas
patrones utilizadas en la determinacion de glucosa. En la misma figura se puede
observar la recta de calibracion obtenida en presencia de lactosa y galactosa,

verificandose que ninguno de los azicares sefialados interfieren en la determinacion de

la concentracion de glucosa.

G.M

0.003
ce0--Gao=27810"M-Lo=27810°M T

GM=33910"-ABSs10 r'=0.9999 "

0.002 - =

0.001 A .t

£ -0--Gao=0M-Lo=0M
GM =341102-ABSs10 1°=0.9998

O_GX) q' T b § T &
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
ABSs10

L

Figura 3.5 — Recta de calibrado del reactivo de glucosa.  Influencia de
la presencia de galactosa y lactosa sobre el analisis de glucosa.

3.3.2 Ensayo de actividad de B-galactosidasas.

Para determinar la actividad de las B-galactosidasas (Lactozym y Maxilact) se
introduce en tubos de ensayo 1 mL de disolucion de lactosa monohidratada 0.139 M que

se encuentra a una temperatura de 30°C y se anade 1 mL de disolucion de enzima de
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concentracion 10 g L' a temperatura ambiente. Tanto la disoluciéon de enzima como la
de lactosa se preparararon en Tampon K* y Mg*? o en Tampon Na* (apartado 3.1.1)
segun el caso estudiado.

Cada tubo se mantiene incubado a 30°C durante 10 minutos y transcurrido este
tiempo se extrae 1 mL, que se vierte sobre 1 mL de disolucion de acido tricloroacético
0.1 N para detener la reaccion. Posteriormente se determina la concentracion de glucosa
mediante el método GOD-POD. Cada ensayo de actividad se realizo por duplicado.

El control de las enzimas ha demostrado que, siempre que éstas se conserven a
4°C, mantienen su actividad constante. La actividad de las enzimas Lactozym y
Maxilact en Tampon K* y Mg'? se mantuvo constante e igual a 74.4 y 77.3 mmol
glucosa Senzima . W' respectivamente, durante el tiempo de experimentacion. La actividad
que presentan las’ enzimas Lactozym y Maxilact en Tampén Na* se mantuvo constante
durante todo el tiempo de experimentacion, obteniéndose unos valores de actividad de
3.06 y 3.98 mmol glucosa gamzma " h™', respectivamente. Como puede observarse ambas
enzimas presentan similar actividad en iguales condiciones experimentales, siendo

mayor en Tampén K* y Mg*? que en Tampén Na®.
3.3.3 Ensayo de actividad de glucosa isomerasa.

Para determinar la actividad de la enzima glucosa-isomerasa se vierten en tubos
de ensayo 5 mL de disolucion de fructosa 1.00 M a 50°C, y se adicionan 0.2 mL de
disolucion de enzima de concentraciones 2.5, 5.0, 7.5 6 10 g L. Las disoluciones de
enzima se encuentran a temperatura ambiente. Tanto las disoluciones de enzima como
la disolucion de fructosa se prepararon en Tampon Mg*? (apartado 3.1.2).

La mezcla se mantiene incubada a 50°C durante 10 minutos y transcurrido este
tiempo se extrae 1 mL de disolucion, vertiéndose sobre 1 mL de acido acético 0.1 N
para detener la reaccion. Posteriormente se determina la concentracion de glucosa
mediante el método GOD-POD. Cada ensayo de actividad fue realizado por duplicado.

Los datos obtenidos muestran que la concentracion de glucosa generada es
proporcional a la concentracion de enzima, determinandose la actividad a partir de la
pendiente de la recta obtenida (Figura 3.6), expresandose como el nimero de moles de
glucosa producidos por gramo de preparado enzimatico utilizado y hora de reaccion

(mol glucosa gmzjma'l h'l).
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El control periddico de la enzima ha demostrado que, almacenandose a 4°C, ésta

ha mantenido su actividad constante durante todo el tiempo de experimentacion.

100 GM

2:5
2.0 1
1.5 J
1.0 1

0.5

0.0 < T T T i ¢
0.0 0.1 0.2 03 0.4 0.5

CEensayo, g L'l

Figura 3.6 — Medida de actividad de la enzima glucosa isomerasa.

3.3.4 Estabilidad térmica de las enzimas.
3.3.4.1 Reactor discontinuo mezcla perfecta (RDMP).

Para analizar la estabilidad térmica de las enzimas en un reactor discontinuo
mezcla perfecta se introducen 200 mL de tampon dentro del reactor. Alcanzada la
temperatura de ensayo se adiciona la masa de enzima necesaria para obtener la
concentracion deseada (10 g L), manteniéndose la agitacion mediante un agitador
magnético. A intervalos de tiempo regulares y durante un tiempo maximo de 3 horas se
extraen muestras del reactor.

En el caso de que la enzima estudiada sea una B-galactosidasa las muestras
extraidas del RDMP se someten al ensayo de actividad definido en el apartado 3.3.2.

Para el caso en que la enzima estudiada sea la glucosa isomerasa, el ensayo de
actividad se realiza de la forma siguiente: sobre 5 mL de disoluciéon 1.0 M de fructosa

en Tampon Mg'? se adicionan 0.2 mL de disolucion de enzima. Se incuba la mezcla a
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50°C durante 10 minutos y transcurrido ese tiempo se extrae 1 mL de disolucion que se
vierte sobre 1 mL de acido acético 0.1 N. Posteriormente se determina la concentracion

de glucosa mediante el método GOD-POD.
3.3.4.2 Reactor de fibra hueca con recirculacion (RFHR).

Se llena el dispositivo con 600 mL (700 mL cuando se utiliza el médulo de fibra
hueca BLS632) de tampon y se ponen en funcionamiento las bombas en las condiciones
fijadas (apartado 3.2.2). Una vez alcanzada la temperatura de ensayo se introduce
mediante el inyector la masa de enzima necesaria para alcanzar una concentracion de 10
g L' en el espacio extracapilar (ECS) manteniéndose la agitacion mediante la
recirculacion de la’bomba.

En este dispositivo la enzima no pasa al lumen ya que el tamafio de poro de la
fibra tiene, aproximadamente, un. corte 10 veces inferior al tamafio de la enzima,
quedandol\ ésta confinada en el ECS. A intervalos de tiempo regulares y durante un
tiempo maximo de 3 horas se extraen muestras de disolucién de enzima del ECS. Las

muestras extraidas se someten a un ensayo de actividad (apartado 3.3.2).
3.4 Procedimiento operativo para los ensayos cinéticos.
3.4.1 Reactor discontinuo mezcla perfecta (RDMP).

Para llevar a cabo los ensayos cinéticos en el RDMP se introducen en el reactor
200 mL de la disolucién tampén con el sustrato utilizado (lactosa en Tampén K* y Mg*?
para el estudio de la hidrolisis de lactosa mediante PB-galactosidasas y fructosa en
Tampén Mg*? para el estudio de la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa mediante
glucosa-isomerasa). Una vez que en la disoluciéon se ha alcanzado la temperatura
deseada y se ajusta el pH, se afiade la enzima, extrayendo cada cierto tiempo (hasta 3
horas para la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa y 2 horas en la reaccion de
hidrolisis de lactosa) 0.5 mL de muestra del reactor. La enzima de la muestra es
desnaturalizada con acido tricloroacético 0.1 N (en el caso de lactasas) o acido acético
0.1 N (para glucosa-isomerasa), procediéndose posteriormente a medir la concentracion

de glucosa mediante el método GOD-POD.
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3.4.2 Reactor de fibra hueca con recirculacion (RFHR).

La cinética de la reaccion de hidrolisis de lactosa y de la reaccion de
isomerizacion fructosa-glucosa en el RFHR se estudia a partir de la concentracion de
glucosa medida en el tanque encamisado del dispositivo experimental.

Para llevar a cabo los ensayos cinéticos en el RFHR se llena el dispositivo
experimental con 600 mL (700 mL cuando se utiliza el modulo de fibra hueca BLS632)
de la disolucion de sustrato (lactosa en Tampon K* y Mg+? para la hidrolisis de lactosa
mediante B-galactosidasas y fructosa en Tampon Mg para la isomerizacion fructosa-
glucosa mediante glucosa-isomerasa). Una vez que se fija el caudal de las bombas y se
verifica que la disolucion ha alcanzado la temperatura y pH deseados se inyecta la masa
de enzima necesaria en el ECS. Periodicamente se extraen 0.5 mL del tanque agitado y
solo resta proceder a medir la concentracion de glucosa mediante el método GOD-POD.

_ Para verificar el buen estado de las fibras y detectar cualquier posible pérdida de
enzima debido a una rotura de las fibras, tras finalizar cada experimento se vuelven a
analizar las muestras extraidas del RFHR a tiempos iniciales (15-20 minutos). Si las
muestras extraidas del tanque contuvieran enzima, la glucosa medida 3 horas después
deberia ser mayor a la analizada a los 15-20 minutos. En ninglin experimento de los

recogidos en el presente trabajo se detecto pérdida de enzima.
3.5. Puesta a punto del dispositivo experimental de fibra hueca (RFHR).

3.5.1 Determinacion del transporte de glucosa a través de la membrana.

Para comprobar la resistencia a la transferencia de materia que opone la
membrana del modulo de fibra hueca, se han realizado experimentos de circulacion de
glucosa a través de la membrana.

Para ello, una vez lleno con agua destilada el dispositivo experimental (RFHR)
se introduce glucosa en el tanque encamisado manteniéndose la agitacion dentro de éste
mientras las bombas peristalticas se mantienen paradas. Una vez disuelta la glucosa, las
bombas peristalticas se ponen en funcionamiento (en las condiciones indicadas en el

apartado 3.2.2). A intervalos regulares de tiempo se toman muestras de disolucion en la
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carcasa (Gearcasa) y €n el tanque encamisado (Gianque), determinandose el contenido en
glucosa por el método GOD-POD.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.2 y Figura 3.7. Se observa
que a los 3 minutos, la mezcla era practicamente perfecta, indicandonos que la
resistencia a la transferencia de glucosa a través de la membrana y las peliculas liquidas
es casi nula en las condiciones experimentales ensayadas, circulacion en contracorriente

y caudales de 40 L h™' por el circuito del lumen y 53 L h™* por el circuito del ECS.

Tabla 3.2 — Resistencia a la transferencia de glucosa a través

de la membrana de un modulo de fibra hueca 40°C
t9 min Gtanquea M Gmrcasas M
0.00 0.302 0.000
- 0.75 0.113 0.078
1.50 0.103 0.095
2.50 0.103 0.102
3.50 0.102 0.104
4.50 0.103 0.103
GM
04
J o Concentracién en tanque
0.3
o Concentracion en carcasa
02 1
0.1 58 o
0.0
0 2

t, min

Figura 3.7 - Resistencia a la transferencia de glucosa a
través de membrana de un RFHR 40°C

3.5.2 Influencia del caudal del circuito del ECS sobre el comportamiento del
RFHR.

El modulo de fibra hueca utilizado ha sido el NT1975. Para determinar si el
caudal por el interior de las fibras o lumen (qumen) del médulo de fibra hueca afecta al

comportamiento del sistema, se realizaron experimentos de hidrolisis de lactosa en
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RFHR en las siguientes condiciones: se modifica el caudal en el circuito del lumen entre
30 y 50 L h', 30°C, 600 mL de disolucion de lactosa monohidratada 0.0694 M
preparada en Tampon K™y Mg'2 0.1250 gramos de enzima Lactozym, circulacion en
contracorriente, caudal de circuito de ECS 53 L h™'.

Como se observa en los experimentos realizados (Tablas 3.3 y 3.4 y Figura 3.8)
no se observa diferencia alguna entre los datos obtenidos con caudales de 30 y 50 L h’
en el lumen. Por ello en el circuito del lumen utilizaremos un caudal de 40 L h™' ya que

permite una mejor regulacion.

Tabla 3.3 - Influencia del Tabla 3.4 - Influencia del
caudal del circuito del lumen en caudal del circuito del lumen en
el RFHR  qiumen =30 L h?! el RFHR Qiumen = S0 L h!

t,h G,M t,h G, M
0.00 0.0000 0.00 0.0000
0.08 0.0024 0.05 0.0013
0.17 0.0053 0.09 0.0026
0.25 0.0095 - 0.12 0.0037
0.33 0.0115 0.17 0.0056
0.50 0.0160 0.25 0.0087
0.67 0.0214 0.33 0.0128
0.83 0.0252 0.50 0.0176
1.00 0.0297 0.67 0.0233
1.25 0.0345 0.83 0.0262
1.50 0.0374 1.00 0.0298
1.75 0.0416 1.25 0.0346
2.00 0.0449 1.51 0.0383
3.00 0.0569 135 0.0437

2.00 0.0468
2.25 0.0438
2.50 0.0476
275 0.0536
3.00 0.0592

3.5.3 Influencia de esfuerzos cortantes del ECS sobre la actividad de la enzima.

La influencia que los esfuerzos cortantes pueden provocar sobre la conformacion
estructural de las proteinas, y por tanto sobre la actividad de las enzimas, es un hecho
indicado por diferentes autores (Volkin y col. (1989)). Para determinar la influencia que

este efecto puede producir sobre la enzima que circula a través de la bomba situada en el
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ECS se realizaron dos experimentos de hidroélisis de lactosa en un RDMP con la enzima
Lactozym en Tampon K y Mg'. Las condiciones experimentales de partida son
concentracion de enzima 0.50 g L'y 0.0278-M en lactosa monohidratada a 40°C.

En el primer experimento realizado (Tabla 3.5) la agitacion del sistema se llevo
a cabo por recirculacion de la disolucion mediante una bomba, que desplaza un caudal
53 L h™". En el segundo experimento (Tabla 3.6) la agitacion de la disolucion se produjo
mediante un agitador magnético. Ambas condiciones de agitacion ensayadas son las que
se utilizan posteriormente en los experimentos de hidroélisis de lactosa e isomerizacion
fructosa-glucosa llevadas a cabo en el RFHR y RDMP, respectivamente.

Como puede observarse en la Figura 3.9, los resultados obtenidos en ambos
casos pueden considerarse semejantes, lo que nos lleva a descartar que los esfuerzos
cortantes producidos en las condiciones experimentales ensayadas, puedan provocar una

desactivacion de la enzima utilizada.

Tabla 3.6 - Influencia de los
esfuerzos cortantes sobre la
actividad de la enzima Lactozym -
(agitacion mediante agitador

Tabla 3.5 - Influencia de los
esfuerzos cortantes sobre la
actividad de la enzima Lactozym
(agitacion mediante bombeo)

magnético)

t,h G, M t,h G, M
0.00 0.0000 0.00 0.0000
0.02 0.0026 0.03 0.0034
0.04 0.0046 0.05 0.0053
0.08 0.0078 0.07 0.0071
0.12 0.0106 0.08 0.0085
0.17 0.0131 0.12 0.0106
0.22 0.0152 0.15 0.0129
0.28 0.0181 0.18 0.0151
0.35 0.0201 0.22 0.0167
0.42 0.0207 0.25 0.0183
0.59 0.0235 0.30 0.0192
0.67 0.0240 0.35 0.0204
0.75 0.0241 0.42 0.0227

0.49 0.0239

0.55 0.0239

0.64 0.0242

0.72 0.0256

0.80 0.0260
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3 4

2 a

i o Agitacion con bomba

o0 Agitacion con agitador
0 T T T E j
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
t,h

1.0

Figura 3.9 — Influencia de los esfuerzos cortantes sobre la actividad

de la enzima Lactozym.
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Resultados experimentales

En este apartado se indican los resultados experimentales primarios obtenidos.
En primer lugar los correspondientes a la actividad enzimatica de las enzimas utilizadas
para posteriormente mostrar los resultados experimentales obtenidos tanto para la
reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa como para la hidrolisis de lactosa en un
reactor discontinuo mezcla perfecta y en un reactor de fibra hueca con recirculacion,

utilizando distintos modulos de fibra hueca.

4.1 Actividad enzimatica.

Para optimizar las condiciones experimentales bajo las que han de actuar las
lactasas, se analizo el comportamiento de Lactozym y Maxilact modificando el pH y la
concentracion de distintos iones del medio de reaccion hasta maximizar la actividad,
considerando las indicaciones realizadas por Yang y col. (1994), Garman y col. (1996)
y Flores y col. (1996). Asi mismo se estudia la influencia que la temperatura ejerce
sobre la actividad de la glucosa isomerasa (Spezyme GI) y de las lactasas (Lactozym y

Maxilact con Tampén K" y Mg'? y Tampon Na*, en RDMP y RFHR).
4.1.1 Influencia de la presencia de iones sobre la actividad de las lactasas.

Para analizar la influencia de la concentracion de iones sobre las lactasas se
determind la actividad en las condiciones experimentales indicadas en la Tabla 4.1

segun el procedimiento indicado en el apartado 3.3.2.

Tabla 4.1 - Variables ensayadas para la optimizacién del Tampén de K y Mg*?
utilizado para el estudio de la hidrdlisis de lactosa.

Enzima pH ([KCIL,M [KHPOJ, M [MgCly6H,01, M [MnCly4H,0], M

600 0015
6.50  0.050 0
Iii"“?lzy‘:‘ 6.75  0.080 06011 0.012 2_:)04
axiacl 290 0,180 ' 0.048
730  0.280
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a) Anailisis de la influencia de la concentraciéon de ién K’ (aportado mediante

adicion de K;HPO, y KCl).

La actividad de las enzimas Lactozym y Maxilact obtenida con diferentes
valores de pH y concentraciones de i6n K' se muestran en las Tablas 4.2 y 4.3

respectivamente, representandose en las Figuras 4.1 y Figura 4.2.

Tabla 4.2 —Influencia del pH y de concentracién de ion K* sobre la actividad de la
enzima Lactozym.

- K, M

0.035 0.070 0.100 0.200 0.300
6.00 , 0.005
6.50 0.055 0.055 0.057 0.053
6.75 0.065 0.065 0.067
7.00 0.065 0.061
7.30 0.057

Unidades de actividad (a): (mol glucosa gramo enzima™ h™)

Condiciones normalizadas: [PO,] = 0.01 M (adicionado como K,HPO,) con ajuste de la
concentraciéon de ién K* mediante adicién de KCI. Ajuste de pH mediante adicién de 4cido citrico,
[Mg"] =0 M, [MnCl,-4H,0] = 0 M.

Tabla 4.3 —Influencia del pH y de concentracién de ion K sobre la actividad de la
enzima Maxilact.

B K], M
0.035 0.070 0.100 0.200 0.300
6.00 0.012
6.50 0.063 0.063 0.065 0.062
6.75 0.070 0.070 0.067
7.00 0.069 0.062
7.30 0.060

Unidades de actividad (a): - (mol glucosa gramo enzima® h')

Condiciones normalizadas: [PO,?] = 0.01 M (adicionado como K,HPO,) con ajuste de la
concentracion de i6n K' mediante adicién de KCl. Ajuste de pH mediante adicion de acido citrico,
[Mg"?] =0 M, [MnCl,-4H,0] = 0 M.

De las concentraciones de ion K* ensayadas se considera Optima, tanto para la
enzima Lactozym como Maxilact, una concentracion de ion K igual a 0.035 M. Como
se puede observar en las Tablas 4.2 y 4.3 y en las Figuras 4.1 y 4.2, dentro del rango
experimental estudiado, la adicion de idn K" no altera significativamente la actividad de

las enzimas Lactozym y Maxilact.
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a, mol g"l h!
0.10
0.08 -
& R
0.06 1 ___‘____--—:__'f ____
o--"0 S
0.04 1 pH
06.00
0 6.50
0.02 - A6.75
o 7.00
o u 730
0.00 : x =
00 0.1 02 03 04
K'L.M

Figura 4.1 - Influencia de pH y [K'] sobre la actividad de la enzima
Lactozym. Condiciones normalizadas: [PO4'3]=O.01 M (adicionado como
K,HPOy), ajuste de [K'] mediante adicién de KCI, ajuste de pH mediante
adicion de acido citrico, [Mg”] =0 M, [MnCl,4H,0] =0 M.

a, mol g'l h'
0.10
0.08 1
- O - :_*_"_*_,..*._n_: ___________
. o--o--3 o ©°
pH
0.04 1 ©6.00
0 6.50
A6.75
0.02 0 7.00
° =730
0.00 T i T
00 0.1 02 03 04
K'LM

Figura 4.2 - Influencia de pH y [K'] sobre la actividad de la enzima Maxilact.
Condiciones normalizadas: [PO4'3]=0.01 M (adicionado como K;HPQy,),
ajuste de [K'] mediante adiciéon de KCl, ajuste de pH mediante adicién de
acido citrico, [Mg] =0 M, [MnCl,-4H,0] =0 M.
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b) Anilisis de la influencia de la concentracién inicial de ion PO4’ (aportado

mediante adicion de K;HPQO,).

La actividad de las enzimas Lactozym y Maxilact obtenida para diferentes
concentraciones de ion PO4> ensayadas se muestran en la Tabla 4.4 y en la Figura 4.3.
En esta figura se observa que la concentracion de ién PO4” ejerce una gran influencia
sobre la actividad de la enzima, considerandose Optima para ambas enzimas una

concentracion 0.01 M en i6n PO,4>.

Tabla 4.4 —Influencia de la concentracion del ion PO4'3 sobre la actividad de la
enzima Lactozym y Maxilact.

Enzima [POs°), M
: 0.01 | 0.1
Lactozym 0.067 0.022
Maxilact 0.067 0.030

Unidades de actividad (a) = (mol glucosa gramo enzima™ h™)

Condiciones normalizadas: [PO,”] aportado mediante adicion de K,HPO; con ajuste de la
concentracién de ién K a 0.2 M mediante adicién de KCI. Ajuste de pH a 6.75 mediante adicién de
4cido citrico, [Mg'?] =0 M, [MnCl,-4H,0] = 0 M.

a, rm]g'] h'

0.10

+ 0.08 A

0.06 |
004 -
! [ ]
0.02 | e
0.(X) ¥ T 3 T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

[POs|, M
Mg?), M

Figura 4.3 - Influencia de la concentracién de iones PO, y Mg** sobre la actividad
de las enzimas Lactozym y Macxilact. Ajuste de pH mediante adicion de 4cido citrico.
a) Influencia de [PO,”]: e Lactozym, m Maxilact (Condiciones normalizadas:
pH=6.75, [K'] =0.2 M, [Mg"*] =0 M, [MnCl,-4H,0] = 0 M).
b) Influencia de [Mg**]: o Lactozym, o Maxilact (Condiciones normalizadas:
pH=6.75, [PO,>]=0.01 M, [K'] =0.035 M, [MnCl,-4H,0] = 0 M).
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¢) Aniilisis de la influencia de la concentracién inicial de ion Mg*2.

La actividad de las enzimas Lactozym y Maxilact obtenida en presencia de
distintas concentraciones de ion Mg'? ensayadas (aportado mediante adicion de
MgCl,-6H,0) se muestran en la Tabla 4.5 y en la Figura 4.3. Dentro del rango de
estudio se observa que la mayor actividad de las enzimas se obtiene a una concentracion

0.012 M en i6n Mg*?.

Tabla 4.5 —Influencia de la concentracién del ion Mg*? sobre la actividad de la enzima
Lactozym y Maxilact.

| +2
Enzima Mg}, M
0 0.012 0.048
Lactozym 0.065 0.078 0.073
Macxilact 0.070 0.077 0.072

Unidades de actividad (a) = - (mol glucosa gramo enzima~ h)
Condiciones normalizadas: [PO,”] = 0.01 M (adicionado como K,HPO,) con ajuste de la concentracién de
i6n K a 0.035 M mediante adicién de KCL. Ajuste de pH a 6.75 mediante adiciéon de 4cido citrico,

[MnClL-4H,0] = 0 M.

d) Analisis de la influencia de la concentracion inicial de ién Mn*2.
Se ha observado que la presencia de pequefias cantidades del ion Mn*? (0.0002
M adicionado como MnCl,-4H,0) provoca la formacion de fléculos en la disolucién,

por lo que el uso de este i6n se descarta en este trabajo.

Las concentracion de iones ensayados que optimizan la actividad de ambas

enzimas es de 0.035 M en i6n K*, 0.01 M en ién PO, y 0.012 M en ion Mg,
4.1.2 Influencia del pH sobre la actividad de las lactasas.
En la Tabla 4.2 y 4.3 y en las Figuras 4.1 y 4.2 se muestra la actividad que las

enzimas Lactozym y Maxilact presentan a distintos valores de pH, observandose que

ambas enzimas muestran un valor maximo de actividad a pH=6.75 aproximadamente.
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Podemos concluir por tanto que, tanto la enzima Lactozym como Maxilact,
poseen un comportamiento similar dentro del rango experimental estudiado. El tampon
que maximiza la actividad de las enzimas es aquel de composicion 0.01 M en K;HPO,,
0.015 M en KCl y 0.012 M en MgCl,-6H,0, con un pH = 6.75 ajustado mediante acido
citrico. Este tampén, denominado Tampén K* y Mg™? (indicado en el apartado 3.1.1), es

el utilizado en los experimentos de hidrolisis de lactosa realizados posteriormente.
4.1.3 Influencia de la temperatura sobre la actividad de las enzimas.
a) Enzimas B-galactosidasas en RDMP.
Para determinar la dependencia de la actividad de las lactasas (Lactozym y
Maxilact) frente a la temperatura en el RDMP se han analizado una serie de variables

(Tabla 4.6) segun el método definido en el apartado 3.3.4.1. Los resultados obtenidos

se muestran en las Tablas 4.7 a 4.20.

Tabla 4.6 — Influencia de la temperatura sobre la actividad de las B-galactosidasas

en RDMP y RFHR.
s Medio de Dispositivo experimental / &
Eazymn reaccion Moédulo de fibra hueca utilizado 1y
e RDMP . 30,35,40,42.5,45,50
TamponK'y .. RHFR/NT1975 30,4045
. Mg? RHFR/NT1175 3040
S RHFR / BLS632 30,40
Tampén Na* RDMP 25,30,40
_ RO, S RDMP 30,40,50
Maxilact Mg
Tamp6n Na* RDMP 30,40

En las Figuras 4.4 a 4.6 se muestra para las enzimas Lactozym y Maxilact en
Tampon K y Mg? y Tampon Na®, la actividad normalizada (a.om) frente al tiempo de

reaccion en RDMP, definida como:

= B [Ec. 4.1]

dporm .
0
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donde a es la actividad de la enzima a tiempo t y ao es la actividad de la enzima a tiempo
cero. Se observa que en este dispositivo experimental ambas enzimas presentan un
comportamiento similar ambos tampones.

En Tampon K™ y Mg'? (Figuras 4.4 y 4.5), la actividad de ambas enzimas a 30 y
35°C no disminuye al menos durante 3 horas. A 40°C se aprecia cierta desactivacion,
mientras que a 50°C la disminucion de la actividad con la temperatura es practicamente
total al cabo de 1 hora.

Los experimentos realizados en Tampén Na" (Figura 4.6) demuestran que este
ion produce una desactivacion importante a todas las temperaturas ensayadas,

observandose un comportamiento similar tanto para Lactozym como Maxilact.
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Tabla 4.7 - Estabilidad térmica Tabla 4.8 - Estabilidad térmica en
en RDMP - Lactozym - Tampo6n RDMP - Lactozym - Tampon K' y
K'yMg?  30°C Mg?  35°C
t, h a,mmol g’ h! Anorm t,h a,mmol g’ h'! Anorm
0.00 74.4 1.00 0.00 73.8 1.00
0.03 74.2 1.00 0.09 76.1 1.03
0.08 752 1.01 0.13 712 1.05
0.13 74.5 1.00 0.18 69.7 0.94
0.18 74 .4 1.00 0.27 72.8 0.99
0.23 74.4 1.00 0.33 76.1 1.03
0.33 73.7 0.99 0.47 75.4 1.02
0.47 74.8 1.01 0.61 75.0 1.02
0.65 73.9 0.99 0.69 76.8 1.04
1.02 73.7 0.99 0.83 74.3 1.01
1.22 73.9 0.99 1.01 75.1 1.02
1.42 = 0 0.98 1.25 751 1.02
1.67 72.6 0.98 1.50 75.9 1.03
1.92 732 0.98 1.75 74.5 1.01
217 73.4 0.99 2.01 74.8 1.01
2.42 72.2 0.97 225 75.3 1.02
2.67 72.4 0.97 2.51 743 1.01
2.92- 73.1 0.98 275 76.1 1.03
3.00 68.8 0.93 3.00 75.1 1.02
3.07 71.3 0.96 3.08 74.6 1.01
Tabla 4.9 - Estabilidad térmica Tabla 4.10 - Estabilidad térmica
en RDMP - Lactozym - Tampén en RDMP - Lactozym - Tampoén
K'yMg?.  40°C K'yMg?  42.5°C
t,h a, mmol g' h! T t,h a, mmol g’ h™ Harm
0.00 72.7 1.00 0.00 73.5 1.00
0.07 74.0 1.02 0.07 73.2 1.00
0.10 74.0 1.02 0.10 73.5 1.00
0.13 71.9 0.99 0.13 69.9 0.95
0.18 71.0 0.98 0.19 66.1 0.90
0.24 q2.0 1.00 0.25 68.3 0.93
0.28 70.6 0.97 0.32 65.3 0.89
0.33 715 0.98 0.40 65.8 0.90
0.47 69.9 0.96 0.50 65.5 0.89
0.65 71.5 0.98 0.62 62.9 0.86
0.83 69.6 0.96 0.75 62.6 0.85
1.18 69.2 0.95 0.88 60.3 0.82
1.45 67.9 0.93 1.00 58.8 0.80
1.64 66.5 091 1.25 57.0 0.78
1.83 66.8 0.92 1.50 55.5 0.76
2.08 65.3 0.90 1.92 534 0.73
2.33 63.7 0.88 2.00 52.1 0.71
2.59 65.3 0.90 2.25 493 0.67
2.84 63.7 0.88 2.51 48.5 0.66
3.02 63.5 0.87 2.75 478 0.65
3.08 46.7 0.64
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Tabla 4.11 - Estabilidad térmica Tabla 4.12 - Estabilidad térmica
en RDMP - Lactozym - Tampén en RDMP - Lactozym - Tampén
K'yMg?  45°C K'yMg?  50°C
t,h a, mmol g’ h! Anorm t,h a,mmol g’ h! Asors
0.00 70.4 1.00 0.00 76.3 1.00
0.05 70.2 1.00 0.01 74| 1.01
0.07 66.6 0.95 0.02 76.0 1.00
0.10 67.1 0.95 0.02 72.6 0.95
0.15 63.2 0.90 0.05 67.5 0.88
0.19 61.1 0.87 0.07 55.8 0.73
0.30 54.9 0.78 0.08 46.1 0.60
0.40 50.2 0.71 0.12 28.0 037
0.50 47.0 0.67 0.14 19.7 0.26
0.74 40.2 0.57 0.16 17.4 0.23
0.87 36.5 0.52 0.19 12.2 0.16
1.01 33.5 0.48 0.23 10.4 0.14
1.25 29.0 0.41 0.26 8.92 0.12
1.50 25.7 0.37 0.29 7.93 0.10
1.75 22.9 0.32 0.34 6.86 0.09
2.01 20.5 0.29 0.38 6.12 0.08
2.25 18.6 0.26 0.44 5.53 0.07
2.51 17.4 0.25 0.50 4.60 0.06
2,75 16.2 0.23 0.57 4.16 0.05
3.01 152 0.22 0.63 3.53 0.05
3.10 14.9 0.21 0.75 448 0.06

0.97 2.14 0.03

1.07 1.89 0.02

Tabla 4.13 - Estabilidad térmica Tabla 4.14 - Estabilidad térmica
en RDMP - Maxilact - Tampén en RDMP - Maxilact - Tampén K
K'yMg?  30°C yMg?  40°C

t,h a,mmol g h! R t,h a, mmol g h! Anorm
0.00 713 1.00 0.00 973 1.00
0.06 75.6 0.98 0.05 76.6 0.99
0.15 77.1 1.00 0.20 76.9 1.00
0.30 75.6 0.98 0.34 75.6 0.98
0.49 76.6 0.99 0.53 76.1 0.98
0.68 75.9 0.98 0.68 74.6 097
0.97 7444 1.01 0.86 73.0 0.94
1.23 74.9 0.97 1.24 71 1825 0.92
1.61 77.4 1.00 1.59 71.0 0.92
1.84 75.8 0.98 1.87 68.4 0.88
2.26 75.8 0.98 2.51 67.5 0.87
2.70 78.2 1.01 2.87 66.2 0.86
3.20 77.1 1.00 3.18 65.4 0.85
3.21 74.6 0.97 3.33 66.1 0.86

351 64.4 0.83
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Tabla 4.15 - Estabilidad térmica Tabla 4.16 - Estabilidad térmica
en RDMP - Maxilact - Tampé6n en RDMP - Lactozym - Tampén
K'yMg?  50°C Na®  25°C
t,h a, mmol g’ h! 7 t, h a, mmol g’ h? o
0.00 773 1.00 0.00 3.27 1.00
0.03 76.1 0.98 0.25 2.88 0.88
0.07 71.0 0.92 0.50 2.72 0.83
0.14 38.1 0.49 0.77 2.50 0.77
0.25 16.7 0.22 1.00 2.39 0.73
0.34 12.1 0.16 1.23 2.34 0.72
0.49 8.36 0.11 1.59 2.16 0.66
0.68 4.42 0.06 1.79 2.16 0.66
1.19 1.79 0.02 2.00 2.13 0.65
1.58 1.13 0.01 2.26 2.03 0.62
2.50 1.97 0.60
2.68 2.01 0.62
2.83 1.95 0.60
3.00 1.93 0.59
Tabla 4.17 - Estabilidad térmica Tabla 4.18 - Estabilidad térmica
en RDMP - Lactozym - Tampo6n en RDMP - Lactozym - Tampo6n
Na"  30°C Na'  40°C
t,h a,mmol g* h! T t,h a,mmol g’ h! Anorm
0.00 3.06 1.00 0.00 2.37 1.00
0.33 1.97 0.64 0.08 0.527 0.22
1.00 1.37 0.45 0.17 0.252 0.11
1.35 1.27 0.42 0.23 0.163 0.07
.75 1.19 0.39 0.32 0.114 0.05
2.02 1.10 0.36 0.46 0.114 0.05
2.36 1.10 0.36 0.67 0.106 0.04
2.70 1.00 0.33 0.92 0.090 0.04
3.00 1.03 0.34 1.15 0.066 0.03
1.52 0.074 0.03
Tabla 4.19 - Estabilidad térmica Tabla 4.20 - Estabilidad térmica
en RDMP - Maxilact - Tampén en RDMP - Macxilact - Tampoén
Na'  30°C Na"  40°C
t,h a, mmol g’ h! Anorm t,h a,mmol g’ h! Benran
0.00 3.98 1.00 0.00 3.12 1.00
0.33 2.68 0.67 0.08 0.714 0.23
0.67 2.12 0.53 0.17 0.252 0.08
1.00 1.95 0.49 0.23 0.171 0.05
1.35 1.82 0.46 0.32 0.106 0.03
1.7> 1.67 0.42 0.46 0.090 0.03
2.02 1.70 0.43 0.67 0.082 0.03
2.36 1.53 0.39 1.15 0.049 0.02
2.70 1.49 0.37 1.52 0.065 0.02
3.00 1.42 0.36
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b) Enzimas pB-galactosidasas en RFHR.

En las Tablas 4.21 a 4.28 se presentan los resultados experimentales obtenidos
para la enzima Lactozym en los experimentos de estabilidad térmica realizados en el
RFHR (con distintos médulos de fibra hueca) segin el procedimiento experimental
definido en el apartado 3.3.4.2, ensayandose las variables indicadas en la Tabla 4.6.

En la Figura 4.7 se presenta la actividad normalizada (an.m) Obtenida por la
enzima Lactozym en Tampon K y Mg'? en funcion del tiempo de reaccion, tanto en
RDMP como en RFHR (con distintos mddulos de fibra hueca).

En el RFHR se aprecia, independientemente del modulo de fibra hueca utilizado,
una pérdida de actividad a 30°C (Figura 4.7) no detectada en un RDMP. A 40 y 45°C se
observa que la actividad del RFHR es menor a.la observada en el RDMP en similares
condiciones experimentales (Figura 4.8) pareciendo indicar que junto a la desactivacion

existe una retirada de enzima de la disolucion que podria adsorberse sobre la membrana.
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Tabla 4.21 - Estabilidad térmica en Tabla 4.22 - Estabilidad térmica
RFHR - Modulo NT197S - en RFHR - Médulo NT1175 -
Lactozym - Tampén Ky Mg* Lactozym - Tampén K’ y Mg"?

30°C 30°C

t,h a,mmol g' h' Anorm t,h a,mmol g' h'! 7
0.00 773 1.00 0.00 71.3 1.00
0.06 76.9 1.00 0.10 72.6 0.94
0.11 74.7 0.97 0.17 69.6 0.90
0.17 75.4 0.98 0.26 66.8 0.86
0.26 725 0.94 0.36 70.6 0.91
0.45 74.7 0.97 0.45 70.3 0.91
0.65 70.5 0.91 0.59 67.1 0.87
0.86 71.2 0.92 0.84 60.1 0.78
1.09 70.5 0.91 1.09 63.0 0.82
1.64 68.8 0.89 1.34 64.4 0.83
2.01 63.1 0.82 1.67 64.0 0.83
2.34 65.1 0.84 2.02 58.5 0.76
2.67 62.2 0.81 2.37 62.1 0.80
3.00 60.7 0.79 2.68 59.2 0.77
3.01 60.4 0.78

Tabla 4.23 - Estabilidad térmica en Tabla 4.24 - Estabilidad térmica

RFHR - Modulo BLS632 en RFHR - Moédulo BLS632
(Experimento 1) - Lactozym - (Experimento 2) - Lactozym -
Tampén K y Mg 30°C Tampén K' y Mg* 30°C
t,h a, mmol g’ h! Anorm t,h a,mmol g’ h! -
0.00 77.3 1.00 0.00 113 1.00
0.09 61.6 0.80 0.09 59.1 0.76
0.17 60.6 0.78 0.17 56.9 0.74
0.28 58.4 0.76 0.25 54.8 0.71
0.36 61.9 0.80 0.36 61.4 0.80
0.42 58.0 0.75 0.44 56.7 0.73
0.61 ST1.9 0.75 0.59 47.3 0.61
0.84 59.5 0.77 0.84 55.1 0.71
1.09 63.0 0.82 1.09 58.2 0.75
1.34 47.4 0.61 1.34 58.5 0.76
1.68 442 0.57 1.68 61.8 0.80
2.01 54 4 0.70 2.01 59.5 0.77
2.34 56.5 0.73 2.35 56.2 0.73
2.67 57.6 0.75 2.68 54 4 0.70
3.01 339 0.70 3.01 56.2 0.73
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Tabla 4.25 - Estabilidad térmica en Tabla 4.26 - Estabilidad térmica
RFHR - Moédulo NT1975 - en RFHR - Médulo NT1175 -
Lactozym - Tampén K' y Mg'? Lactozym - Tampén K" y Mg
40°C 40°C
t,h a,mmol g h! Anorm t,h a, mmol g h Aporm
0.00 713 1.00 0.00 713 1.00
0.08 66.5 0.86 0.11 65.4 0.85
0.12 65.8 0.85 0.17 62.1 0.80
0.18 58.7 0.76 0.36 55.5 0.72
027 54.7 071 0.46 59.2 0.77
0.46 50.0 0.65 0.59 48.8 0.63
0.65 50.7 0.66 0.84 50.2 0.65
0.84 42.0 0.54 1.09 474 0.61
1.08 44.0 0.57 1.34 46.7 0.60
1.33 -, 396 0.51 1.67 37.2 0.48
1.67 38.1 0.49 2.02 37.1 0.48
2.00 36.4 0.47 2.35 38.7 0.50
2.34 344 0.45 2.83 320 041
2.66 31.1 0.40 3.02 29.5 0.38
3.01 31.0 0.40
Tabla 4.27 - Estabilidad térmica en Tabla 4.28 - Estabilidad térmica
RFHR - Moédulo BLS632 - en RFHR - Médulo NT1975 -
Lactozym - Tampén K* y Mg* Lactozym - Tampén K' y Mg*?
40°C 45°C
t,h a, mmol g" h?! r— t,h a, mmol g‘l h?! Agorm
0.00 77.3 1.00 0.00 773 1.00
0.09 61.8 0.80 0.07 61.1 0.79
0.17 572 0.74 0.11 50.8 0.66
0.28 54.1 0.70 0.17 41.7 0.54
0.36 529 0.68 0.25 31.3 0.40
0.42 514 0.67 0.46 19.9 0.26
0.61 474 0.61 0.66 13.1 0.17
0.85 440 0.57 0.87 8.77 0.11
1.09 41.7 0.54 1.08 6.30 0.08
1.34 408 0.53 1.34 5.09 0.07
1.67 37.2 0.48 1.67 3.44 0.04
2.03 33.5 0.43 2.00 2.69 0.03
2.34 33.6 0.44 2.33 2.42 0.03
2.68 32.1 041 2.76 1.70 0.02
3.00 30.0 0.39 3.00 1.49 0.02
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¢) Enzima glucosa isomerasa en RDMP y RFHR.

Para determinar la influencia que la temperatura ejerce sobre la actividad de la
enzima glucosa isomerasa en RDMP, se realizaron ensayos de estabilidad térmica en
Tampon Mg*? a 40, 50 y 60°C, como se define en el apartado 3.3.4.1. Los resultados
obtenidos se muestran en las Tablas 4.29 a 4.33.

En la Figura 4.9 se muestra para la enzima Spezyme GI en RDMP, la actividad
normalizada (a.0m) definida en [Ec. 4.1] frente al tiempo de reaccion. Durante el tiempo
de experimentacion y temperaturas consideradas no se aprecia desactivacion enzimatica
alguna.

En el RFHR, a 60°C y con un moédulo NT1808S, Luzéon Gonzilez (1993)
observo (Figura 4.10) que el sistema sufria una pérdida de actividad con el tiempo, si
bien la enzima no sufre desactivacion alguna a esa temperatura en un RDMP como se

ha indicado anteriormente.
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Tabla 4.29 - Estabilidad térmica en Tabla 4.30 - Estabilidad térmica en

RDMP — Spezyme GI - Tampén RDMP — Spezyme GI - Tampon
Mg"? 40°C Mg 50°C (Experimento 1)
t,h a,mmol g’ h! Agorm t,h a,mmol g’ h™ Anorm
0.00 494 1.00 0.00 5. 13 1.00
0.25 5.02 1.02 0.25 481 0.94
0.53 5.00 1.01 0.50 4.80 0.94
1.10 4.92 1.00 1.00 3.13 1.00
1.50 4.95 1.00 1.50 5.00 0.98
1.97 4.79 0.97 2.00 4.90 0.95
1.97 4.84 0.98 2.50 3513 1.00
2.52 4.75 0.96 2.75 5.28 1.03
215 4.95 1.00 3.00 5.24 1.02
275 491 0.99
2.98 4.60 0.93
3.23 4.85 0.98
3.23 . 4.98 1.01

Tabla 4.31 - Estabilidad térmica en Tabla 4.32 - Estabilidad térmica en

RDMP — Spezyme GI - Tampén RDMP — Spezyme GI - Tampén
Mg*? 50°C (Experimento 2) Mg*? 50°C (Experimento 3)
t,h a, mmol g'l h'! Anorm t,h a, mmol g‘1 h’ Aiorm
0.00 4.89 1.00 0.00 522 1.00
0.25 4.79 0.98 0.25 4.80 0.92
0.50 4.66 0.95 0.50 4.82 0.92
1.00 4.60 0.94 1.00 4.65 0.89
1.50 4.47 0.91 1.50 4.74 0.91
2.00 479 0.98 2.00 461 0.88
2.50 4.89 1.00 2.50 481 0.92
2.715 4.92 1.01 2.75 5.00 0.96
3.00 498 1.02 3.00 5.17 0.99

Tabla 4.33 - Estabilidad térmica en
RDMP - Spezyme GI - Tampoén

Mg?  60°C
t,h a,mmol g h! -
0.00 5.04 1.00
0.28 5.06 1.00
0.33 4.98 0.99
1.02 4.94 0.98
1.50 4.70 0.93
1.50 4.66 0.92
2.00 4.88 0.97
2.00 4.59 0.91
2.50 4.97 0.99
2.78 4.75 0.94
3.02 4.73 0.94
3.38 4.95 0.98
e
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4.2 Isomerizacion fructosa-glucosa en un reactor discontinuo mezcla perfecta

(RDMP).

La reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa se ha realizado en un reactor
discontinuo mezcla perfecta (RDMP) utilizando como medio de reaccion disoluciones
de fructosa preparadas en TampoOn Mg*? (composicion definida en apartado 3.1.2). En
ausencia de glucosa inicial, la reaccion se estudi6 a 40°C modificindose la
concentracion de fructosa entre 0.05 y 1.50 M y la concentracion de enzima entre 2.50 y

7.50 g L' (Tabla 4.34)

Tabla 4.34 — Variables ensayadas para la
isomerizacion fructosa-glucosa en reactor discontinuo
mezcla perfecta (RDMP), 40°C, Tampén Mg

So, M Cro, g L
0.05 5.00
0.10 2.50, 5.00, 7.50
0.50 2.50, 5.00, 7.50
1.10 2.50, 5.00, 7.50
1.50 2.50, 5.00, 7.50

Los resultados experimentales obtenidos se muestran en las Tablas 4.35 a 4.50,
donde se presentan los valores de conversion (x) obtenidos durante el tiempo de
reaccion frente al valor de la variable intensiva de tratamiento (y) ([Ec. 2.39]).

En las Figuras 4.11 a 4.17 se muestra para los experimentos realizados a la
temperatura de ensayo (40°C), el valor de la conversion (x) alcanzado frente a la
variable intensiva de tratamiento (y), analizandose en estos graficos la influencia que la
concentracion de sustrato y enzima ejerce sobre la conversion.

Para experimentos realizados a una misma concentracion de enzima (Figuras
4.15 a 4.17) la conversion obtenida aumenta con el tiempo de reaccion y es mayor al
disminuir la concentracion total de fructosa empleada como cabria esperar. En
experimentos realizados a la misma concentracion de sustrato y diferentes
concentraciones de enzima (Figuras 4.11 a 4.14), se advierte como los datos
experimentales obtenidos se ajustan a una misma linea, lo que confirma que dentro del

rango experimental analizado, la enzima no sufre desactivacion alguna.

4.19



Resultados experimentales

Tabla 4.35 — Isomerizacion Tabla 4.36 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RDMP, fructosa-glucosa en RDMP,
Tampén Mg'2, 40°C, So = 0.05 M, Tampén Mg, 40°C, Sy =0.10 M,
Ceo=5.00g L’ Ceo=2.50g L’

t,h y,ghL" x t,h y,ghL’ X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.100 0.50 0.018 0.083 0.21 0.007
0.168 0.84 0.030 0.167 0.42 0.014
0.250 1.25 0.044 0.270 0.68 0.022
0.333 1.67 0.058 0.333 0.83 0.028
0.500 2.50 0.084 0.510 1.28 0.042
0.665 3.33 0.108 0.708 1.77 0.057
0.858 4.29 0.135 0.838 2.10 0.067
1.003 5.02 0.154 1.022 255 0.080
1.218 . 6.09 0.181 1.250 3ul3 0.096
1.523 7.62 0.215 1.577 3.94 0.118
1.775 8.88 0.241 1.752 4.38 0.130
2.023 10.1 0.264 2.005 5.01 0.145
2273 114 0.286 2.277 5.69 0.162
2.472 12.4 0.302 2.500 6.25 0.175
2.708 13.5 0.319 2.668 6.67 0.184
2.850 14.3 0.328 2.815 7.04 0.192
2.965 14.8 0.336 3.057 7.64 0.205
3.070 15.4 0.343 3.150 7.88 0.209
Tabla 4.37 — Isomerizacion Tabla 4.38 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RDMP, fructosa-glucosa en RDMP,
Tampén Mg'2, 40°C, So=0.10 M, Tampén Mg'2, 40°C, So=0.10 M,

Cro=5.00g L’ Cgo = 7.50 g L (Experimento 1)

t,h y,ghL?! X t,h y,ghL? b ¢
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.087 0.43 0.012 0.095 0.71 0.021
0.197 0.98 0.028 0.175 1.31 0.039
0.257 1.28 0.036 0.258 1.94 0.056
0.333 1.67 0.046 0.335 2.51 0.072
0.502 2.51 0.068 0.497 3.73 0.103
0.672 3.36 0.089 0.685 5.14 0.136
0.875 4.38 0.112 0.862 6.46 0.165
1.007 5.03 0.127 1.060 7.95 0.195
1.233 6.17 0.151 1.278 9.59 0.225
1.473 7.3 0.175 1.613 12.1 0.266
1.747 8.73 0.200 1.750 13.1 0.281
2.022 10.1 0.224 2.008 15.1 0.307
2.267 11.3 0.243 2.267 17.0 0.330
2.530 12.7 0.263 2.508 18.8 0.349
2.800 14.0 0.281 2.718 20.4 0.364
2.930 14.7 0.290 2.847 21.4 0.373

2.918 21.9 0.377
3.012 22.6 0.383
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Tabla 4.39 — Isomerizacion Tabla 4.40 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RDMP, fructosa-glucosa en RDMP,
Tampén Mg, 40°C, Sy = 0.10 M, Tampon Mg, 40°C, Sy = 0.50 M,

Crpo=750¢g | Py (Experimento 2) Cpo=250¢g L!

t,h y,ghL"' x t,h v,ghL"' X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.093 0.70 0.022 0.083 0.21 0.004
0.168 1.26 0.039 0.167 0.42 0.008
0.297 2.23 0.067 0.250 0.63 0.011
0.367 2.75 0.082 0.350 0.88 0.015
0.500 3.7 0.108 0.527 1.32 0.026
0.670 5.03 0.139 0.670 1.68 0.033
0.865 6.49 0.172 0.745 1.86 0.037
1.000 7.50 0.193 0.983 2.46 0.048
1.258 9.44 0.230 1.232 3.08 0.060
1.522 114 0.264 1.492 3.73 0.071
1.755 13.2 0.290 1.752 438 0.084
2.015 15.1 0.316 1.967 492 0.093
2.267 17.0 0.338 2.253 5.63 0.102
2.503 18.8 0.357 2.508 6.27 0.112
2.752 20.6 0.375 2.753 6.88 0.126
2.938 22.0 0.387 2.935 7.34 0.132
3.102 23.3 0.397 3.008 7.52 0.140
3.183 23.9 0.401 3.070 7.68 0.140

Tabla 4.41 — Isomerizacion Tabla 4.42 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RDMP, fructosa-glucosa en RDMP,
Tampén Mg*?, 40°C, Sp = 0.50 M, Tampén Mg*2, 40°C, Sp = 0.50 M,
Cgo=5.00g L Ceo=7.50g L'

t,h y,ghL’ X t,h y,ghL? X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.097 0.48 0.008 0.092 0.69 0.010
0.167 0.83 0.014 0.168 1.26 0.018
0.253 1.27 0.021 0.258 1.94 0.027
0.337 1.68 0.028 0.333 2.50 0.035
0.505 2.53 0.042 0.503 3.78 0.052
0.672 3.36 0.055 0.670 5.03 0.068
0.825 4.13 0.067 0.842 6.31 0.084
1.000 5.00 0.080 1.007 1.55 0.098
1.287 6.43 0.100 1.330 9.98 0.126
1.507 7.53 0.115 1.515 11.4 '0.141
1.817 9.08 0.135 1.758 13.2 0.159
2.000 10.0 0.147 2.000 15.0 0.177
2.250 11.3 0.162 2.250 16.9 0.194
2.492 12.5 0.176 2.500 18.8 0.211
2.750 13.8 0.191 2.667 20.0 0.221
2.842 14.2 0.195 2.938 22.0 0.238
3.005 15.0 0.204
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Tabla 4.43 — Isomerizacion Tabla 4.44 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RDMP, fructosa-glucosa en RDMP,
Tampén Mg, 40°C, So=1.10 M, Tampén Mg'%, 40°C, So=1.10 M,
Cro = 2.50 g L (Experimento 1) Cgo = 2.50 g L' (Experimento 2)
t,h y,ghL” x t,h y,ghL? x
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.103 0.26 0.003 0.095 0.24 0.003
0.202 0.50 0.006 0.167 0.42 0.005
0.277 0.69 0.008 0.268 0.67 0.007
0.333 0.83 0.010 0.345 0.86 0.010
0.500 1.25 0.015 0.517 1.29 0.014
0.667 1.67 0.019 0.680 1.70 0.019
0.877 2.19 0.025 0.833 2.08 0.023
1.000 2.50 0.026 1.000 2.50 0.028
1.307 3.27 0.035 1.323 3.31 0.037
1.517 379 0.043 1.503 3.76 0.043
1.822 4.55 0.052 1.762 440 0.049
2.022 5.05 0.058 2.002 5.00 0.055
2.250 5.63 0.063 2.217 5.54 0.060
2.530 6.33 0.070 2.588 6.47 0.072
2751 6.89 0.076 2.827 7.07 0.075
2.933 7.33 0.077 2.963 741 0.078
3.000 7.50 0.084 3.068 7.67 0.082

3.167 7.92 0.086
Tabla 4.45 — Isomerizacion Tabla 4.46 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RDMP, fructosa-glucosa en RDMP,
Tampén Mg'2, 40°C, So = 1.10 M, Tampén Mg'2, 40°C, Sp=1.10 M,
Cgo=5.00g L’ Cgo = 7.50 g L (Experimento 1)
t,h y,ghL'l b ¢ t,h y,ghL'l X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.083 0.42 0.004 0.098 0.74 0.002
0.167 0.83 0.008 0.167 1:25 0.011
0.257 1.28 0.013 0.265 1,99 0.016
0.337 1.68 0.016 0.348 2.61 0.023
0.513 2:57 0.024 0.500 3-75 0.032
0.672 3.36 0.031 0.698 5.24 0.043
0.837 418 0.039 0.843 6.33 0.059
1.010 5.05 0.047 1.003 53 0.067
1.255 6.28 0.058 1.263 948 0.077
1.502 751 0.069 2.208 16.6 0.131
1.752 8.76 0.079 2533 19.0 0.158
2.000 10.0 0.086 2.838 21.3 0.166
2.513 12.6 0.108 2.927 22.0 0.160
2.750 13.8 0.119 3.047 229 0.179
2.937 14.7 0.125 3.207 24.1 0.167
3.000 15.0 0.124
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Tabla 4.47 — Isomerizacion Tabla 4.48 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RDMP, fructosa-glucosa en RDMP,
Tampén Mg'2, 40°C, Sp = 1.10 M, Tampén Mg, 40°C, So = 1.50 M,

Cgo = 7.50 g L' (Experimento 2) Cgo=2.50g L’

t,h y.ghL" X t,h y,ghL! X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.090 0.68 0.005 0.087 0.22 0.002
0.183 1.38 0.012 0.182 0.45 0.004
0.285 2.14 0.011 0.253 0.63 0.006
0.342 2.56 0.022 0.333 0.83 0.007
0.513 3.85 0.033 0.500 1.25 0.011
0.687 5.15 0.044 0.673 1.68 0.016
0.837 6.28 0.053 0.838 2.10 0.019
1.027 7.70 0.066 1.003 2.51 0.022
1.268 9.51 0.079 1.265 3.16 0.028
1.562 117 0.095 1.500 3.75 0.033
1.770 13.3 0.109 1.752 4.38 0.039
2.005 15.0 0.124 2.002 5.00 0.044
2.265 17.0 0.137 2.250 5.63 0.048
2.510 18.8 0.151 2.585 6.46 0.055
2.992 22.4 0.166 2.748 6.87 0.059
3.063 23.0 0.172 2.923 731 0.067

3.005 1.51 0.062
3.077 7.69 0.065
Tabla 4.49 — Isomerizacion Tabla 4.50 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RDMP, fructosa-glucosa en RDMP,
Tampén Mg'2, 40°C, So = 1.50 M, Tampén Mg'2, 40°C, So = 1.50 M,
Cgo=5.00g L’ Cro=7.50g L

t,h y.ghL? x t,h y,ghL? X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.100 0.50 0.001 0.097 0.73 0.003
0.185 0.93 0.007 0.172 1.29 0.009
0.260 1.30 0.009 0.262 1.96 0.014
0.337 1.68 0.013 0.340 2.55 0.018
0.502 251 0.018 0.500 3.75 0.026
0.670 3.33 0.024 0.690 5.18 0.035
0.840 4.20 0.032 0.835 6.26 0.042
0.995 498 0.036 0.998 7.49 0.050
1.167 5.83 0.042 1.250 9.38 0.062
1.428 7.14 0.050 1.505 113 0.074
1.783 8.92 0.062 1.783 13.4 0.084
1.997 9.98 0.070 1.995 15.0 0.095
2.248 11.2 0.075 2.263 17.0 0.107
2.525 12.6 0.080 2.560 19.2 0.117
2.717 13.6 0.094 2.760 20.7 0.121
2.825 14.1 0.098 2.933 220 0.132
2917 14.6 0.098 2.997 22.5 0.136
3.000 15.0 0.099 3.078 23.1 0.138
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Figura 4.14 -
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4.3 Hidrolisis enzimatica de lactosa en un reactor discontinuo mezcla perfecta

(RDMP).

La hidrolisis enzimatica de lactosa se ha llevado a cabo en un reactor
discontinuo mezcla perfecta (RDMP) con la enzima Lactozym, utilizando como medio
de reaccion disoluciones de lactosa preparadas en el Tampon Ky Mg*? (composicion
definida en apartado 3.1.1). La reaccion se estudié en un rango de temperaturas
comprendido entre 25 y 40°C, modificandose la concentracion de lactosa
monohidratada (Lo) entre 0.0278 y 0.208 M y la concentracion de enzima (Cg) entre
0.10y 3.00 g L' (Tabla 4.51)

Tabla 4.51 — Variables ensayadas para la hidrélisis enzimatica de lactosa en reactor
discontinuo mezcla perfecta (RDMP) Lactozym Tampén K y Mg

T, 0C L(h M Lﬂs g L_l CEO, g L-l
T 25 0.0278 10 0.50
0.0694 25 0.10, 0.50, 1.00, 3.00
0.139 50 0.10, 0.50, 1.00, 3.00
0.208 75 0.50
30 0.0278 10 0.10, 0.50, 1.00
0.0694 25 0.10, 0.50, 1.00
0.139 50 0.10, 0.50, 1.00
0.208 75 0.10, 0.50, 1.00
40 0.0278 10 0.50
0.0694 25 0.10, 0.50, 1.00, 3.00
0.139 50 0.10, 0.50, 1.00, 3.00
0.208 75 3.00

Los resultados experimentales obtenidos se muestran en las Tablas 4.52 a 4.83,
donde se presentan los valores de conversion (x) obtenidos durante el tiempo de
reaccion (t) y el valor de la variable intensiva de tratamiento (y), definida de forma

similar a como se defini6 para la isomerizacion fructosa glucosa como:

y= m At [Ec. 4.2]
7

En las Figuras 4.18 a 4.20 se muestra, para experimentos realizados a una

misma temperatura de ensayo, el valor de la conversion (x) alcanzado frente a la
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variable intensiva de tratamiento (y), analizandose en estos graficos la influencia que la
concentracion de sustrato y enzima ejerce sobre la conversion.

En experimentos realizados a una misma temperatura y concentracion de enzima
se observa que la conversion aumenta al disminuir la concentraciéon de sustrato tal y
como cabria esperar. En experimentos realizados a una misma temperatura y
concentracion de sustrato, se advierte como los datos experimentales obtenidos a
distintas concentraciones de enzima se ajustan a una misma linea, lo que confirma que
dentro del rango de temperatura, concentracion de sustrato y concentracion de enzima

ensayado, la enzima no sufre desactivacion alguna.
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Tabla 4.52 - Hidrélisis de lactosa Tabla 4.53 - Hidrdlisis de lactosa

en RDMP, Lactozym, Tampon en RDMP, Lactozym, Tampén K*

K'y Mg*?, 25°C, Ly = 0.0278 M, y Mg*%, 25°C, Lo=0.0694 M,
Cro=0.50 g L Ceo=0.10g L'

t,h 10°y,gh L X t,h 10’y,gh L X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.000 0.000
0.035 1.65 0.066 0.042 0.418 0.008
0.068 3.23 0.125 0.083 0.828 0.018
0.123 5.83 0.220 0.125 1.25 0.027
0.172 8.11 0.293 0.168 1.68 0.038
0:217 10.2 0.321 0.252 252 0.050
0.270 12.8 0.406 0.333 3.33 0.071
0.333 158 0.473 0.423 4.23 0.103
0.422 19.9 0.575 0.500 5.00 0.129
0.507 23.9 0.648 0.605 6.05 0.147
0.665 31.4 0.721 0.700 7.00 0.176
0.840 39.7 0.792 0.877 8.77 0.205
1.023 48.4 0.903 1.000 10.0 0.206
1.170 55.3 0.928 1.217 12.2 0.230
1.417 66.9 0.913 1.408 14.1 0.274
1.667 78.8 0.938 1.600 16.0 0.295
1.918 90.6 0.964 1.800 18.0 0.349
2.003 94.7 0.984 2.000 20.0 0.310

Tabla 4.54 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.55 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén en RDMP, Lactozym, Tampén K*
K"y Mg*?, 25°C, Lo=0.0694 M, y Mg*?, 25°C, Lo=0.0694 M,
Cro=0.50g L* Ceo=1.00gL"

t,h 10*y,gh L' X t,h 10*y,gh L X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.042 2.08 0.045 0.030 3.02 0.062
0.083 4.17 0.092 0.055 3.51 0.119
0.125 6.25 0.118 0.075 7.50 0.152
0.167 8.33 0.168 0.100 10.0 0.204
0.250 12.5 0.236 0.135 13.5 0.253
0.333 16.7 0.328 0.167 16.7 0.310
0.417 20.8 0.340 0.208 20.8 0.356
0.500 25.0 0.440 0.255 25.3 0.452
0.670 33.5 0.543 0.313 3.3 0.504
0.840 42.0 0.601 0.367 36.7 0.581
1.007 50:3 0.694 0.433 433 0.623

1.183 59.2 0.714 0.517 S1.7 0.714

1.388 69.4 0.809 0.603 60.3 0.749

1.547 713 0.809 0.722 2.2 0.814

1.760 88.0 0.880 0.855 85.5 0.850
2.000 100 0.884 0.997 99.7 0.904

1.167 117 0.925
1.328 133 0.961
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Tabla 4.56 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.57 - Hidrdélisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén en RDMP, Lactozym, Tampén K*
K"y Mg*2, 25°C, Lo = 0.0694 M, y Mg?, 25°C, Lo=0.139 M,
Cro=3.00gL"’ Cro=0.10gL"’

t,h 10’y,gh L* x t,h 10’y,ghL* X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.000 0.000
0.030 9.02 0.186 0.050 0.501 0.005
0.050 15.0 0.290 0.083 0.832 0.009
0.072 21.5 0.380 0.125 1.25 0.012
0.097 29.0 0.489 0.167 1.67 0.019
0.133 40.0 0.577 0.340 3.40 0.037
0.167 50.0 0.672 0.418 4.18 0.042
0.200 60.0 0.714 0.502 5.02 0.053
0.233 70.0 0.791 0.670 6.70 0.068
0.267 80.0 0.813 0.833 8.33 0.086
0.300 900 0.864 1.003 10.0 0.100
0.333 100 0.870 1.167 11.7 0.123
0.375 113 0.906 1.417 14.2 0.140
0.417 125 0.945 1.583 15.8 0.161

1.990 19.9 0.186
2.042 20.4 0.202
Tabla 4.58 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.59 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén en RDMP, Lactozym, Tampén K*
K"y Mg, 25°C, Ly =0.139 M, y Mg'?, 25°C, Lg=0.139 M,
Cro=0.50g L’ Cro=1.00gL"’

t,h 10’y,gh L* X t,h 10’y,ghL* X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.042 2.08 0.023 0.042 4.21 0.045
0.083 4.17 0.048 0.085 8.53 0.096
0.125 6.25 0.065 0.125 12.5 0.130
0.167 8.33 0.096 0.167 16.7 0.183
0.250 12,5 0.120 0.212 21.2 0.209
0.333 16.7 0.176 0.252 25.2 0.261
0417 20.8 0.200 0.337 33.7 0.314
0.500 25.0 0.256 0.420 42.0 0.384
0.833 41.7 0.389 0.500 50.0 0.421
1.002 50.1 0.410 0.672 67.2 0.556
1.217 60.8 0.489 0.752 75.2 0.563
1.440 72.0 0.560 0.837 83.7 0.627
1.667 83.3 0.611 1.005 101 0.668
1.890 94.5 0.644 1.267 127 0.778

1535 154 0.805

1.790 179 0.869

2.000 200 0.844
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Tabla 4.60 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.61 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP — Lactozym - Tampén en RDMP, Lactozym, Tampén K"
K'y Mg'%, 25°C, Ly=0.139 M, y Mg, 25°C, Lo=0.208 M,
Cro=3.00g L' Cgo=0.50 g L
t,h 10*y,ghL" X t,h 10y,ghL" X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.033 10.0 0.111 0.047 2.23 0.017
0.057 17.0 0.192 0.083 3.95 0.030
0.113 34.0 0.326 0.167 7.95 0.058
0.133 40.0 0.393 0.217 10.2 0.077
0.158 475 0.413 0.272 12.8 0.097
0.187 56.0 0.501 0.333 15.8 0.112
0.227 68.0 0.531 0.417 19.7 0.140
0.273 82.0 0.632 0.500 23.6 0.153
0.315 94.5 0.647 0.587 277 0.199
0.358 108 0.731 0.668 31.6 0.222
0.405 122 0.751 0.833 39.4 0.258
0.462 139 0.810 1.000 473 0.298
0.635 191 0.892 1.168 55.2 0.349
1.705 80.6 0.458
1.842 87.0 0.472
2.002 94.6 0.489
Tabla 4.62 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.63 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén K' en RDMP, Lactozym, Tampén K*
y Mg”, 30°C, Lo=0.0278 M, y Mg", 30°C, Lo=0.0278 M,
Cro=0.10g L Cro=0.50g L'
t,h 10*’y,gh L’ X t,h 10*y,gh L’ X
0.000 0.000 0.000 0.000 0.00 0.000
0.042 0418 0.025 0.048 241 0.138
0.085 0.852 0.052 0.088 442 0.241
0.167 1.67 0.097 0.130 6.50 0.338
0.250 2.50 0.142 0.175 8.82 0.427
0.333 333 0.184 0.253 12.7 0.538
0.418 4.18 0.224 0.333 16.7 0.656
0.513 5.13 0.263 0.498 249 0.804
0.585 5.85 0.308 0.585 29.3 0.872
0.670 6.70 0.339 0.675 33.8 0.915
0.835 8.35 0.404 0.752 37.6 0.939
1.000 10.0 0.458
1.177 11.8 0.529
1.342 13.4 0.581
1.587 15.9 0.649
1.833 18.3 0.702
2.005 20.1 0.735
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Tabla 4.64 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.65 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén K* en RDMP, Lactozym, Tampén K*
y Mg, 30°C, Lo=0.0278 M, y Mg, 30°C, Lo=0.0694 M,
Cro=1.00gL"’ Cro=0.10g L'

t,h 10’y,gh L* x t,h 10’y,gh L' x
0.000 0.00 0.000 0.000 0.000 0.000
0.045 4.50 0.243 0.042 0.420 0.012
0.095 9.51 0.443 0.083 0.829 0.024
0.128 12.8 0.551 0.127 1.27 0.037
0.173 17.3 0.664 0.167 1.67 0.049
0.228 22.8 0.765 0.260 2.60 0.074
0.303 30.3 0.853 0.350 3.50 0.098
0.372 37.2 0.933 0418 4.18 0.125
0.435 43.5 0.970 0.503 5.03 0.146

0.598 5.98 0.170

0.685 6.85 0.189

0.847 8.47 0.231

1.017 10.2 0.268

1.182 11.8 0.307

1.368 137 0.346

1.587 15.9 0.393

1.847 18.5 0.434

2.062 20.6 0.475
Tabla 4.66 - Hidrdlisis de lactosa Tabla 4.67 - Hidrdlisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén K" en RDMP, Lactozym, Tampén K*

y Mg, 30°C, Lo=0.0694 M, y Mg, 30°C, Lo=0.0694 M,

Cro=0.50g L™ Cpo=1.00g L’

t,h 10y,gh L x t,h 10*’y,gh L X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.045 2.38 0.066 0.035 3.50 0.100
0.087 433 0.124 0.067 6.71 0.182
0.122 6.10 0.168 0.117 11.7 0.300
0.167 8.34 0.225 0.173 17.3 0.408
0.250 12.5 0.319 0.217 21.7 0.466
0.337 16.8 0.400 0.265 26.5 0.565
0.417 20.8 0.490 0.338 33.8 0.600
0.510 25.5 0.566 0.425 42.5 0.741
0.638 31.9 0.645 0.512 51.2 0.862
0.740 37.0 0.725 0.605 60.5 0.891
0.887 443 0.792 0.667 66.7 0.937
1.000 50.0 0.853 0.783 78.3 0.959
1.217 60.8 0.899 1.090 109 0.986
1.368 68.4 0.932 1.283 128 0.994
1.585 79.3 0.978
2.000 100 0.992
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Tabla 4.68 - Hidrdlisis de lactosa Tabla 4.69 - Hidrdlisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén K" en RDMP, Lactozym,Tampén K"
y Mg'%, 30°C, Lo=0.139 M, y Mg*?, 30°C, Lo=0.139 M,
Ce0=0.10g L Ceo=0.50g L
t,h 10’y,gh L' X t,h 10y,gh L' X
0.000 0.000 0.000 0.000 0.00 0.000
0.042 0.421 0.006 0.040 2.02 0.031
0.083 0.829 0.013 0.083 4.15 0.064
0.125 1.25 0.019 0.125 6.26 0.095
0.167 1.67 0.026 0.168 8.40 0.125
0.255 2.55 0.038 0.250 12.5 0.179
0.333 3.33 0.050 0.335 16.8 0.238
0.417 4.17 0.060 0.418 20.9 0.279
0.500 5.00 0.070 0.502 25.1 0.339
0.672 6.72 0.096 0.583 29.2 0.380
0.833 8.33 0.124 0.675 33.8 0.427
1.007 10.1 0.141 0.833 41.7 0.486
1.167 11.7 0.165 1.000 50.0 0.556
1.333 13.3 0.185 1.178 58.9 0.617
1.583 15.8 0.219 1.362 68.1 0.660
1.842 18.4 0.252 1.555 77.8 0.709
2.002 20.0 0.267 1.833 91.7 0.767

2.045 102 0.787
Tabla 4.70 - Hidrdlisis de lactosa Tabla 4.71 - Hidrdlisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén K* en RDMP, Lactozym, Tampén K*
y Mg, 30°C, L¢=0.139 M, y Mg'%, 30°C, Lo=0.208 M,
Ceo=1.00g L’ Ceo=0.10g L’

t,h 10’y,gh L’ X t,h 10*y,gh L’ X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.000 0.000
0.037 3.70 0.056 0.042 0.419 0.004
0.067 6.69 0.111 0.083 0.828 0.009
0.113 11.3 0.165 0.137 1.37 0.014
0.192 19.2 0.280 0.170 1.70 0.017
0.242 242 0.318 0.255 2.55 0.025
0.300 30.0 0.393 0.333 3.33 0.031
0.372 37.2 0.446 0.427 4.27 0.042
0.450 45.0 0.543 0.507 5.07 0.052
0.535 53.5 0.592 0.673 6.73 0.066
0.633 63.3 0.636 0.853 8.53 0.085
0.717 N7 0.707 1.072 10.7 0.107
0.807 80.7 0.724 1.300 13.0 0.127
0.885 88.5 0.793 1.557 15.6 0.144
1.000 100 0.805 1.805 18.1 0.173
1.253 125 0.888 2.028 20.3 0.192
1.522 152 0.930
1.753 175 0.954
2.000 200 0.967
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Tabla 4.72 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.73 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén K* en RDMP, Lactozym, Tampén K*
y Mg*2, 30°C, Lo=0.208 M, y Mg'%, 30°C, Lg¢=0.208 M,
Cro=0.50g L' Cro=1.00g L
t,h 10’y,gh L* X t,h 10’y,gh L* X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.042 2.12 0.022 0.038 3.79 0.041
0.090 4.50 0.047 0.067 6.72 0.071
0.138 6.92 0.072 0.103 10.3 0.104
0.168 8.39 0.086 0.130 13.0 0.128
0.208 104 0.104 0.167 16.7 0.155
0.250 12.5 0.124 0.208 20.8 0.196
0.333 16.7 0.163 0.250 25.0 0.228
0417 20.8 0.196 0.303 30.3 0.269
0.500 25.0 0.232 0.367 36.7 0.326
0.585 . 293 0.263 0.433 433 0.369
0.667 333 0.304 0.502 50.2 0.405
0.883 442 0.393 0.583 383 0.452
1.057 52.8 0.422 0.670 67.0 0.509
1.343 67.2 0.504 0.760 76.0 0.525
1.590 79.5 0.578 0.842 84.2 0.584
1.842 92.1 0.635 1.002 100 0.628
2.000 100 0.661 1.167 117 0.700

1.333 133 0.711

1.550 155 0.783

1.750 175 0.799

2.003 200 0.845
Tabla 4.74 - Hidrdlisis de lactosa Tabla 4.75 - Hidrolisis de lactosa

en RDMP, Lactozym, Tampoén K en RDMP, Lactozym, Tampo6n K
y Mg'%, 40°C, Lg¢=0.0278 M, y Mg'%, 40°C, Lo=0.0694 M,
Ceo=0.50 g L Cro=0.10g L
t,h 10y, gh L™ X t,h 10’y,gh L™ x
0.000 0.00 0.000 0.000 0.000 0.000
0.030 148 0.122 0.045 0.452 0.021
0.050 2.47 0.192 0.083 0.829 0.040
0.067 3.34 0.257 0.125 1.25 0.057
0.083 3.99 0.306 0.167 1.67 0.082
0.115 5.49 0.382 0.260 2.60 0.114
0.152 7.28 0.464 0.337 3.37 0.159
0.183 8.73 0.545 0.417 4.17 0.189
0.218 10.3 0.602 0.565 5.65 0.228
0.250 11.8 0.659 0.650 6.50 0.271
0.302 14.3 0.692 0.755 755 0.301
0.352 16.6 0.736 0.870 8.70 0.352
0417 19.7 0.816 1.037 10.4 0.388
0.487 23.0 0.862 1.228 12.3 0.463
0.552 26.1 0.862 1.432 14.3 0.482
0.635 30.0 0.874 1.705 17.1 0.577
0.717 33.9 0.924 1.992 19.9 0.609
0.802 379 0.938 2.050 20.5 0.644
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Tabla 4.76 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.77 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén K en RDMP, Lactozym, Tampén K
y Mg, 40°C, Lo=0.0694 M, y Mg'2, 40°C, Lo=0.0694 M,
Cro=0.50g L Cgo=1.00gL"’

t,h 10* y,gh b X t,h 10? y,gh | P X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.043 2.26 0.101 0.042 4.22 0.181
0.083 4.15 0.191 0.083 8.31 0.345
0.125 6.25 0273 0.125 12.5 0.468
0.167 8.32 0.354 0.167 167 0.579
0.250 12.5 0.470 0.208 20.8 0.654
0.333 16.7 0.593 0.260 26.0 0.746
0.417 20.8 0.650 0.298 29.8 0.773
0.500 25.0 0.755 0.337 3317 0.835
0.583 29.2 0.765 0.390 39.0 0.850
0.668 33.4 0.832 0.435 435 0.914
0.752 37.6 0.850 0.500 50.0 0.902
0.840 42.0 0.888 0.592 59.2 0.971
0.920 46.0 0.896 0.667 66.7 0.954
1.000 50.0 0.899 0.750 75.0 0.984

1.168 58.4 0.937
Tabla 4.78 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.79 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampén K en RDMP, Lactozym, Tampén K

y Mg, 40°C, Lo=0.0694 M, y Mg*?, 40°C, Ly=0.139 M,

Cro=3.00gL" Ceo=0.10g L

t,h 10*y,gh L’ X t,h 10*y,gh L™ x
0.000 0.00 0.000 0.000 0.000 0.000
0.070 21.0 0.669 0.060 0.601 0.014
0.117 35.0 0.835 0.083 0.829 0.022
0.188 56.5 0.960 0.130 1.30 0.032
0.250 75.0 0.974 0.197 1.97 0.051
0.302 90.5 0.991 0.262 2.62 0.064
0.503 151 0.979 0.333 3.33 0.081

0.422 4.22 0.108
0555 5:55 0.136
0.637 6.37 0.160
0.752 7.52 0.174
0.918 9.18 0.219
1.127 11.3 0.253
1.305 13.1 0.296
1.500 15.0 0.322
1.750 17.5 0.377
2.007 20.1 0.404
2.200 22.0 0.405
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Tabla 4.80 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.81 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampoén en RDMP, Lactozym, Tampén K*
K"y Mg, 40°C, Ly=0.139 M, y Mg, 40°C, Lo=0.139 M,
Cea=0.50 g L Cro=1.00g L'

t,h 10y,ghL" x t,h 10y, gh L™ X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.043 2.16 0.057 0.033 3.31 0.073
0.087 4.36 0.108 0.077 7.67 0.196
0.127 6.34 0.161 0.117 117 0.269
0.167 8.36 0.198 0.158 15.8 0.362
0:252 12.6 0.303 0.200 20.0 0.421
0.333 16.7 0.362 0.250 25.0 0.525
0.423 21.2 0.422 0.300 30.0 0.560
0.500 25.0 0.508 0.350 35.0 0.652
0.668 334 0.600 0.400 40.0 0.674
0.872 . 436 0.724 0.450 45.0 0.747
1.027 51.3 0.759 0.507 50.7 0.769
1.197 59.8 0.821 0.583 58.3 0.831
1.768 88.4 0.911 0.658 65.8 0.831
2.002 100 0.933 0.742 74.2 0.869
2.193 110 0.956 0.822 82.2 0.899
2.267 113 0.963 0.910 91.0 0.916

1.015 102 0.924
1.147 115 0.976
1.353 135 0.966
Tabla 4.82 - Hidrolisis de lactosa Tabla 4.83 - Hidrolisis de lactosa
en RDMP, Lactozym, Tampoén en RDMP, Lactozym, Tampoén K"
K"y Mg'?, 40°C, Lo=0.139 M, y Mg'%, 40°C, Lo=0.208 M,
Ceo=3.00g L Ceo=3.00g L’

t,h 10’y,gh L’ X t,h 10’y,ghL* X
0.000 0.0 0.000 0.000 0.0 0.000
0.043 13.0 0.279 0.033 10.0 0.159
0.088 26.5 0.526 0.058 175 0.283
0.135 40.5 0.665 0.083 25.0 0.366
0.170 51.0 0.762 0.112 335 0478
0.217 65.0 0.824 0.140 42.0 0.551
0.267 80.0 0.899 0.167 50.0 0.617
0.318 95.5 0.935 0.208 62.5 0.679
0.417 125 0.951 0.253 76.0 0.757
0.478 144 0.955 0.293 88.0 0.813
0.537 161 0.959 0.342 103 0.849
0.585 176 0.967 0.393 118 0.856
0.653 196 0.999 0.453 136 0.896

0.500 150 0.899

0.577 173 0.956

0.642 193 0.906
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Figura 4.18 — Hidrolisis enzimatica de lactosa en RDMP. Variacion de x
frenteay 25°C Tampén K' y Mg*?
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Figura 4.19 — Hidrélisis enzimatica de lactosa en RDMP. Variacion de x
frente a 'y 30°C Tampén K' y Mg*
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Figlira 4.20 — Hidrdlisis enzimatica de lactosa en RDMP. Variacion de x
frente a y 40°C Tampén K* y Mg*?
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4.4 Isomerizacion fructosa-glucosa en reactor de fibra hueca con recirculacion

(RFHR).

La reaccion de isomerizacion de isomerizacion fructosa-glucosa se llevo a cabo
en Tampon Mg'? a pH=7.5 (definido en apartado 3.1.2) dentro de un dispositivo
experimental con reactor de fibra hueca con recirculacion (RFHR), utilizandose el
modulo NT-1808S cuyas caracteristicas se recogen en la Tabla 3.1. La reaccion se llevo
a cabo a la temperatura de 40°C en ausencia de glucosa inicial, modificandose la
concentracion de fructosa entre 0.05 y 1.50 M y la masa de enzima en el circuito del
ECS (m) entre 0.50 y 1.50 gramos (Tabla 4.84). Los resultados experimentales
obtenidos se muestran en las Tablas 4.85 a 4.92, donde se presentan los valores de
conversion (x) obtenidos en funcion del tiempo (t), asi como el valor de la variable

intensiva de tratamiento (y) definida en la ecuacion [Ec. 2.39].

. Tabla 4.84 — Variables ensayadas para la isomerizacion fructosa glucosa en
RFHR. Médulo de fibra hueca NT1808S. Spezyme GI 40°C Tampoén Mg+2

SOa M m, g . CEC9 g L-l
0.05 1.00 6.45
0.10 1.00, 1.50 6.45,9.68
0.50 1.00, 1.50 6.45, 9.68
1.10 1.00 6.45
1.50 0.50, 1.50 3.23,9.68

' Cge = concentracion de enzima en el circuito del ECS del RFHR.

En las Figuras 4.21 a 4.25 se muestra para los experimentos realizados a la
temperatura de ensayo (40°C), el valor de la conversion (x) alcanzado frente a la
variable intensiva de tratamiento (y), analizandose la influencia que la concentracion de
sustrato y enzima ejerce sobre la conversion.

Para experimentos realizados a una misma concentracion de enzima (Figuras
4.24 y 4.25) la conversion obtenida aumenta con el tiempo de isomerizacion y
disminuye para un mismo tiempo con la concentracion total de hexosas empleada como
cabria esperar. Para experimentos realizados a concentraciones de sustrato similares
(Figuras 4.21 a 4.23), los experimentos realizados a distintas concentraciones de
enzima se superponen, lo que nos confirma que dentro del rango experimental
analizado, la velocidad de reaccion es proporcional a la concentracion de enzima y que

ésta parece no sufrir desactivacion alguna.
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Tabla 4.85 — Isomerizacion Tabla 4.86 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RFHR. Médulo fructosa-glucosa en RFHR. Médulo
NT1808S. Tampén Mg? 40°C NT1808S. Tampén Mg 40°C
Se=0.05M m=100g So=0.10M m=1.00¢g
t,h y,ghL? X t,h y,ghL’ X
0.000 0.000 0.0000 0.000 0.000 0.0000
0.097 0.161 0.0021 0.087 0.144 0.0025
0.187 0.311 0.0041 0.167 0.278 0.0047
0.250 0.416 0.0055 0.275 0.458 0.0071
0.333 0.555 0.0073 0.333 0.555 0.0083
0.505 0.842 0.0111 0.500 0.834 0.0117
0.698 | B 7 0.0152 0.667 111 0.0150
0.833 1.39 0.0181 0.833 1.39 0.0179
1.037 1:73 0.0224 1.000 1.67 0.0206
1.353 2.26 0.0290 1.250 2.09 0.0257
1.503 2.51 0.0321 1.525 2.55 0.0308
1.750 -+ 2.93 0.0371 1.757 2.94 0.0366
1.998 3.35 0.0421 2.017 3.38 0.0409
2.250 377 0.0471 2.252 3.77 0.0457
2.467 4.13 0.0514 2.470 4.14 0.0521
2.677 4.49 0.0555 2.667 4.47 0.0526
2.837 4.76 0.0586 2.837 476 0.0565
2917 4.89 0.0601 2917 4.89 0.0592
3.000 5.03 0.0617 3.002 5.04 0.0610
Tabla 4.87 — Isomerizacion Tabla 4.88 — Isomerizacién
fructosa-glucosa en RFHR. Médulo fructosa-glucosa en RFHR. Médulo
NT1808S. Tampén Mg*? 40°C NT1808S. Tampén Mg** 40°C
Se=010M m=150¢g So=050M m=1.00¢g

t,h y,ghL? x t,h y,ghL?! X
0.000 0.000 0.0000 0.000 0.000 0.0000
0.100 0.250 0.0038 0.083 0.139 0.0014
0.167 0.416 0.0062 0.170 0.283 0.0031
0.270 0.674 0.0095 0.257 0.428 0.0048
0.333 0.833 0.0113 0.348 0.581 0.0063
0.507 1.27 0.0163 0.518 0.864 0.0094
0.667 1.67 0.0206 0.760 1.27 0.0132
0.837 2.09 0.0256 1.003 1.68 0.0167
1.033 2.59 0.0322 1.257 2.10 0.0203
1.250 3.13 0.0396 1.568 2.62 0.0253
1.500 3.76 0.0448 1.763 295 0.0284
1.792 4.49 0.0533 2.007 3.36 0.0319
2.183 548 0.0652 2:252 3.77 0.0356
2.367 5.94 0.0681 2.438 4.08 0.0375
2.550 6.40 0.0727 2.667 4.47 0.0381
2.767 6.95 0.0784 2.838 4.76 0.0427
2.928 7.36 0.0838 2.927 491 0.0430
2.992 7.52 0.0864 3.013 5.05 0.0478
3.060 7.69 0.0875
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Tabla 4.89 — Isomerizacion Tabla 4.90 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RFHR. Médulo fructosa-glucosa en RFHR. Médulo
NT1808S. Tampén Mg 40°C NT1808S. Tampén Mg? 40°C
So=050M m=150¢g So=1.10M m=1.00¢g

t,h y,ghL" X t,h y,ghL"' X
0.000 0.000 0.0000 0.000 0.000 0.0000
0.100 0.250 0.0027 0.083 0.139 0.0009
0.172 0.428 0.0047 0.167 0.278 0.0019
0:257 0.641 0.0071 0.275 0.458 0.0031
0.353 0.883 0.0093 0.352 0.586 0.0039
0.502 1.25 0.0125 0.507 0.845 0.0057
0.700 1.75 0.0175 0.702 .17 0.0078
0.837 2.09 0.0216 0.840 1.40 0.0093
1.000 2.50 0.0242 1.042 1.74 0.0115
1.253 3.14 0.0302 1.250 2.09 0.0138
1.500 3.76 0.0350 2.000 3.35 0.0218
1.757 4.41 0.0414 2.267 3.80 0.0246
2.030 5.09 0.0472 2.508 4.20 0.0271
2.310 5.80 0.0541 2.760 4.63 0.0298
2.460 6.18 0.0574 2.880 4.83 0.0310
2.667 6.70 0.0607 2.963 4.97 0.0319
2.885 7.25 0.0677 3.038 5.10 0.0326
2.943 7.40 0.0687

Tabla 4.91 — Isomerizacion Tabla 4.92 — Isomerizacion
fructosa-glucosa en RFHR. Médulo fructosa-glucosa en RFHR. Médulo
NT1808S. Tampén Mg 40°C NT1808S. Tampén Mg'? 40°C
So=150M m=050g So=1.50M m=150¢g

t,h y,ghL’ x t,h y,ghL?! x
0.000 0.000 0.0000 0.000 0.000 0.0000
0.083 0.069 0.0004 0.090 0.225 0.0012
0.167 0.139 0.0009 0.183 0.458 0.0026
0.262 0.218 0.0014 0.257 0.641 0.0038
0.333 0.278 0.0017 0.333 0.833 0.0050
0.555 0.463 0.0030 0.510 1.28 0.0075
0.693 0.579 0.0036 0.683 1.71 0.0098
0.837 0.699 0.0043 0.917 2.29 0.0124

1.007 0.841 0.0053 1.223 3.06 0.0166

1.260 1.05 0.0064 1.420 3.56 0.0201

1.527 1.28 0.0075 1.585 3.97 0.0222

1.750 1.47 0.0085 1.813 4.55 0.0240

2.003 1.68 0.0098 2.035 5.11 0.0271

2.233 1.87 0.0106 2.270 5.70 0.0294

2.628 2.20 0.0120 2.425 6.09 0.0316

2.668 2.24 0.0126 2.600 6.53 0.0345

2.755 2.31 0.0136 2.797 7.027 0.0354

2.842 2.38 0.0135 2.937 7.381 0.0363

2.900 2.43 0.0127 3.003 7.550 0.0375

441



Resultados experimentales

0.15

mg
0.12 A 1.00
o 1.50

Figura 4.22—- Isomerizacion
fructosa-glucosa en RFHR
Influencia de la
concentracion de enzima.
Modulo NT1808S  40°C
So=0.50 M Tampén Mg

Figura 4.21- Isomerizacion
fructosa-glucosa en RFHR
Influencia de la
concentracion de enzima.
Médulo NT1808S  40°C
So=0.10 M Tampén Mg"?
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Figura 4.23— Isomerizacion
fructosa-glucosa en RFHR
Influencia de la
concentracién de enzima.
Moédulo NT1808S  40°C
So=1.50 M Tampén Mg'?
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Figura 4.24-Isomerizacion
fructosa-glucosa en RFHR
Influencia de la
concentracion de sustrato.
Médulo NT1808S 40°C
m=1.00g Tampén Mg"
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Figura 4.25- Isomerizacion
fructosa-glucosa en RFHR
Influencia de la
concentracion de sustrato.
Moédulo NT1808S 40°C
m=1.50g Tampén Mg"?
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4.5 Hidrolisis de lactosa en reactor de fibra hueca con recirculacion (RFHR).

La reaccion de hidrolisis de lactosa se llevo a cabo en Tampon K* y Mg'? de
pH=6.75 (definido en apartado 3.1.1) con la enzima Lactozym dentro de un reactor de
fibra hueca con recirculacion (RFHR) con el modulo NT1975 (definido en Tabla 3.1).
La reaccion se estudio a las temperaturas de 25, 30 y 40°C modificindose la
concentracion de lactosa (Lo) entre 0.0278 y 0.208 M y la masa de enzima en el circuito
del ECS del médulo de fibra hueca (m) entre 0.0166 y 0.7500 gramos de enzima (Tabla
4.93).

_Tabla 4.93 - Variables ensayadas para la hidrélisis enzimatica de lactosa en un
reactor de fibra hueca con recirculacion (RFHR) Modulo NT197S  Lactozym

Tampén K' y Mg
T,C Lo,M  LggL m, g ' Cge, gL
0.0278 10 0.1250 0.752

I nagsly - RIS

TeEe s T 0.1250 T 0753 T
0.208 75 0.1250 0.752

0078 0 01250 | 0752

0.0625, 0.1250, 0.1662, 0.376, 0.752, 1.00, 2.26,

I S A 03750,07500 451

N T R 01250 0753 T
0.208 75 0.1250 0.752

0078 0 01250 0752

o 00694 TS TTUG0635,0,1250, 03750 0376,0.152,236

Toa3e TTTso T 01250 T 072
0.208 75 0.1250 0.752

T Cge = concentracion de enzima en el circuito del ECS del RHFR.

Los resultados experimentales se muestran en las Tablas 4.94 a 4.115, donde se
presentan los valores de conversion (x), obtenidos en funcion del tiempo (t), asi como el
valor de la variable intensiva de tratamiento (y) definida en la ecuacion [Ec. 4.2].

En las Figuras 4.26 a 4.28 se muestra, para los experimentos realizados a las
temperaturas de ensayo (25, 30 y 40°C), el valor de la conversion (x) alcanzado frente a
la variable intensiva de tratamiento (y).

Como puede observarse, para todos los experimentos realizados a una misma
temperatura y concentracion de sustrato, los datos se ajustan a una misma linea, al

menos en la mayor parte del rango experimental. Para experimentos realizados a una
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misma temperatura y concentracion de enzima la conversion aumenta al disminuir la

concentracion de sustrato.

Tabla 4.94 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.95— Hidrolisis de lactosa en
en RFHR. Maoédulo NT1975 RFHR. Maododulo NT1975
Tampén K"y Mg 25°C Tampén K'y Mg 25°C
Lo=0.0278M m=0.1250¢g Lo=0.0694M m=0.0166g¢g
t,h 10’y,gh L’ x t,h 10’y,gh L’ X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.038 0.76 0.011 0.040 0.10 0.000
0.070 1.38 0.035 0.067 0.17 0.002
0.117 2.30 0.071 0.138 0.36 0.007
0.172 3.39 0.115 0.178 0.47 0.009
0.250 494 0.158 0.250 0.66 0.012
0.333 6.58 0.208 0.333 0.87 0.016
0417 . 8.24 0.275 0.417 1.09 0.022
0.583 11.5 0.352 0.587 1.54 0.031
0.767 15.2 0.451 0.767 2.02 0.038
1.000 19.8 0.513 1.013 2.67 0.051
1.253 24.8 0.587 1.250 3.29 0.065
1.500 29.8 0.668 1.500 3.95 0.075
1.750 34.7 0.730 1.750 461 0.090
2.000 39.7 0.749 2.000 5.21 0.104
2.250° 44.7 0.777 2.250 5.93 0.119
2.500 49.7 0.830 2.500 6.60 0:121
2.750 54.7 0.853 2.750 7.26 0.134
3.000 59.7 0.834
Tabla 4.96 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.97 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modédulo NT1975 en RFHR. Modulo NT1975
Tampoén K" y Mg+2 25°C Tampoén K' y Mg+2 25°C
Lo=0.0694M m=0.0625¢ Lo=0.0694M m=0.1250¢g
t,h 10’y,gh L x t,h 10*y,gh L x
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.040 0.39 0.004 0.040 0.79 0.007
0.065 0.64 0.009 0.067 1.31 0.018
0.120 1.18 0.021 0.118 2.33 0.039
0.165 1.63 0.030 0.167 3.29 0.060
0.248 2.45 0.045 0.250 494 0.088
0.333 3.29 0.061 0335 6.62 0.117
0415 4.10 0.081 0.422 8.33 0.144
0.583 577 0.109 0.583 11.5 0.201
0.767 7.59 0.131 0.767 15.2 0.262
1.000 9.90 0.169 1.000 19.8 0.321
1.250 12.4 0.194 1.250 248 0.401
1.500 14.9 0.232 1.502 29.8 0.440
1.750 17.4 0.263 1.750 34.7 0.487
2.005 19.9 0.268 2.000 39.7 0.559
2.250 223 0.264 2.255 448 0.579
2.500 248 0.286 2.503 49.7 0.620
2.752 274 0.271 2.750 54.7 0.646
3.000 298 0.276 3.000 59.7 0.649
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Tabla 4.98 — Hidrolisis de lactosa en Tabla 4.99 — Hidrolisis de lactosa
RFHR. Moédulo NT1975 en RFHR. Modulo NT1975
Tampén Ky Mg”?  25°C Tampén K"y Mg™?  25°C

Ly=0.0694M m=0.3750¢g Lo=0.139M m=0.1250¢g
t,h 10’y,ghL* X t,h 10°y,gh L™ X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.045 2.66 0.026 0.035 0.69 0.004
0.067 3.94 0.053 0.067 1.31 0.010
0.117 6.90 0.112 0.117 2.30 0.022
0.168 9.96 0.167 0.167 3.29 0.033
0.250 14.8 0.232 0.250 4.94 0.049
0.333 19.8 0.323 0.333 6.58 0.072
0.417 24.7 0.370 0.420 8.30 0.081
0.583 346 0.501 0.583 115 0.115
0.767 45.5 0.580 0.750 14.8 0.145
1.000 . 594 0.692 1.000 19.8 0.189
1.250 743 0.740 1.250 24.8 0.228
1.500 89.2 0.811 1.500 29.8 0.278
1.750 104 0.831 1.750 34.7 0.314
2.000 119 0.852 2.000 39.7 0.351
2.250 134 0.886 2.252 44.7 0.375
2.500 149 0.869 2.500 49.7 0.405
2.755 164 0.914 2.750 54.7 0.442
3.000 179 0.895 3.000 59.7 0.471
Tabla 4.100 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.101 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo NT1975 en RFHR. Médulo NT1975
Tampéon Ky Mg?  25°C Tampén K'y Mg?  30°C
Lo=0208M m=0.1250¢g Lo=0.0278M m=0.1250 g
t,h 10’y,gh L™ X t,h 10*y,gh L™ X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.067 1.31 0.008 0.033 0.66 0.014
0.133 2.63 0.018 0.067 1.31 0.047
0.200 3.94 0.029 0.120 2.37 0.102
0.283 5.59 0.042 0.170 3.35 0.150
0.367 7.24 0.055 0.233 461 0.199
0.472 932 0.069 0.300 593 0.250
0.583 11.5 0.087 0.385 761 0.325
0.750 14.8 0.109 0.502 9.92 0.398
0917 18.1 0.128 0.667 13.2 0.497
1.083 214 0.147 0.837 16.6 0.555
1.255 249 0.175 1.002 19.9 0.615
1.500 29.7 0.202 1.258 25.0 0.700
1.750 34.7 0.222 1.500 29.8 0.759
2017 40.0 0.247 1772 35.2 0.784
2.250 447 0.304 2.013 40.0 0.814
2.500 49.7 0.293 2.260 449 0.878
2.750 54.7 0.304 2.502 49.7 0.910
3.000 59.7 0.298 2.750 54.7 0.898

3.000 59.6 0.927
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Tabla 4.102 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.103 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Médulo NT1975 en RFHR. Modulo NT1975
Tampén K'y Mg*?  30°C Tampén K*y Mg 30°C

Lo = 0.0694 102M m=0.0625 g Ly=0.0694M m=0.1250¢g
t,h 10y,gh L’ X t,h 10°y,gh L X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.038 0.38 0.005 0.055 1.08 0.018
0.067 0.66 0.013 0.075 1.48 0.027
0.120 1.18 0.028 0.117 230 0.048
0.167 1.64 0.040 0.167 3.29 0.070
0.250 2.47 0.059 0.250 493 0.110
0.333 3.29 0.078 0.333 6.56 0.140
0.417 4.12 0.101 0417 8.23 0.186
0.590 5.84 0.142 0.583 11.5 0.235
0.767 7.59 0.173 0.767 15:2 0.301
1.000 9.90 0.220 1.000 19.8 0.354
1.257 12.5 0.271 1.250 24.8 0.429
1.503 14.9 0.318 1.500 29.7 0.459
1.755 17.4 0.350 1.752 34.7 0.513
2.003 19.9 0.393 2.000 39.7 0.539
2.250 22.3 0.441 2.250 44.7 0.598
2.500 24.8 0.468 2.500 49.6 0.595
2.760 274 0.481 2.750 54.6 0.624
3.007 29.9 0.505 3.005 59.7 0.668
Tabla 4.104 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.105 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo NT1975 en RFHR. Moédulo NT1975
Tampén K"y Mg'?  30°C Tampon K"y Mg?  30°C
Ly=0.0694M m=0.1662¢ Lo=0.0694M m=0.3750g
t,h 10*y,ghL" X t,h 10y,gh L? X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.034 0.89 0.010 0.040 2.36 0.027
0.067 1.75 0.032 0.067 3.94 0.070
0.117 3.06 0.067 0.120 7.10 0.149
0.167 437 0.101 0.250 14.8 0.306
0.250 6.56 0.151 0.333 19.8 0.388
0.338 8.89 0.195 0417 24.7 0.457
0.417 11.0 0.248 0.583 34.6 0.584
0.583 15.3 0.322 0.767 455 0.698
0.750 19.7 0.399 1.000 594 0.737
1.000 26.3 0.508 1.250 743 0.730
1.250 329 0.588 1.500 89.2 0.850
1.505 39.7 0.633 1.750 104 0.844
1.753 46.3 0.694 2.000 119 0.893
2.000 52.8 0.734 2.252 134 0.901
2.250 594 0.791 2.500 149 0.939
2.500 66.1 0.824 2.753 164 0.923
2.752 72.7 0.828 3.000 179 0.930
3.000 79.3 0.831
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Tabla 4.106 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.107 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo NT1975 en RFHR. Modulo NT1975
Tampén K' y Mg 30°C Tampén K"y Mg 30°C
Lo =0.0694 M m=0.7500 g Ly=0.139 M m=0.1250 g
t,h 10’y,gh L' X t,h 10’y,gh L x
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.050 591 0.084 0.040 0.79 0.007
0.067 7.88 0.128 0.070 1.38 0.016
0.083 985 0.192 0.120 2.37 0.030
0.100 11.8 0.226 0.178 3.52 0.048
0.117 13.8 0.258 0.275 543 0.071
0.133 15.8 0.317 0.342 6.75 0.089
0.150 17.8 0.351 0.420 8.30 0.115
0.167 19.7 0.369 0.590 11.7 0.157
0.183 21.7 0.397 0.775 15.3 0.201
0.200 23.7 0.458 1.008 20.0 0.247
0.233 i 29T 0.501 1.257 249 0.299

1.505 29.8 0.349

1.750 34.7 0.398

2.002 39.7 0.424

2.250 447 0.457

2.518 50.0 0.499

2.750 54.7 0.546

Tabla 4.108 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.109 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo NT1975 en RFHR. Modulo NT1975
Tampén K'y Mg?  30°C Tampén K' y Mg 40°C
Lo=0208M m=0.1250¢ Lo=0.0278§M m=0.1250¢g
t,h 10’y,gh L X t,h 10’y,gh L X

0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.067 1.31 0.010 0.045 0.89 0.036
0.133 2.63 0.023 0.067 1.31 0.068
0.210 4.14 0.038 0.117 2.30 0.140
0.300 5.92 0.056 0.167 3.29 0.197
0.423 8.36 0.073 0.217 4.28 0.239
0.550 10.9 0.094 0.267 5:27 0.285
0.700 13.8 0.119 0.333 6.59 0.353
0.833 16.5 0.137 0417 8.24 0.433
1.000 19.8 0.163 0.500 9.89 0.460
1.250 248 0.202 0.585 11.6 0.505
1.500 29.7 0.235 0.767 15.2 0.619
1.750 34.7 0.242 1.000 19.8 0.706
2.000 39.7 0.283 1.250 248 0.712
2.250 44.6 0.308 1.500 29.8 0.726
2.500 49.6 0.336 1.750 348 0.787
2.750 54.6 0.348 2.000 398 0.812
3.000 59.6 0.343 2.250 448 0.811
2.500 49.8 0.808

2753 548 0.789

3.000 59.8 0.848
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Tabla 4.110 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.111 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo NT1975 en RFHR. Modulo NT1975
Tampén K"y Mg?  40°C Tampén Ky Mg 40°C
Lo=0.0694M m=0.0625¢ Lo=0.0694M m=0.1250¢g
t,h 10y,ghL" X t,h 10*y,gh L' X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.047 0.46 0.013 0.040 0.79 0.020
0.077 0.76 0.025 0.070 1.38 0.044
0.122 1.20 0.044 0.120 2.37 0.085
0.168 1.66 0.063 0.167 3.29 0.117
0.253 2.50 0.088 0.250 4.94 0.166
0.333 3.29 0.117 0.335 6.62 0.211
0.433 4.28 0.153 0.446 8.81 0.278
0.500 494 0.175 0.583 | 11857 0.346
0.722 7.14 0.217 0.768 15:2 0.405
0.967 9.57 0.257 1.000 19.8 0.476
1.257 12.4 0.216 1.265 25.1 0.563
1.522 15.1 0.281 1.508 29.9 0.623
1.753 17.4 0.245 1.750 34.7 0.630
2.015 20.0 0.361 2.002 39.7 0.655
2.257. 224 0.387 2.502 49.7 0.697
2.500 248 0.454 21730 54.7 0.734
2.7 27.6 0.357 3.000 59.7 0.759

3.000 29.8 0.439

ey eme s Tabla 4.113 — Hidrolisis de lactosa
Tabla 4.112 — Hidrolisis de lactosa en RFHR. Médulo NT1975

en RFHR. Moédulo NT1975 Fim—— K g Mgﬂ 40°C

Tampén Ky Mg?  40°C
- _ Lo=0.139M m=0.1250¢g
Ly=0.0694M m=03750¢g -

00000000 000000000000 0000000C0OCCCOOOIECEOINOOROONOOOOOTROOYS

t,h 10*y,gh L x t,h 10*y,gh L™ X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.038 227 0.046 0.045 0.89 0.014
0.067 3.94 0.117 0.090 1.77 0.036
0.117 6.90 0.221 0.118 2.33 0.049
0.167 9.87 0.319 0.167 3.29 0.072
0.218 12.9 0.380 0.262 5.16 0.117
0.267 15.8 0.433 0.345 6.81 0.152
0.417 24.7 0.555 0.423 8.36 0.177
0.500 29.7 0.645 0.588 11.6 0.232
0.597 35.4 0.728 0.767 15.2 0.300
0.767 45.6 0.712 1.008 20.0 0.384
1.002 59.6 0.831 1.250 24.8 0.414
1.252 74.5 0.867 1.513 30.0 0.475
1.503 89.6 0.879 1.750 34.7 0.548
1.750 104 0.879 2.000 39.7 0.572
2.000 119 0.897 2.252 44.7 0.579
2.268 135 0.890 2.507 49.8 0.597
2.503 149 0.952 2.752 54.7 0.663
2.752 164 0.922 3.000 59.6 0.647
3.002 179 0.947
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Tabla 4.114 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo NT1975
Tampén K"y Mg™?  40°C
Lo=0.139M m=0.1250g
(Experimento 2)

Tabla 4.115 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Maoddulo NT1975
Tampén K'y Mg**  40°C
Lo=0208M m=0.1250¢g

t,h 10’y,gh L X t,h 10’y,gh L' x
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.033 0.66 0.009 0.050 0.99 0.013
0.067 1.31 0.026 0.117 2.30 0.033
0.117 2.30 0.051 0.210 4.14 0.060
0.167 3.29 0.076 0.322 6.35 0.099
0.250 4.94 0.107 0.417 8.23 0.121
0.333 6.59 0.137 0.550 10.9 0.142
0.417 8.24 0.172 0.743 14.7 0.211
0.583 11.5 0.232 0.857 16.9 0.221
0.767 -+ 152 0.273 1.000 19.8 0.249
1.000 19.8 0.339 1.250 24.8 0.304
1.250 24.8 0.373 1.500 29.7 0.353
1.517 30.1 0.441 1.773 35.2 0.365
1.750 34.7 0.464 2.000 39.7 0.399
2.005 39.8 0.491 2.252 44.7 0.450
2.250 44.7 0.515 2.500 49.6 0.425
2.500 49.7 0.526 2.750 54.6 0.399
2.762 54.9 0.578 3.000 59.6 0.407
3.000 59.7 0.567

4.50
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000000000000000000000000000000

1.0

LO,M mg
e 0.0278 0.1250
0 0.06%4 0.0166
A 0.06%4 0.0625
4 0.06%4 0.1250
< 0.0694 0.3750
¢ 0.139 0.1250

= 0.208 0.1250

0.0 T T Ll T
0 40 80 120 160

10°y,ghL’

Figura 4.26 - Hidrolisis de lactosa en RHFR (modulo NT1975).  Variacién de
xfrenteay. 25°C Lactozym Tampén K'y Mg
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Figura 4.27 - Hidrélisis de lactosa en RHFR (médulo NT1975). Variaciéon de
xfrenteay. 30°C Lactozym Tampén K"y Mg"
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Figura 4.28 — (Detalle) Hidroélisis de lactosa en RHFR (médulo NT1975).
Variacién de x frenteay. 40°C  Lactozym Tampén K’y Mg
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Con objeto de analizar la influencia que el area superficial de las fibras y la
composicion de la membrana ejerce sobre el comportamiento del RFHR, se
programaron una serie de experimentos de hidrolisis de lactosa mediante la enzima
Lactozym en Tampon K™y Mg'? a 40°C y con otros modulos de fibra hueca de fibras de

naturaleza y superficie distinta. Las variables analizadas se indican en la Tabla 4.116.

Tabla 4.116 - Variables ensayadas para la hidrolisis enzimatica de lactosa en un
RFHR vy distintos médulos de fibra hueca. 40°C Lactozym Tampén Ky Mg"

Moédulo de fibra Masa de enzima

o Area -1 1 -1
hueca / Material de — Lo, M Lo, gL en ECS, g Cec, gL

fibra
NT1175/ " 0.0278 10
CUPROPHAN
(aoeta(t)célcfi_e saleli 1.08 0.0694 45 0.1250 0.821
modificado)
| CU%{(I);’;‘(NR 0.0278 10
(acetato de celulosa 1.35 0.0694 " 0.1250 0.712
modificado)
0.0278 10
BLS632 / 0.0694 25
R
m&?ﬁfi&l\)ﬂi 1.89 0.139 50 0.1458 0.655
0.208 75

T Cec = concentracién de enzima en el circuito del ECS del RFHR.

Los resultados experimentales se muestran en las Tablas 4.117 a 4.124, donde
se presentan los valores de conversion (x) obtenidos en funcion del tiempo (t), asi como
el valor de la variable intensiva de tratamiento (y) definida en la ecuacion [Ec. 4.2],
representandose en las Figuras 4.29 a 4.31. Como puede observarse, para experimentos
realizados a una misma temperatura y concentracion de enzima la conversion aumenta

al disminuir la concentracion de sustrato, independientemente del modulo de fibra hueca

utilizado.
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Tabla 4.117 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.118 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo NT1175 en RFHR. Moédulo NT1175
Tampén K"y Mg™?  40°C Tampén K'y Mg 40°C
Ly=0.0278M m=0.1250g Lp=0.0694M m=0.1250¢g
t,h 10*y,gh L™ X t,h 10’y,gh L* X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.038 0.75 0.030 0.053 1.05 0.029
0.067 1.31 0.066 0.103 2.04 0.069
0.117 2.30 0.131 0.167 3.29 0.120
0.167 3.29 0.193 0.250 4.93 0.171
0217 4.27 0.242 0.333 6.58 0.200
0.267 5.26 0.289 0.507 10.0 0.284
0.333 6.58 0.327 0.750 14.8 0.370
0418 8.26 0.375 1.000 19.8 0.441
0.505 998 0.446 1.250 247 0.487
0.583 11.5 0.477 1.502 29.7 0.512
0.767 1522 0.507 1.750 347 0.559
1.600 19.8 0.579 2.003 39.7 0.556
1.252 248 0.639 2.258 44.8 0.578
1.500 298 0.661 2.502 49.6 0.594

2.750 54.6 0.620
3.000 59.6 0.620
Tabla 4.119 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.120 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo NT1375 en RFHR. Modulo NT1375
Tampon K y Mg+2 40°C Tampon K y Mg+2 40°C
Lo=0.0278M m=0.1250¢g Lp=0.0694M m=0.1250¢g
t,h 10’y,gh L X t,h 10’y,gh L X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.053 1.05 0.051 0.055 1.08 0.031
0.100 1.97 0.111 0.105 2.07 0.069
0.167 3.29 0.190 0.167 3.29 0.116
0.252 4.97 0.264 0.250 4.93 0.164
0.335 6.61 0.321 0.333 6.58 0.198
0512 10.1 0.417 0.507 10.0 0.269
0.750 14.8 0.504 0.750 14.8 0.350
1.000 19.8 0.579 1.000 19.8 0.405
1.085 21.5 0.631 1.250 24.7 0.452
1.503 298 0.642 1.500 29.7 0.480
1.755 348 0.675 1.750 347 0.486
2.005 39.7 0.712 2.002 39.7 0.545
2.258 44.8 0.709 2.250 44.6 0.560
2.500 49.6 0.702 2.502 49.6 0.550
2.752 54.6 0.735 2.750 54.6 0.567
3.000 59.6 0.742 3.000 59.6 0.597
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Tabla 4.121 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.122 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo BLS632 en RFHR. Modulo BLS632
Tampén K"y Mg?  40°C Tampén K'y Mg 40°C
Lo=0.0278M m=0.1458¢g Lo=0.0694M m=0.1458g
t,h 10’y,ghL" X t,h 10’y,gh L’ X
0.00 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.01 0.13 0.041 0.033 0.66 0.019
0.07 141 0.089 0.067 1.31 0.050
0.12 2.37 0.163 0.117 2.30 0.093
0.17 3.32 0.221 0.167 3.29 0.130
0:22 4.27 0.268 0.252 4.97 0.182
0.27 5.26 0.316 0.333 6.58 0.233
0.33 6.58 0.389 0417 8.23 0.273
0.42 8.23 0.451 0.585 11.6 0.374
0.50 9.88 0.491 0.767 152 0.486
0.59 11.6 0.554 1.005 19.9 0.427
0.77 . 15.2 0.638 1.252 248 0.553
1.00 19.8 0.705 1.503 29.8 0.619
1.25 248 0.781 2.000 39.6 0.620
1.50 29.7 0.793 2.250 44.6 0.729
1.75 347 0.828 2.538 50.4 0.805
2.01 39.8 0.882 2.762 548 0.708
2.26 448 0.889 3.000 59.6 0.740

2.50 49.7 0.870
2.77 54.9 0.881
3.00 59.6 0.858
Tabla 4.123 — Hidrolisis de lactosa Tabla 4.124 — Hidrolisis de lactosa
en RFHR. Modulo BLS632 en RFHR. Modulo BLS632
Tampén K"y Mg?  40°C Tampén K'y Mg 40°C
Ly=0.139M m=0.1458¢g Lo=0208M m=0.1458 g
t,h 10’y,gh L X t,h 10’y,ghL! X
0.000 0.00 0.000 0.000 0.00 0.000
0.045 0.89 0.015 0.052 1.02 0.014
0.072 141 0.028 0.122 2.40 0.038
0.118 2.33 0.052 0.203 4.01 0.064
0.192 3.78 0.085 0.300 591 0.098
0.257 5.06 0.109 0.435 8.58 0.135
0.337 6.65 0.140 0.562 1610 0.164
0.417 8.23 0.176 0.700 13.8 0.179
0.588 11.6 0.212 0.837 16.5 0.223
0.762 15:1 0.265 1.003 19.8 0.262
1.000 19.8 0.282 1.252 247 0.309
1.503 29.8 0.425 1.500 29.7 0.295
1.772 35.1 0.445 1.753 34.7 0.372
2.003 39.7 0.548 2.002 39.6 0.407
2252 447 0.560 2.252 44.6 0.445
2.500 49.6 0.529 2.508 49.7 0.487
2.778 55.1 0.539 2.757 54.6 0.494
3.000 59.6 0.620 3.008 59.6 0.534
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1.0
0.8 1
Figura 4.29 — Hidroélisis de
0.6 - lactosa en RFHR (moédulo
NT1175). Variacion de x
04 - frente ay. 40°C Lactozym
LM mg Tampén K' y Mg+2
e 0.0278 0.1250
02 1 ° 0.06%4 0.1250
00 ¢ T T e
0 20 40 5 ]60
10°y,ghL
X
1.0
, 0.8 1
Figura 4.30 — Hidrolisis de
lactosa en RFHR (médulo 0.6
NT1375). Variacion de x J
frente ay. 40°C Lactozym 0.4
Tampén K y Mg*? S g
® 0.0278 0.1250
R " 00694 0.1250
OO T T
0 20 40 60
10°y,ghL’
X
1.0
0.8
Figura 4.31 — Hidrolisis de
0.6 lactosa en RFHR (moédulo
BLS632). Variacion de x
04 - frente ay. 40°C Lactozym
LOM meg Tampén K y Mg
® (0.0278 0.1458
0.2 0 0.0694 0.1458
= (0.139 0.1458
o 0.208 0.1458
0.0 T T
0 20 40 60,
100y, ghL
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En este apartado se procede a realizar la discusion de los resultados
experimentales en el mismo orden mostrado en el apartado 4, desarrollando los modelos

teoricos utilizados para la interpretacion de los mismos.

5.1 Actividad enzimatica.
5.1.1 Influencia de pH sobre la actividad de la enzima B-galactosidasa.

La ‘influencia que el pH ejerce sobre la actividad de la enzima B-galactosidasa
procedente de distintas fuentes es un factor generalmente analizado por distintos autores
para determinar el rango O6ptimo de operacién. Sin embargo no se han encontrado en
bibliografia- modelos cinéticos que expliquen la dependencia de la .actividad de las

lactasas en funcion del pH.
Un modelo utilizado frecuentemente para explicar la actividad enzimatica en

funcion del pH es aquél que supone la pérdida y captura de un proton:

EH'* _ E + H' [Ec. 5.1]
B B 4 H [Ec. 5.2]

Las constantes de equilibrio de estas reacciones, K; y K3 respectivamente, se
definen como:
+ - +
gy = B g [EIEY (Ee. 53]
[EH']

de forma que el balance a la enzima conduciria a la expresion:

E= T Ce [Ec. 5.4]
1+ E_]. 4 53_
Ky [HY]
donde er son los moles de enzima activa por gramo de complejo enzimatico activo, Cg

es la concentracion de complejo enzimatico activo total y E la concentracion de enzima
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nativa activa libre presente en el medio de reaccion. Si solo la forma enzimitica E es

activa, la actividad depende del pH, en condiciones de saturacion de sustrato, de la

forma:
a ke et Cg _ Vimax _
& +
1+E+_IS3_ 1+[i{_1+&
Ky @Y K @Y
= Vmax , mol g-l h~1 [Ec. 5.5]

14702 ~FEL 4 pPtl—1Eg
donde k. es la constante de velocidad y- Vmax la velocidad maxima de la reaccion.

El ajuste de los datos a esta ecuacion se ha realizado mediante regresiéon no
lineal. Para estimar unos parametros iniciales que permitan iniciar el célculo se aplica la
ecuacion [Ec. 5.6] a los datos de actividad frente a pH obtenidos con la enzima
Lactozym y Maxilact en tampén citrico-fosfato y [K'] = 0.100 M, estimandose unos
valores para pKz, pK3 y Vmax mediante regresion multiple:

a Vimax VmaxK2 Vmax [H*]

[Ec. 5.6]

También puede explicarse la dependencia de la actividad en funcién del pH con
modelos que impliquen la pérdida o captura de 1 6 2 protones, obteniéndose el mejor

ajuste para ambas enzimas con el modelo:

EH,*? _ E + 2H* [Ec. 5.7]
E_ 2 E +H' [Ec. 5.8]

donde las constantes de equilibrio de estas reacciones, K4 y Ks, vienen definidas como:

) -
Kk, - E[H'] K, - [E1EH'

= [Ec. 5.9]
El balance a la enzima conduciria a la expresion:
E = eI ZCE [Ec. 5.10]
1+ E__]_ + ﬁ
Ke Y
w2
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y si solo la forma enzimatica E es activa, la actividad depende del pH, en condiciones de

saturacion de sustrato, de la forma:

s = _Keer Cg  _ Vimax _
+42 ; +42
1+E_ _f_L 1+E_+£
Ks  [H'] Ke [
= Vimax mol g~ ! h™! [Ec.5.11]

1410PK4 = 2pH 4 1Pt —pKs

De igual forma que para el caso anterior, el ajuste de los datos experimentales a
esta ecuacion se ha realizado mediante regresion no lineal, utilizando la ecuacion [Ec.
5.12] para determinar mediante regresién multiple unes valores inciales con los que

comenzar la iteracion.

L. + L [H']? s 1 [Ec. 5.12]
a Vnax VmaxK4 Vmax [H']

Aplicando los dos modelos desarrollados a los datos de actividad obtenidos para
las enzimas Lactozym y Maxilact en un tampén citrico-fosfato (Tabla 4.2 y 4.3) se
obtienen los parametros cinéticos indicados en la Tabla 5.1. Como puede observarse en
la Figura 5.1, el modelo que mejor ajusta los resultados experimentales obtenidos es el
que asume el intercambio de dos protones. No obstante seria recomendable aumentar el
nimero de ensayos experimentales para verificar el resultado obtenido.

Como puede observarse a partir de los valores de actividad y los parametros
cinéticos alcanzados, el comportamiento de ambas enzimas con respecto al pH es
practicamente equivalente.

El modelo de disociacion de dos protones ha sido aplicado a datos
experimentales de actividad frente a pH propuestos por distintos investigadores. Estos
datos fueron obtenidos por [-galactosidasas que se hallaban en estado libre e
inmovilizado. Los parametros cinéticos obtenidos se muestran en la Tabla 5.1,
mostrandose el ajuste a los datos experimentales en las Figuras 5.2 y 5.3.

Como puede observarse en la Tabla 5.1, los parametros cinéticos pK2, pKs, pK4
y pKs obtenidos al aplicar el modelo cinético propuesto a los datos ofrecidos por otros
autores, mantienen cierta similitud con los estimados para la misma enzima en el

presente trabajo.
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Tabla 5.1 — Parametros cinéticos obtenidos a partir del ajuste de datos de actividad
frente pH obtenidos en este trabajo y recopilados en bibliografia.

Modelo de [Ec. 5.1] Modelo de [Ec. 5.7]

Autor reaccion
pK: pK;

Enzima / Medio de y [Ec. 5.2]

y [Ec. 5.8]
Vnax PKs pKs Vinax

Kluyveromyces fragilis (sol.)  7.40 6.46 10.486

(Lactozym) / Tampén K y Mg

12.8 7.47 10.0942

Este trabajo
2 Kluyveromyces lactis (sol.) ~ 7.07 6.74 ’

(Maxilact) / Tampén K™ y Mg™?

0.293
12.7 7.49 '0.0972

o

Santos y " :
Tampon fosfato con iones K™ y
col. (1998)  \ig™ y disolucion de ONPG

Kluyveromyces fragilis (sol.) / 587 764 2205107

118 797 “17010r

Ccélulas de Kluyveromyces
Szczodrak  fiagilis (inm.) / Tampén fosfato 6.46 6.99
(2000)  con iones K"y Mn"y disolucién
de lactosa

ia0g
120 738 %130

N (1n01glucosa genzi.ma-1 h-l)

2 tmoloms 1" tin’™y

? (adimensional)

(sol.)=enzima soluble, (inm.)=enzima inmovilizada.

a, mol g'1 h'

0.08

IS
0.06 by
fofer

0.04 1
....... Lactozym-[Ec.5.1] y [Ec.5.2]
0.0 | —— Lactozym-[Ec.5.7] y [Ec.5.8]
- Maxilact-[Ec.5.1]y [Ec.5.2]
L ~———— Maxilact-[Ec.5.7] y [Ec.5.8]
0.00 ' i ’
57 6.2 6.7 7.2 (i)
pH

Figura 5.1 — Influencia del pH sobre la actividad de las enzimas Lactozym y
Maxilact. Tampén citrico-fosfato, [PO,°]=0.01 M, [K']=0.1 M, [Mg?]=0
M, [Mn*?] =0 M, ajuste de pH mediante adicién de acido citrico.
(e=Lactozym, m=Maxilact)
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20

10° actividad, molonpG L min™

16

12.4

10

Figura 5.2 - Influencia de pH sobre la actividad enzimatica (Kluyveromyces

— Modelo

‘ Sfragilis - Santos y col. (1998)) ( - - - Modelo [Ec. 5.1] y [Ec. 5.2]
[Ec. 5.7] y [Ec. 5.8])
actividad relativa, %
100 -
75
50 1
25
0 T r
5 6 7 9
pH

Figura 5.3 - Influencia de pH sobre la actividad enzimatica (Kluyveromyces

fragilis - Szczodrak (2000)) ( - - - Modelo [Ec. 5.1] y [Ec. 5.2]

[Ec. 5.7] y [Ec. 5.8]))

5.5

— Modelo
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5.1.2 Desactivacion térmica de la enzima B-galactosidasa.

En las Figuras 5.4 y 5.5 se muestra como varia la actividad normalizada (aorm)
de las enzimas Lactozym y Maxilact con el tiempo de reaccion en un RDMP, tanto en
presencia del Tampon K™ y Mg*? como en presencia de Tampon Na* (datos en Tablas
4.7 2 4.20).

Como ya se coment6 en el apartado 4.1.3, las enzimas Lactozym y Maxilact
conservan practicamente toda su actividad (en presencia de Tampén K* y Mg?) a 30y
35°C después 3 horas, mientras que a temperaturas mayores sufren una desactivacion
considerable. Sin embargo, en Tampdn Na' la actividad de ambas enzimas disminuye
rapidamente con-la temperatura y el tiempo de reaccion, siendo practicamente igual a
cero tras 1 hora a 40°C.

Para explicar el comportamiento de las lactasas en funcion de la temperatura se
han aplicado diferentes modelos de desactivacion recopilados en bibliografia (Tabla 5.2
y apartad‘o 2.4.3) a los datos experimentales obtenidos: modelo de desactivacion c!e

primer orden, modelo de desactivacion de segundo orden y diferentes modelos de

anorm

T,°C  Enzima
A 40 Lactozym
¢ 425 Lactozym
o 45 Lactozym
o 50 Lactozym
A 40  Maxilact

—— Modelo propuesto

0.0 ] T 1

Figura 5.4 — Influencia de la temperatura sobre la actividad de Lactozym y
Maxilact. =~ RDMP  Tampén K'y Mg*
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anorm
1.0
T,°C Enzima
0.8 A 25 Lactozym
o 30 Lactozym
0.6 -
0 40 Lactozym
0‘4_{ 2 ° 30 Maxilact
® 40 Maxilact
0.2 -
: —— Modelo propuesto
0.0 T T T
0 1 2 3 t,h

Figura 5.5 — Influencia de la temperatura sobre la actwndad de Lactozym y
Maxilact. RDMP  Tampén Na*

desactivacion que suponen la existencia de reacciones reversibles e irreversibles en las

que las especies enzimaticas - formadas podrian tener -actividad - catalitica - especifica

 difererente a la de la enzima nativa (Henley y col. (1986)). Sin embargo los parametros

cinéticos obtenidos a partir del ajuste de estos modelos a los datos cinéticos

experimentales no se consideran satisfactorios.

En el presente trabajo se propone el modelo de desactivacion siguiente:

kp
= — - Ep il Eq [Ec. 5.13]
ih

donde ky, ki, y kg son las constantes cinéticas individuales de la reaccion. Este modelo
implica que la enzima nativa (E) se transforma a una forma no activa o de menor
actividad (E,) susceptible de transformarse de nuevo en la enzima activa (E). La especie
enzimatica (Ep) puede sufrir una desnaturalizacion de caracter irreversible hacia la

especie Eq que no posee actividad alguna.

0
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Tabla 5.2 — Modelos de desactivacion y energia de activacion (E,) propuestas por
diferentes autores para f3-galactosidasas.

A Origen de Medio de Modelo de o E,,Kcal E,, Kcal
utor - £ o e - i 1 e
enzima reaccion desactivacion mol™ (sol.) mol™ (inm)
Gonzilez- Células
Sisoy col.  Kluyveromyces Tampon fosfato [Ec. 2.18] 7.78
(1994) lactis
Fapayanna Aspergillus
kos y col. . Tampén lactosa  [Ec.2.18]  33-60 823 92.5
(1993) &
Carraray Kluyveromyces 43
col. (1997) fragilis [Ec.2.18]
Fujikawa y s : 58-64 184 (invivo)
col. (1997) Escherichia coli [Ec. 2.18] 108 i viteo)
Bakken y Bacillus 5268 433
Gol. (1992) circulans [Ec. 2.18]
Yangycol.  Aspergillus 25-60 55.1
(19892) niger [Ec. 2.18]
Zhou y col. Kluyveromyces  Tampdn con 35-55 478
(2001a) lactis PO,3, K'y Mg gacl
Giancomini Kluyveromyces  Tampdn con 45-53
y col.(2001) lactis PO, K"y Mg"? e 210
Santosy * Kluyveromyces ~ Tampdn con 1 . 40-50 778
col (1998)  fragilis PO K yMg?  EC- 313
Kluyveromyces g
Este trabajo __ Jragilis/ TampénK'y 30-50 108
y Kluyveromyces Mg {Ee:3.15
lactis
Kluyveromyces
Este trabajo _ Jragilis/ 2 CEEER I 25-40 44.7 '
Y Kfieyvercmyces Tampén Na [Ec. 5.13]
lactis
! Modelo propuesto en este trabajo.

2 Medio de reaccion definido en este trabajo.

(sol.) = enzima soluble, (inm.) = enzima inmovilizada.

De acuerdo con el modelo de desactivacion. propugnado- en la. ecuacién [Ec.

5.13], la cinética de desactivacion podra expresarse de la forma:

d E

ﬁ = —kh E + kih Eh [EC. 5.14]
d Ey

g kn E - (kijn +kq) Ep [Ec. 5.15]
t=0 E=E, Ep=0 [Ec. 5.16]

Definiendo las variables adimensionales:
b:£ c=ﬂ t=kpt (Ee. 5.17]
Ep Ep
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el sistema queda de la forma:

db
— =-b+Ky ¢ [Ec. 5.18]
d
dc
—=b-(Kp+Ky4) ¢ [Ec. 5.19]
d 1
ey b=1 c=0 [Ec. 5.20]
donde:
WL S | [Ec. 5.21]
kp kp

Si sélo la forma enzimatica E es activa, la actividad normalizada (am.sm) a cada
tiempo sera igual a (b), mientras que si la especie enzimatica Ey conserva una actividad
residual () la actividad normalizada vendra definida de la forma:

Hroiiiy = B + & © [Ec. 5.22]

El ajuste del modelo propuesto a los datos experimentales puede Heva;se a cabo
mediante integracion numérica del sistema que lo representa ([Ec. 5.18] a [Ec. 5.20]).

Los mejores resultados se obtuvieron considerando que la especie E; no mantenia

actividad alguna, por lo que o = 0.

Como la desactivacion que ambas enzimas (Lactozym y Maxilact) sufren en
Tampén K* y Mg*? es similar, el tratamiento cinético de los datos obtenidos a cada
temperatura en este tampon puede realizarse de forma conjunta. En la Tabla 5.3 se
muestran los parametros ky, Ky y Kg, calculados al aplicar el modelo cinético propuesto
a los datos obtenidos en presencia de ambos tampones. En las Figuras 5.4 y 5.5 se
puede observar la bondad del ajuste para ambas enzimas en los dos tampones indicados.
La observacion visual parece demostrar que el modelo propuesto justifica la
dependencia experimental observada. Asi mismo los residuales obtenidos se distribuyen
aleatoriamente a un lado y otro del cero, comprobandose que mas del 90% de los puntos
experimentales consideragdos presentan un error inferior al 5% con respecto a los
calculados a partir del modelo planteado.

En la Figura 5.6 se presenta la dependencia que las constantes ks, Ky, y Kq tienen

con la temperatura. Estas constantes se obtuvieron para ambas enzimas en un RDMP en
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presencia de Tampon K* y Mg*?. En las ecuaciones [Ec. 5.23] a [Ec. 5.25] se proponen

expresiones que permiten calcular los parametros de ajuste:

54200)  _
ky = 7.8 1073exp(— —T~) ! 2 =099 [Ec. 5.23]
B 31600
Kp =4.09 10 44exp(—T——J % = 0.967 [Ec. 5.24]
_ 29300
Kq =506 10 4lexp(—T—) 12 =0.948 [Ec. 5.25]

Tabla 5.3 — Parimetros kn, Ki y K4 calculados a partir de la aplicacién del modelo
propuesto, [Ec. 5.13], a los datos de actividad de B-galactosidasas.

Autor Medio de reaccién Fuente de T.%C Ky, h! 8 K,
enzima
40 0.0507 2.00 3.27
Kluyveromyces 425 0.200 1.35 0.787
Jfragilis (sol.) -
45 1.08 0.680 0.613
50 10.3 0.0952 0.147
“Kluyveromyces T
Este trabajo lactis (sol.) 40 0.0507 2.00 3.27
' (Maxilact)
Kluyveromyces 25 0.490 1.99 0.513
fragilis (sol.) 30 1.66 0.784 0.144
! Tampén Na* (S R (- 0.0599 .. 0.0308
Kluyveromyces 30 1.62 0.990 0.177
lactis (sol.)
(Maxilact) 40 17.3 0.0359 0.0331
Papayannn .
ak':,syy ol  ‘TampduTsie Aspergillus 55 0.0364 2.77 0.711
(1993) niger (inm.)
40 109107 111 0.634
; : Kluyveromyces
T K" = -10°°
cﬁ:“(‘l";g’g) s pea ‘;"aﬂz > fragilis (sol.) 45 57710 0.571 0.206
SRt 50  51410" g 109 0.130
Kluyveromyces
lactis(sol.) 45 1.37 0.964 0.0534
Giancomini o Maxilacty
col.(1998) Kluyveromyces
L iy (im“;‘) 45 0.875 1.02 0.355
(Maxilact)

! Tampén definido en este trabajo.
(sol.) = enzima soluble, (inm.) = enzima inmovilizada.
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n ke
In Kn
% In Ka
-
0 W & A
9]
4 : : ,
3.05E03 3.10E-03 3.15E-03 3.20E-03 3.25E03
UT,K'

Figura 5.6 — Dependencia de los parimetros ky, K; y Kq con la temperatura.
RDMP, Tampén K y Mg*?, Lactozym y Maxilact (® =ku, =K,y A =Kg)

*  Enl Figura 5.7 se presenta la dependencia que las constantes kn, Ky, y K4 tienen
con la temperatura. Estas constantes se obtuvieron para ambas enzimas en un RDMP en
presencia de Tampén Na’. En las ecuaciones [Ec. 5.26] a [Ec. 5.28] se proponen

expresiones que permiten calcular los parametros de ajuste:

In ke
In Kn

s IKs

3 =

l 4

-] 4

-3

-5 T T

3.1E03 3.2E03 3.3E03 3.4E-03

VT, K

Figura 5.7 — Dependencia de los parametros ki, Ky y Kq con la temperatura.
RDMP, Tampén Na*, Lactozym ( @ =ky, m =Ky y A =Kj) y Maxilact ( 0 =ky,
El= Kh y A= Kd)
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22400)  _
kp =1.92 10°2 exp(— T) il % =099 [Ec. 5.26]
B 24900
Ky =165 10736 exp(T) 2 = 0.970 [Ec. 5.27]
. 16600
Kq=266 107 % exp(T) r% =0.989 [Ec. 5.28]

Para verificar el modelo de desactivacion propuesto para las B-galactosidasas
estudiadas, se aplicoO éste a datos experimentales propuestos por diferentes autores
Papayannakos y col. (1993), Santos y col. (1998) (que utiliza un tampén con iones K*
y Mg*?) y Giancomini y col. (1998). Los parametros de ajuste calculados se indican en
la Tabla 5.3. El ajuste del modelo a datos de actividad de B-galactosidasas, tanto en
estado libre como inmovilizado, se muestra en la Figura 5.8. La observacion visual
parece demostrar que el modelo propuesto justifica la dependencia experimental
observada. Asi mismo los residuales obtenidos se distribuyen aleatoriamente a un lado y
otro del cero, comprobandose que mas del 85% de los puntos que proponen estos
autores presentan un error inferior al 5% con respecto a los calculados a partir del

modelo de ajuste.

@norm

i 9C
a 40 Santosy col(1998)
e 45 Santosy col(1998)
A 50 Santosy col(1998)

a 45 Gancominiy col(1998)

(o}

45 Gancominiy col(1998)

0 2 4 6 8 t,h

Figura 5.8 — Ajuste de datos de actividad propuestos por distintos autores a
modelo de desactivacién. Enzima soluble ( m ® A 0), enzima inmovilizada

()
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Para los datos de actividad propuestos por Santos y col. (1998), se presenta en la
Figura 5.9 la dependencia que las constantes ki, Kn y K4 obtenidas tienen con la
temperatura proponiéndose en las ecuaciones [Ec. 5.29] a [Ec. 5.31] expresiones que

permiten calcular los parametros de ajuste:

39000)  _
kp =1.09 10% exp(— —T—] il 2 =0993 [Ec. 5.29]
_ 46900
Ky =892 107 exp(——T—) % =0977 [Ec. 5.30]
= 16100
Kq=268 10~ 2 exp(T) r? =0.950 [Ec. 5.31]
ik,
K,
nKq
5
0 -
o kh
5 -‘ AKh
= Kd
q04
'15 T T T
3056-03 3.10E-03 3.5E03 320E03  325E-03
T, K

Figura 5.9 — Dependencia de los parametros ky, Ky y Kq con la
temperatura (Santos y col. (1998))

Los ensayos de actividad realizados a 30°C para la enzima Lactozym en RFHR
(con distintos modulos) muestran, como ya se indicé en el apartado 4.1.3, que dentro
del circuito del ECS del RFHR, o bien la enzima ha perdido actividad (hecho
improbable ya que a 30°C no se advertia pérdida de actividad en RDMP) o bien es
retirada del seno de la disolucion (Figura 4.7). De igual forma, al comparar la actividad
mostrada por esta enzima en el RDMP y RFHR a 40 y 45°C (Figura 4.8) se observa que

dentro del RFHR existe una mayor disminucion de la actividad detectada.
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5.1.3 Estabilizacion de B-galactosidasa en presencia de lactosa.

La influencia que la lactosa ejerce sobre la actividad de la enzima pB-
galactosidasa difiere segun los autores. Asi, mientras que Mahoney y col. (1988a)
indica que la lactosa es capaz de estabilizar la enzima, Yang y col. (1994) observa que,
si bien este disacarido reduce la agregacion de ésta no es capaz de estabilizarla por
completo. Por otro lado Illanes y col. (1998) indica que la presencia de lactosa
disminuye la actividad residual de una enzima procedente de una cepa de
Kluyveromyces marxianus, mientras que la galactosa la estabiliza.

Con el objetivo de verificar si la lactosa estabiliza de alguna forma la actividad
de la enzima se programaron una serie de experimentos de hidrélisis de lactosa con la
enzima Lactozym. Los experimentos se llevaron a cabo en RDMP a 40°C, con
disoluciones de lactosa de concentraciéon 0.0694 M preparadas en Tampon K™y Mg*? y
concentraciones de enzima comprendidas entre 0.10y 3.00 g L" (Tablas 4.75 a 4.78).

La Figura 5.10 muestra la conversion (x) (definida como la cantidad de lactosa
hidrolizada dividida por la cantidad de lactosa inicial) en funcién del producto de .la
concentracion .de enzima inicial por el tiempo (Cgo t). Todos los resultados
experimentales se ajustaron a una misma linea, lo que indica que dentro del rango
experimental ensayado la enzima no sufre desactivacion alguna. Si lo comparamos con
los ensayos de actividad realizados en los que se advertia que a 40 °C la enzima sufria
desactivacion en ausencia de lactosa (Figura 5.4), podemos concluir diciendo que,
dentro del rango experimental utilizado, la lactosa ejerce un efecto estabilizador sobre la

lactasa.
5.1.4 Actividad de la enzima glucosa isomerasa.

Como ya se pudo comprobar en el apartado 4.1.3 la enzima glucosa isomerasa
no sufria desactivacion alguna en un RDMP en las condiciones ensayadas.

Cuando se estudio su comportamiento en un RFHR se indicé que dentro de este
sistema experimental habia una pérdida de actividad posiblemente debido a una retirada

de enzima del seno de la disolucion y a una acumulacion de la misma sobre la
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membrana. La justificacion de este efecto sera estudiada con mayor profundidad en el

apartado 5.4.

CE0, g L-1
0.10
0.50
1.00
3.00

o O Db o

T T

12 l1.6
Ceo t,ghL

Flgura 5.10 — Influencia de la concentracion de lactosa sobre la actividad de la
enzima Lactozym. RDMP, 40°C, Tampén K" y Mg" 2 L¢=0.0694 M

5.2 Isomerizacion fructosa-glucosa en un reactor discontinuo mezcla perfecta

(RDMP).

Dado que la reaccion enzimatica de isomerizacion fructosa-glucosa es
reversible, para la interpretacion cinética de dicha reaccion es necesario el conocimiento
de las condiciones de equilibrio alcanzadas.

La constante de equilibrio K., definida en la ecuacion [Ec. 2.30], ha sido
determinada experimentalmente por Luzén Gonzalez (1993), mostrandose en la Tabla
5.4 la conversion de equilibrio, x., y la constante del equilibrio de isomerizacion, K,
que obtuvo a distintas temperaturas. Los resultados conseguidos para K. se ajustan a la
ecuacion de Van't Hoff [Ec. 2.51].
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Tabla 5.4 — Constantes y conversiones de equilibrio
para la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa

(Luzén Gonzalez (1993))

T,"C K. X,
30 0.8342 0.5452
40 0.9290 0.5184
50 1.0278 0.4931
60 1.1302 0.4694

Aplicando el modelo cinético desarrollado [Ec. 2.45], los datos experimentales
se ajustan a una linea recta que pasa por el origen, como se puede observar en las
Figuras 5.11 a 5.17.

En las Fiéuras 5.15 a 5.17 se observa para experimentos realizados a una misma
concentracion de enzima, como al aumentar la concentracion de sustrato aumenta la
pendiente ya que ésta es directamente proporcional a la concentracion total de hexosas.
Para experimentos realizados a una misma concentracion de sustrato y concentraciones
de enzima diferentes (Figuras 5.11 a 5.14) se observa que los datos se ajustan a una
misma recta ya que, con la inclusion de la variable intensiva de tratamiento, y, la
pendiente de la recta es independiente de la concentracién de enzima siempre que no
haya desactivacion alguna como previamente se constato.

De la pendiente de estas rectas se puede obtener un valor medio de la constante

cinética en el RDMP, (k, )mp, para cada concentracion de sustrato Sy ensayada (Tabla

5.5).

yghL'
50
CEO0, g L-1 .
- 4 Figura 5.11 -
o AR Isomerizacion fructosa-
419 9 glucosa en RDMP -
- A (1)7.50 Representacion [Ec. 2.45]
| | e @750 Influencia de la
20 concentracion de enzima
40°C, So = 0.10 M,
10 1 Tampén Mg*?
0 &
0.0 03 0.6 0.9 12 1.5 1.8
In ((e-%0)/ (%))
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Figura 5.12 -
Isomerizacion fructosa-
glucosa en RDMP -
Representacion [Ec. 2.45]
Influencia de la
concentracion de enzima
40°C, So = 050 M,

y,ghL’l

CE0, g L-1
04 | o 25

o 500
01 14 75

Tampén Mg*
0.0 0.2 04 0.6 0.8
In ((e-20)/(xe-X))
,ghL’
50 y- g
wy | e Figura 5.13 -
o (1250 Isomerizaciéon fructosa-
30 - + (225 glucosa en RDMP -
A 50 Representacion [Ec. 2.45]
o~ o (1)7.50 Influencia y de ) la
concentracion de enzima
X (2)7.50 40°C, S = 1.10 M,
10 4 Tampén Mg*

0 L L]
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5
In ((%-30)/(%-X))
y,ghL’
50

Figura 5.14 - | 404 CEO, g L1
Isomerizacion fructosa- o 250
glucosa en RDMP - | ., | o 500
Representacion [Ec. 2.45] A 750

Influencia de la
concentracion de enzima
40°C, So = 150 M,
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0.2 03 04
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SO, M
Figura 5.15 -
a 0.10 Isomerizacion fructosa-
+ 050 glucosa en RDMP -
’ Representaciéon [Ec. 2.45]
o(1)110 Influencia de la
concentracion de sustrato
X@OLO N 40°C, Cpe = 2.50 g L,
o 150 Tamp6én Mg*?
X . 0.6
In ((e-x0)/(%e-X))
,ghL’
20 y.8
Figura 5.16 - S0, M
Isomerizacion fructosa-
glucosa en RDMP - + B
Representacion [Ec. 2.45] o 010
Influencia de la e
concentracion de sustrato =
40°C, Cro = 5.00 g | e A 110
r +
Tampén Mg o 180
0 ; ) 1 1
0.0 0.3 0.6 0.9 1.2
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Figura 517 -
0(10.10 Isomerizaciéon fructosa-
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Representacion [Ec. 2.45]
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Influencia de la
a() 110 concentracion de sustrato
5 _ 1
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0.0 04 08 1.2 1.6
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Tabla 5.5 - Constantes cinéticas de pseudoprimer orden (k,)mp obtenidas
para la isomerizacion fructosa-glucosa en un reactor discontinuo mezcla
perfecta (RDMP) 40°C  Tampén Mg*?

Se, M Cro, g L (k,)mp, Lg" h?
0.05 5.00 0.0705
0.10 2.50, 5.00, 7.00 0.0608
0.50 2.50, 5.00, 7.00 0.0338

1.10 2.50, 5.00, 7.00 0.0199

1.50 2.50, 5.00, 7.00 0.0151

En la Figura 5.18 se observa el ajuste de 1/k, vp frente a Sy segun la ecuacion

[Ec. 2.46] postula, pudiéndose obtener el valor de kr er y K; a la temperatura de 40°C a
partir de ld pendiente y ordenada en el origen de la recta de ajuste (*=0.999):
keer=0.0792 L g’ b

K;=2.76 M!
V(kajmp, gh L

80

60 o
40 .
20

0 T T T
0.0 05 1.0 1.5 20
So,M

Figura 5.18 — Isomerizacion fructosa-glucosa en RDMP.
Representacion de 1/(k, )mp frente a So 40°C

Determinado el valor numérico de kr et y K;; conocido el valor numérico de la

constante de equilibrio de isomerizacion, K., y su expresion en funcion de las constantes
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cinéticas individuales [Ec. 2.30]; teniendo en cuenta [Ec. 2.38] que relaciona la
constante K; con las constantes cinéticas elementales del modelo cinético propuesto; y
bajo la consideracion previamente realizada de que la reaccion de isomerizacion se
aproxima a una cinética de pseudoprimer orden (por lo que Kur= Kmg = Ky) pueden
determinarse las constantes cinéticas elementales de la reaccion de isomerizacion
(Tabla 5.6) y la constante de Michaelis-Menten, Ky (Tabla 5.7) a la temperatura de 40
*C.

La comparacion de las constantes obtenidas con distintas enzimas mostradas en
la Tabla 5.6 no es posible ya que incluyen la concentracion de enzima activa del
complejo enzimatico utilizado, aunque puede observarse en general una mayor
actividlad por gramo de enzima en el complejo enzimitico utilizado en esta

investigacion, Spezyme GI.

Tabla 5.6 —Valores propuestos para las constantes cinéticas elementales de la
reacciﬁn de isomerizacion fructosa-glucosa llevada a cabo en RDMP 40°C

keer, Lh? g’ ke, Lh'g' kger,molh'g’ keer,molh™ g’  Enzima Referencia
0.00402 0.00458 0.00096 0.00100 Células  SProully col.
(1976)
0.0672 0.0786 7.50 9.48 pycp  Iikkerty col.
| (1981)
0.0116 0.00152 0.00443 Chen y col.
: + Sweetase (1987)
Luzoén
0.0465 0.0465 0.00539 0.00500  Syeetzyme Gonzélez
(1993)
0.0792 0.0792 0.0149 0.0138 Speéi'me Este trabajo

+ Datos estimados a partir de datos experimentales obtenidos a otras temperaturas.

En la Tabla 5.7 se puede observar que los valores propuestos por distintos
autores para Kur y Kmr @ 40°C, obtenidos en distintas condiciones experimentales, son
practicamente coincidentes, siendo unas veces mayor Kuf y otra Kmg. Por este motivo se
ha calculado un valor medio de ambas constantes, Ky, observandose que el encontrado
en esta investigacion es del mismo orden de magnitud que los calculados para otros

complejos enzimaticos.
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Tabla 5.7 - Valores propuestos para la constante cinética de Michaelis-Menten de

la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa en RDMP 40°C

Knte M Knee M Kn, M Enzima Referencia
0.054 0.090 0.072 t Enzima libre Takasaki y col. (1969)
0.691 0572 0.632 Células Sproull y col. (1976)
232 230 231 T Célulasinmovilizadas en Chen y col. (1980)

queratina

1.94 1.92 1.93 1 ICI Kikkert y col. (1981)
0.47 0.11 0.29 T Sweetase Chen y col. (1987)
0.223 0223 0.223 Sweetzyme Luzén Gonzilez (1993)
0363 0363 0.363 Spezyme GI Este trabajo

|

+ Datos estimados a partir de datos experimentales obtenidos a otras temperaturas.

La comparacion de las constantes obtenidas con las postuladas por otros autores,
confirman las suposiciones realizadas.. Asi mismo la observacion visual de los datos
experimentales y del ajuste planteado parece justificar la dependencia experimental
observada. A modo de ejemplo se muestra en las Figuras 5.19 a 5.21 el ajuste del

modelo cinético planteado a los datos experimentales obtenidos en el RDMP.

X
0.5
CEO, g L-1
047 1 & 500 Figura 5.19 -
——Modelo propuesto Isomerizacion fructosa-
03 1 glucosa en RDMP -
Ajuste de modelo
02 propuesto 40°C, So=0.05
M, Tampén Mg*?
0.1
0.0 4 T T T
0 1 2 3
t,h
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X
0.5
CEO0, g L-1
Figura 5.20 — o 25
Isomerizacion fructosa-
glucosa en RDMP - ° 500
Ajuste de modelo A (1)7.50
propuesto 40°C, So=0.10
M, Tampén Mg*? L
Modelo
propuesto
0 1 2 3 1
X
025 )
1)25
. Figura 5.21 -
+ (225 Isomerizacion fructosa-

glucosa en RDMP -

& AP Ajuste  de  modelo-
o ()75 propuesto 40°C, Sp=1.10
M, Tampén Mg*?
X (275
Maodelo
propuesto

5.3 Hidrolisis enzimdtica de lactosa en un reactor discontinuo mezcla perfecta
(RDMP).

5.3.1 Modelo cinético de hidrélisis enzimdtica de lactosa en RDMP considerando

desactivacion enzimatica de primer orden.
En los ensayos de actividad realizados con Tampén K* y Mg*? se observa que la

enzima Lactozym sufre una ligera desactivacion a 40°C. Considerando que diferentes

autores (Yang y col. (1989b), Papayannakos y col. (1993), Carrara y col. (1997))
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interpretan sus resultados incorporando la desactivacion enzimatica al modelo cinético
que plantean, se desarrolla un modelo cinético de hidrolisis de lactosa con inhibicién
competitiva de producto donde se incluye una desactivacion enziméatica de primer orden
con la temperatura. Integrando la ecuacion [Ec. 2.15], se obtiene:

K,, [1 " ;_2)[_ In{1— x)]+L0x(1 _ ‘;1\14) 5§ kedeCEo [-explky)] [Ec532]

donde ky es la constante de desactivacion de la enzima.

El ajuste de los datos experimentales a la ecuacion [Ec. 5.32] no resulta
satisfactorio, indicandonos que el modelo propuesto no es coherente con los reultados
experimentales obtenidos. De hecho, a 40°C se observa que la presencia de lactosa
parece estabilizar la enzima, hecho indicado en bibliografia por diferentes autores
(Mahoney col. (1988a), Yang y col. (1994), Illanes y col. (1998)). Como se indicaba
en el apartado 5.1.3 no se aprecia desactivacion enzimaitica alguna en las condiciones

experimentales ensayadas.

5.3.2 Modelo cinético de hidrolisis enzimatica de lactosa en RDMP sin existencia de

desactivacion enzimaitica alguna.

‘ El modelo mas empleado para la interpretaciéon cinética de la hidrolisis de
lactosa (Tabla 2.16) es un modelo de inhibicion competitiva por galactosa ([Ec. 2.3] a
[Ec. 2.5]). Incluyendo la variable intensiva de tratamiento (y) (definida en [Ec. 4.2]) en
la ecuacion [Ec. 2.17] obtenida a partir del modelo de inhibicion por galactosa, nos

e 2] ) )

keT

quedaria la expresion:

[Ec. 5.33]

H <

ecuacion que deberia permitir calcular las constantes cinéticas del modelo.
Al aplicar la ecuacion [Ec. 5.33] a los resultados experimentales obtenidos para
la hidrélisis enzimatica de lactosa en un RDMP (Tablas 4.52 a 4.83), se obtienen las

linealizaciones recogidas en las Figuras 5.22 a 5.24.
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y/xghL’
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LO,M CE0,gL-1

00278 0.0
A006%4  0.10
A006%4 050
X 00694 100
X00694  3.00
® 0139 010
°© 0139 050
+0139 100
- 0139 300
= 0208 050

00 : : ; . :

09 13 17 2.1 25 2.9 33

An(1-9]/x

Figura-5.22 — Hidroélisis de lactosa en RDMP. Linealizacion propuesta en [Ec.
533] 25°C Lactozym Tampén K'y Mg

y/xghL’
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LO,M CEO, gl 1

000278  0.10
©00278 050
-00278 100
40069  0.10
20069 050
x0.0694  1.00
© 0139 010
00139 050
+0139 100
@028  0.10
" 0208 050
x 0.208 1.00

00 : . " . ;

09 13 17 21 25 29 33
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Figura 5.23 — Hidrdélisis de lactosa en RDMP. Linealizacion propuesta en [Ec.
5.33] 30°C Lactozym Tampén K"y Mg*
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y/xghL’

e LOM CEO,gL-1
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- 0139 300
. 0208 300

o9 13 17 21 25 29 33
~[ln(1-x))/x

Figura 5.24 — Hidroélisis de lactosa en RDMP. Linealizacion propuesta en [Ec.
533] 40°C Lactozym Tampén K’y Mg*

En la Tabla 5.8 se recogen las pendientes y ordenadas en el origen calculadas a
partir de la ecuacion [Ec. 5.33]. La representacion de las pendientes obtenidas frente a
So deberia ajustarse a una linea recta, hecho que como puede observarse en la Figura
5.25 no se produce. Por otro lado, al representar (1-Km/Kj) / ke er frente a la
temperatura (Figura 5.26) se obtiene una dispersion de puntos alrededor del cero sin
tendencia aparente. Esto puede ser debido a que las constantes Ky y K; tengan valores
muy proximos entre si, por lo que la linealizacion utilizada en la que se realiza una
divisién por un nimero muy pequeiio (x), hace aumentar el error.

En la Tabla 5.9 se recogen las constantes cinéticas Ky y K; obtenidas por
distintos autores bajo diferentes condiciones experimentales y aplicando distintos
modelos cinéticos para la interpretacion de sus resultados. Se observa que, como
postulaban Ryder (1989) y Zadow (1992), la inhibicién por galactosa se da en mayor

medida en las enzimas de origen fungico que en las procedentes de levaduras (Figura
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5.27) donde el valor de Ky y Ky es mas proximo entre si. Asi Santos y col.(1998), que
calculan el valor de las constantes por regresion no lineal, propone unos valores de Ky y
K de un mismo orden de magnitud.

En las Figuras 5.28 y 5.29 se representa Ky y Ki propuestos por distintos
autores en la forma que sugiere la ecuacion de Van't Hoff. Como puede observarse en la
Figura 5.28, correspondiente a Ky, la pendiente de las lineas es diferente segtn el autor
analizado, haciéndose positiva incluso en algun caso (Yang y col. (1989b)). De igual
forma los valores de K; propuestos por algin autor (Ma y col. (1983)) no se ajustan a la
ecuacion de Van't Hoff (Figura 5.29). Podemos observar en ambas figuras que la
variacion de Ky y Ki con la temperatura es practicamente la misma para los valores
propuestos por Santos y col. (1998).

Teniendo €n cuenta estos hechos y los resultados experimentales obtenidos se ha

caonsiderado un modelo cinético simplificado considerando que Ky = K.

Tabla 5.8 — Hidrdlisis enzimitica de lactosa en RDMP. Parametros obtenidos a
partir del ajuste de datos experimentales a la ecuacion [Ec. 5.33]
Lactozym Tampén K'y Mg*

T,C SooM Km(1+So/Kp)/ker,ghL! Lo(1-Kn/Kip)/k er, gh L e

0.0278 0.251 -0.0125 0.913

25 0.0694 0.451 -0.00700 0.967
0.139 0.826 0.0778 0.959

0.208 1.54 -0.248 0.929

0.0278 0.124 0.0466 0.983

30 0.0694 0.208 0.139 0.975
0.139 0.545 0.102 0.983

0.208 0.943 0.0157 0.958

0.0278 0.152 -0.0537 0.976

40 0.0694 0.203 , -0.00450 0.971
0.139 0.348 0.0262 0.982

0.208 0.557 -0.0311 0.994
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Kwm (1+So/Ki)ker, gh L
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Kum (1+So¢/Ky) / k er frente a So.

- Figura §.25 — Hidrélisis enzimitica de lactosa en RDMP. Representacién de

Lactozyzm Tampén K'y Mg*?
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Figura 5.26 — Hidrdlisis enzimatica de lactosa en RDMP. Representacién de
(1-KwKj) / k ey frente a la temperatura. Lactozym Tampén Ky Mg*?
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Tabla 5.9 — Constantes cinéticas propuestas por diferentes autores para la hidrolisis
enzimatica de lactosa mediante -galactosidasas.

Referencia Origen de enzima pH T, °C | k, mol g'l h! | Ky, M K, M
Aspergillus Oryzae (sol.) 4.5 50 0.112 0.0095
Friendy |Aspergillus Oryzae (inm.) | 4.5 50 0.122 0.0105
col, (1982) | Aspergillus Oryzae (sol.) 6.5 50 0.178 0.0025
Aspergillus Oryzae (inm.) | 6.5 50 0.160 0.0045
Reichenbac 3
h (1979) Aspergillus Oryzae (sol.) 4.5 50 0.0357 0.0201
0.00092 (o)
Flaschel y g . 0.0118 (B)
col. (1982) Aspergillus Niger (sol.) 50 0.0539 0.0109(com
plejo)
Escherichia coli (inm.) 0.00298 0.035
Escherichia coli (inm.) 0.00346 0.034
H"(‘gg 4§°" Escherichia coli sGnm,) | 7.0 | 21 0.00434 | 0.082
Escherichia coli 4(inm.) 0.00332 0.039
‘. | Escherichia coli s(inm.) 0.00373 0.034
Huffman y | Aspergillus Oryzae (sol.) 45 50 0.0469 0.0200
col. (1985) | Aspergillus Oryzae (inm.) ) 0.0490 0.0200.
i 30 0.0536 0.0321
M(;'gysg‘)’ Aspergillus Niger (inm.) | 4.5 | 40 00519 | 0.0055
50 0.0533 0.0946
Kluyveromyces Fragilis 0.0436 0.0519
Carraray (sol.) 6.9 43 ) )
col (1996) | Kluyveromyces Fragilis ’ 0.1370 0.2340
(inm.) ) )
25 0.0797 | 0.0000613
30 0.0764 | 0.0000620
35 0.0733 | 0.0000627
Yang y ’ —— 40 0.0705 | 0.0000633
Gal(i9pon) | ATEERE gD | Wl = 0.0679 | 0.0000640
50 0.0656 | 0.0000646
55 0.0635 | 0.0000652
60 0.0615 | 0.0000658
Korus y col. Kliggp ero(m.'fm;;e; Frogits 52 23 0.006 0.012
L8 Aspergillus Niger (inm.) 37 0.0286 0.0024
Peterson y < . 0.00022 (o)
col. (1989) Aspergillus Oryzae (inm.) [ 4.5 30 0.052 0.042(B)
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Tabla 5.9(Cont.)- Constantes cinéticas propuestas por diferentes autores para la

hidrélisis enzimatica de lactosa mediante B-galactosidasas.

Referencia | Origen de enzima pH T,°C | k,molg’h? | KyyM | K, M
8 0.0000663 0.0833 | 0.000472
30 0.000262 0.0809 | 0.000528
Aspreroihis Miger{sal 40 0.000457 0.0799 | 0.000553
(Modelo 1) 4.0 45 0.000597 0.0795 | 0.000565
50 0.000772 0.079 |0.000578
55 0.000992 0.0786 | 0.00059
Yang y col 60 0.00126 | 0.0782 | 0.000601
(1989a) 8 0.0000722 0.1019 | 0.000527
30 0.000288 0.0995 | 0.000584
Asperilis Niger (sl 40 0.000508 0.0986 | 0.000609
(Modelo 2) 4.0 45 0.000665 0.0982 | 0.000622
50 0.000863 0.0977 | 0.000634
5 55 0.00111 0.0973 | 0.000646
60 0.00142 0.0969 | 0.000658
Kluyveromyces 6.6 28 0.021 |.0.0292
Tllanes y col. Marxianus (sol.) ) ) 0.0278 | 0.0316
(1998) Kluyveromyces 6.6 28 0.0544 | 0.0869
Marxianus (inm.) : 35 0.0365 | 0.0114
o 5 0.000900 0.0004 | 0.00041
Santoayeol, | Kiyperomyces Fragilis | eoq5 =75 0.00375 | 0.0046 | 0.0036
{126) (w0l 40 0.00967 0.023 0.0153
10 0.0154 | 0.0247
15 0.0183 | 0.0370
20 0.0219 | 0.0561
22.5 0.0239 | 0.0695
Illanes y col. Kluyveromyces G 25 0.0248 | 0.0801
(2001) Marxianus (inm.) ’ 27.5 0.0275 | 0.0969
30 0.0317 | 0.1097
32.5 0.0330 | 0.1351
35 0.0379 | 0.1620
375 0.0383 | 0:2008
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Ki,M
0.25
- e Korus y col.(1978)
X Friend y col(1982)
0.20 A o May col(1983)
0 Huffman y col(1985)
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0.15 - ¢ Yang y coL(1989a)
N + Yang y coL(1989b)
A = Heng y col(1994)
0.10 1 B 4 = Carrara y col(1996)
2 ¢ Illanes y col(1998)
0.05 .L A u A Santos y coL(1998)
e A Tlianes y col(2001)
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KvM

Fiéura 5.27 — Hidroélisis enzimatica de lactosa. Representacion de las
constantes cinéticas Ky y K propuestas por distintos autores.

o May col.(1983)

A Yangy col(1989a)

A Yang y col(1989a)

® Yang y col(1989b)

o Santos y col(1998)
| = [llanes y col(2001)

X Este trabajo

In Kt
g
=2 T
A—h—A—a—hk .:- — é
T " g A
3 4 6——eo—9
i ‘.""1..\_\.
-5
-6 ﬁ
7
'8 T T L}
29 3.1 % 35
T 10°, K’
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Figura 5.28 — Hidrdlisis enzimaitica de lactosa. Ajuste de las constantes Ky

propuestas por distintos autores a la ecuaciéon de Van't Hoff.
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In Ki
0
| o o May col(1983)
o A Yang y col(1989a)
4 1 A Yang y col(1989a)
G ® Yang y col(1989b)
& o Santos y col(1998)
u [llanes y col(2001)
AMA—A—A—A———— x Este trabajo
-8
-10 ———— = :
29 3.1 33 35 -~ 37
VT 10°, K"

*  Figura 5.29 — Hidrélisis enzim4tica de lactosa. Ajuste de las constantes K;
propuestas por distintos autores a la ecuacion de Van’t Hoff.

' 5.3.3 Modelo cinético propuesto para la hidrélisis enzimitica de lactosa en RDMP.

La consideracion realizada de que Ky=K;, implica que la enzima posee casi la
misma afinidad por el sustrato (lactosa) que por el producto de la reaccion (galactosa).
Incluyendo esta simplificacion en la ecuacion [Ec. 5.33] obtenemos que:

y = (KM el so] [-1n(1-x)] [Ec. 5.34]
k er k eT

Como puede observarse la ecuacion indica que la ordenada en el origen se debe
hacer cero para todos los experimentos realizados. El ajuste de los datos experimentales
obtenidos a 25, 30 y 40 °C a la ecuacion [Ec 5.34] (Figuras 5.30 a 5.32), confirma que
el modelo propuesto es correcto. De igual forma, la presencia de galactosa en un
experimento (Tabla 5.10) realizado con cantidades equimolares (0.0347 M) de lactosa

(Lo) y galactosa (Gao) (So = 0.0694 M), confirma las suposiciones realizadas.
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La ecuacion [Ec. 5.34] considera un modelo cinético de primer orden, como
algin autor indica (Tabla 2.16), donde la constante cinética de pseudo-primer orden
dependeria de So. Este resultado sugiere que la velocidad de la reaccion esta controlada
por la ruptura del complejo enzima-sustrato. Esto supone que la etapa limitante es la
etapa 2 del modelo cinético [Ec. 2.4], lo que implica que la constante de Michaelis
representa la constante de disociacion del complejo enzima-sustrato y que la lactosa se
haya unida a la enzima por el grupo galactosil, como algunos autores postulaban
(Mahoney (1998b), In y col. (1998) y Klewicki (2000)) para la formacion de
oligosacaridos a partir de lactosa. De esta forma podria explicarse de una forma sencilla

que los valores de Ky y K sean similares.

Tabla 5.10 - Hidrolisis de lactosa en RDMP.
Lactozym, 30 °C, Tampén K* y Mg*?
Lo=0.0347TM G2ay=0.0347M S0=0.0694 M

\ Cro=0.50gL’
t,h 10y, gh L™ x
0.000 0.00 0.000
0.025 1.24 0.054
0.042 2.10 0.076 -
0.075 3.73 0.129
0.120 6.00 0.190
0.170 8.49 0.265
0.250 12.5 0.350
0.333 16.7 0.445
0.417 20.8 0.500
0.500 250 0.584
0.590 295 0.632
0.670 33.5 0.699
0.787 39.3 0.728
0.930 46.5 0.799
1.250 62.5 0.883
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10°y,ghL"
SO,M CEO0, gL-1
€00278 050
A00694  0.10
A006% 050
x00694  1.00
x00694  3.00
© 0139 010
00139 050
+0.139 100
- 0139 300
= 0208 050
0 . : . . . ; .
00 05 10 15 20 25 30 35 40

An(1-x)

Figura 5.30 — (Detalle) Hidrolisis de lactosa en RDMP. Variacion de y
frente a [-In(1-x)] [Ec. 5.34] 25°C Lactozym Tampén K'y Mg

10*y,ghL?

5 LOM GaO,M CEO,gL-1
600278 0  0.10
e00278 0 050
-00278 0 100
A00694 O 010
A006%4 O 050

120 4

90 -
x 0.0347 00347 0.5
-006%4 0 1.00

60 e 0.139 0 0.10
o 0.139 0 0.50
+ 0.139 0 1.00

30 1 o 0.208 0 0.10
= 0.208 0 0.50
x 0.208 0 1.00

0
0.0 0.5 1.0 1.5 20 2.5 30 3:5

-n(1-%)

Figura 5.31 — (Detalle) Hidrélisis de lactosa en RDMP. Variacién de y
frente a [-In(1-x)] [Ec. 5.34] 30°C Lactozym Tampén K'y Mg™
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10° y.gh L'
120
LO,M CEO,gL-1
100 - ¢ 0.0278 0.50
40069 010
80 - 200694 050
x0.0694 100
60 - %0069 300
° 0139 010
40 1 00139 050
+0139 100
20 1 -0139 300
iy m 0208 300
0 L 1 1 1
0.0 09 18 27 36 45
~[In(1-x)]

Figura 5.32 — (Detalle) Hidroélisis de lactosa en RDMP. Variacion de y
frente a [-In(1-x)] [Ec. 5.34] 40°C Lactozym Tampén K"y Mg*?

En la Tabla 5.11 se muestra el valor de las pendientes de las rectas de ajusie
obtenidas a partir de las Figuras 5.30 a 5.32. La representacion de las pendientes
obtenidas a cada temperatura frente a Sp se ajustan a una recta (Figura 5.33),
permitiéndo obtener el valor de k y Kym a 25, 30 y 40°C. Sin embargo los valores
obtenidoé por regresion lineal no son razonables, por lo que se ha recurrido a una

regresion no lineal para determinar el valor de las constantes k y Ky (Tabla 5.12).

Tabla 5.11 — Hidrdlisis de lactosa en RDMP. Pendiente de
ecuacion [Ec. 34] (Figuras 5.30 a 5.32)

G g SoM  (Km/ker+So¢ker),ghL’ r
0.0278 0.246 0.964
5 0.0694 0.443 0.994
0.139 0.870 0.997
0.208 1.34 0.997
0.0278 0.145 0.989
o6 0.0694 0.272 0.980
0.139 0.607 0.995
0.208 0.955 0.998
0.0278 0.116 0.996
a1 0.0694 0.194 0.984
0.139 0.360 0.996
0.208 0.535 0.999
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Kwker+So/ker, gh L
16
T, °C
12 - ° 25
A 30
o 40
038 -
04 -
0.0 T Ll T T
0 5 10 15 20 25
10° So, M

Figura 5.33 — Hidrdlisis de lactosa en RDMP. Representacion de
pendiente de [Ec. 5.34] frente a So. Influencia de la temperatura
Lactozym Tampén K"y Mg*?

Tabla 5.12 — Hidrélisis de lactosa en RDMP - Constantes cinéticas obtenidas
por ajuste de los datos a [Ec. 5.37] mediante regresion no lineal.

T, °C k er, mol g” h? CV (%) Km, M CV (%)
25 0.168 1.0 0.0060 5
30 0.227 0.5 0.0070 6
40 0.414 1.2 0.0100 5

Las constantes cinéticas k (Figura 5.33) y Ky (Figuras 5.28 y 5.29) obtenidas
para cada temperatura en el presente trabajo se ajustan a la ecuacion de Arrhenius y
Van't Hoff respectivamente con r*>0.998.

En la Figura 5.34 se muestra el ajuste de las constantes cinéticas k propuestas
por distintos autores (Tabla 5.9) a la ecuacion de Arrhenius. Como se puede observar la
ordenada en el origen varia de unos autores a otros ya que este parametro depende de
como se defina la concentracion de enzima (masa de proteina por litro, masa de
solucion enzimatica por litro). No obstante en esta figura se puede observar que las
pendientes resultantes son muy similares, por lo que la energia de activacion para k es

semejante (Tabla 5.13), salvo para Papayannakos y col.(1993). Los valores de la
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energia de activacion (E,), entalpia de formacion ((-AHy).) y factor pre-exponencial se

muestran en la Tabla 5.13.

In (ker)

2 -

e

]

!

36 3.

T 10, K"

o Yang et al.(1989a)
O Yang et al.(1989a)
A Santos et al.(1998)

x Este trabajo

8

Figura 5.34 — Hidrélisis de lactosa. Ajuste de k er propuestas por distintos

autores a la ecuacion de Arrhenius.

Tabla 5.13 - Parametros cinéticos propuestos por distintos autores y calculados en
el presente trabajo para la reacciéon de hidrolisis enzimatica de lactosa mediante
B-galactosidasas.

k Ky K
Autor Ong‘,m de Factor E,, Factor (-AHp),, Factor (-AHy),,
€nzima preexponencial, Kcal | preexponencial, Kcal | preexponencial, Kcal
mol g’ h! mol mol* mol”
Papayannakos A. Niger
v col. (1993) (soluble) 7.69 7.38 16.7
4
Yang y col. A. Niger 141 10 _______ ; 07 ____________________________________________________________
(1989a) (soluble) 1.04 1 0* 10.6
Santos y col. K. Fragilis 6 12 10
(1998) (soluble) 1.50 10 11.8 24810 20.1 4.73 10 17.9
Ladero y col. K. Fragilis 7 8
(2000) fmenilizade) 10.9 2.06 10 133 9.87 10 15.5
Ilanesycol. K. Marxianus 2 8
s ol i 104 52310 5.87 2.66 10 13.0
; K. Fragilis 7 2 2
Este trabajo faoliable) 2.71 10 112 2.77 10 6.39 2.77 10 6.39
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En las Figuras 5.35 a 5.37 se muestra el ajuste del modelo propuesto [Ec. 5.34]
a los datos experimentales primarios obtenidos. La observacion visual parece demostrar
que el modelo propuesto justifica la dependencia experimental observada. Asi mismo
los residuales obtenidos se distribuyen en la mayor parte de los experimentos realizados
aleatoriamente a un lado y otro del cero, comprobandose que mas del 77% de los
resultados experimentales obtenidos presentan un error inferior al 5% con respecto a los

calculados a partir del modelo planteado.

- LOM CE0,gL-1
1.0 1 - < e 00278 050
— ° &

_ A A 0.0694 0.10
081 - S % A 00694 050
7/ & A
Vs x 00694  1.00
b ( J ]
06 1 // x 006% 300
fo ° = " e 0139 010
- [}
0.4 o A ° o 0139 050
A A
: + 0139 100
- [' { s % - 0139 300
» A of A
"2 = 0208 050
0+ ; g ] ' ——Modelo propuesto
0.0 05 10 15 20
t,h

Figura 5.35 — Hidroélisis de lactosa en RDMP. Ajuste de modelo propuesto a

datos experimentales.

25°C  Lactozym Tampén K"y Mg*?
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Figura 5.36 — Hidrdlisis de lactosa en RDMP. Ajuste de modelo propuesto a
datos experimentales. 30°C Lactozym Tampén K 'y Mg"
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Figura 5.37 — Hidrélisis de lactosa en RDMP. Ajuste de modelo propuesto a
40°C Lactozym Tampén K"y Mg*?

datos experimentales.
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5.4 Isomerizacion fructosa glucosa en reactor de fibra hueca con recirculacion
(RFHR).

5.4.1 Modelo de reactor de fibra hueca.

El comportamiento del reactor de fibra hueca puede considerarse diferencial,
como pone de manifiesto la proximidad de las concentraciones de glucosa obtenidas a la
entrada (G;) y salida (Gr) del mismo en funcion del tiempo de operacion durante un
experimento realizado a 40°C con una concentracion de fructosa de 0.10 M y una masa
de enzima en el circuito del ECS del RFHR de 1.00 g. En la Tabla 5.14 se muestra para
el experimento realizado la concentracion de glucosa medida a la entrada y salida del
reactor (G; y Gy) y en el circuito del ECS (G¢) en funcién del tiempo de reaccion. En el
cjrcuito del ECS se considera que existe mezcla perfecta dada la agitacion existente.
Para las fibras se establece la hipotesis de flujo piston. )

Si el reactor de fibra hueca puede considerarse diferencial, un balance de glucosa

en el mismo conduce a:

q G + m (¥g), = q Gr [Ec. 5.35]
en estado cuasi-estacionario, es decir, despreciando la variacion de la concentracién de
glucosa en el sistema frente a la que se produce en el reactor entre la entrada y la salida.

La velocidad de reaccion media (rrg)m entre la entrada y salida del reactor puede
calcularse a partir de la expresion:

(rFG)m o Q_(_G_rfnii), mol g1 h7! [Ec. 5.36}
aunque dada la pequeiia diferencia existente entre las concentraciones Gr y G;, los
valores de (rrg)m Obtenidos por la ecuacion anterior presentan desviaciones importantes
como se observa en la Tabla 5.14 donde se tabula la velocidad de reaccion (rrg)m
evaluada a partir de la ecuacion [Ec. 5.36]. En la Figura 5.38 se ha representado esta
velocidad (rre)m en funcion del tiempo de reaccion, observandose su dispersion. Esto
impide utilizar la citada ecuacion para evaluar la velocidad de reaccién en funcién del

tiempa, pero confirma que el comportamiento del reactor se aproxima a diferencial.
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Tabla 5.14 — Isomerizacion fructosa-glucosa en reactor de fibra hueca con
recirculacion (RFHR). Médulo NT1808S. 40°C Sy=0.10M m=1.00g

t,h 'vwL Gu,M G, M G, M (rrG)ms mol g b
0.000 0.6008 0.000000

0.087 0.6003 0.000250 0.000133

0.167 0.5998 0.000466 0.000472 0.000222
0.275 0.5993 0.000710 0.000688

0.333  0.5988 0.000827 0.000844 0.000666
0.500 0.5983 0.00117

0.667 0.5978 0.00150 0.00151 0.000444
0.833 05973 0.00179 0.00177

1.000 0.5968 0.00206 0.00208 0.000888
1.250 05963 0.00257

1.525 0.5958 0.00308 0.00309 0.000444
1.757 0.5953  0.00366 0.00361

2.017 0.5948 0.00409 0.00414 0.00178
2252 0.5943 0.00457 0.00456

2470 05938 0.00521 0.00522 0.000444
2.667 0.5933 0.00526 ,;

2.837 05928 0.00565 0.00567 0.000666
2917 05923  0.00592 0.00588

3.002 0.5918 0.00610
" Volumen de disolucién en el RFHR para cada tiempo.

'Si se realiza un balance de glucosa a todo el sistema, se obtiene:

\" % = Vc CEC IrG [EC. 5.37]

siendo V el volumen de la disolucion contenida en el RFHR, y V. y Cgc, el volumen de
fase liquida y la concentracion de enzima contenida en el circuito del ECS,
respectivamente, y rrg es la velocidad neta de transformacion fructosa-glucosa.

Introduciendo la masa de enzima (m) y la conversion (x), [Ec. 2.31], en la [Ec.
5.37], quedaria de la forma:

dx = o ThG [Ec. 5.38]
dt \Y SO .

y teniendo en cuenta la variable intensiva de tratamiento (y) definida por la ecuacion
[Ec. 2.39], la ecuacién que gobierna el comportamiento del dispositivo experimental del
reactor de fibra hueca con recirculacion seria:

dx

IrG = SO @ [EC. 539]
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sujeta a la condicion:

t=0 X = X [Ec. 5.40]
(1FG)m, mol g'1 n'
0.0025
0.0020 -
o

0.0015 -
0.0010 - 8

(o] o
0.0005 1 o o o

[o]
0.(m) 1 1 T 1 T
0.0 0.5 10 1.5 20 25 30
t,h

. Figura 5.38 — Velocidad media de reaccion (rrc)m de isomerizacion
& fructosa glucosa en RFHR. Mo6dulo NT1808S. 40°C S;=0.10 M
m=1.00 g.

En experimentos posteriores se llevo a cabo el estudio de la reaccion a partir de

la concentraciéon de glucosa medida en el tanque agitado en funcion del tiempo de

reaccion.

5.4.2 Comprobacion del modelo cinético.

Al aplicar el modelo cinético desarrollado, [Ec. 2.45], a los resultados
experimentales obtenidos para la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa en el
RFHR (Tablas 4.85 a 4.92), se observa que éste se cumple de forma aceptable (Figura
5.39).

De la pendiente de las rectas obtenidas es posible evaluar la constante cinética de
pseudoprimer orden en el RFHR, denominada (ka)ur ([Ec. 2.45]), mostrandose su valor
en la Tabla 5.15. El valor de (k.)ur se mantiene practicamente constante para
experimentos realizados a una misma concentracion total de fructosa y distintas

concentraciones de enzima ensayadas, disminuyendo su valor al aumentar la
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concentracion de fructosa inicial. Para calculos posteriores se ha considerado un valor

medio de esta constante (k, )ur obtenida a cada S, (Tabla 5.15).

y,ghL’

0 : ] | !
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

In ((%-0)/(%-X))

Figura 5.39 — Isomerizacién fructosa-glucosa en RFHR. Representacion de y
frente a In ((xe-Xo)/(xe-X)) segiin [Ec. 2.45] Modulo NT1808S  40°C

5.4.3 Comparacion de los resultados obtenidos en el RDMP y RFHR.

En las Figuras 5.40 a 5.44 se muestran conjuntamente los resultados obtenidos
al aplicar la ecuacion [Ec. 2.45] a los experimentos llevados a cabo en el reactor
discontinuo mezcla perfecta (RDMP) y en el reactor de fibra hueca con recirculacion
(RFHR) en condiciones experimentales semejantes. En estas figuras podemos observar
que se alcanza una menor conversion para los experimentos llevados a cabo en el RFHR
que para los realizados en el RDMP, haciéndose menor esta diferencia a medida que
aumenta la concentracion de sustrato, siendo minima a una concentracion inicial de

fructosa de 1.50 M.
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Tabla 5.15 — Determinacion de constante cinética de pseudoprimer orden
(ka)ur para la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa en reactor de fibra

hueca con recirculacion (RFHR)

Moédulo NT1808S

40°C

So, M mg  (kJmmLg'h’' P (k,)ur Lg" b
0.05 1.00 0.0253 0.999 0.0253
1.00 0.0247 0.998
0.10 0.0244
1.50 0.0240 0.999
1.00 0.0185 0.995
0.50 0.0187
1.50 0.0190 0.999
1.10 1.00 0.0128 0.999 0.0128
0.50 0.0111 0.994
1.50 0.0108
= 1.50 0.0106 0.998
y,ghL’
25
RDMP
201 4 Figura 5.40 -
Comparacion de

isomerizacion fructosa-
glucosa en RDMP y
RFHR [Ec. 2.45] 40°C,
So=0.05M

0 L] T
0.0 0.3 0.6 0.9 12
In ((e-x0)/(%-x))
y,ghL’
40

o RDMP
Figura 5.41 - 30 1
Comparacién de ® RFHR
isomerizacion fructosa-
glucosa en RDMP vy

RFHR [Ec. 2.45] 40°C,

So=0.10 M

12 1.6
In ((e-x0)/(%-X))
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Yy, ghL'l

o RDMP|

Figura 5.42 -
Comparacién de
isomerizacion fructosa-
glucosa en RDMP vy
RFHR [Ec. 2.45] 40°C,
Se=0.50 M

0.0 0.2 0.4 06 0.8
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isomerizacion fructosa-
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y,ghL'l
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glucosa en RDMP vy
RFHR [Ec. 245] 40°C,
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El hecho de que en el RFHR se alcancen conversiones menores que en el RDMP
parece que no se debe a una desactivacion de la enzimatica provocada esfuerzos
cortantes producidos por la bomba en el ECS, como ya se corrobord para la enzima f3-
galactosidasa en el apartado 3.5.3. Del mismo modo la resistencia ofrecida por la
membrana y las peliculas de liquidos a la transferencia de sustratos y productos es
practicamente despreciable, tal y como se observo en el apartado 5.4.1. La posible
explicacion de este efecto ya fue apuntada en el apartado 5.1.4 a partir de la medida de
actividad en un RFHR, y parece estar motivada por una retirada de enzima del seno de
la disolucion, acumulandose ésta sobre la membrana del modulo de fibra hueca.

Estas experiencias previamente constatadas, junto al hecho observado de que al
incrementdr la concentracion de sustrato parece disminuir la diferencia existente entre el
RFHR y el RDMP, parece indicarnos la existencia de una adsorcion de la enzima libre
en la membrana del reactor, estableciéndose para este dispositivo un mecanismo

cinético mostrado en el apartado siguiente.

5.4.4 Modelo cinético en el reactor de fibra hueca.

El mecanismo cinético para la isomerizacion fructosa-glucosa [Ec. 2.23]

responde a:

o
A
v
i

+ E [Ec. 2.23]

k_g

Si suponemos que existe un equilibrio de adsorcion reversible de la enzima libre

en la membrana:

K

A
E + n En [Ec. 5.41]

donde En es la concentracion de enzima libre nativa activa unida a los centros activos
de la membrana y (n) la concentracion de centros vacantes activos para la adsorcion de

enzima libre en la superficie de la membrana, definiéndose K4 como:

B En

= c.5.42
= [E ]
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Admitiendo que la superficie de la membrana es muy grande con respecto a la
concentracion de enzima, la concentracion de centros vacantes para la adsorcion de la
enzima en la superficie de la membrana (n) podra suponerse constante e incluirse en la
constante de adsorcion de la forma:

Kp=Kp n [Ec. 5.43]
y por tanto:
En
E

Realizando un balance de enzima al sistema, la concentracion de enzima libre, E,

Kp = [Ec. 5.44]

seria igual a:

et Cg

E= [Ec. 5.45]
1+—£~+i+KD

Kmf ng

donde er Son los moles de enzima activa por gramo de complejo enzimatico activo y Cg
los gramos de complejo enzimatico activo total por litro. Esta ecuaciéon pone de
manifiesto que a medida que la concentracion de fructosa y glucosa se incrementa, la

concentracion de enzima libre presente disminuye. La velocidad de reaccion dentro del
RFHR, (rrc)ur, vendra dada por:

V. :
e ER
(rFG)HF = P G , mol g h [Ec. 5.46]
1+ —+—+Kp
Kmnf ng

Como se indico, la reaccion de isomerizacion responde a una cinética de
pseudoprimer orden, y por tanto Knr= Kmr= Kym. La velocidad de reaccion en el RDMP,
(rrc)mp, y en el RFHR, (rrg)ur, vendrian definidas por:

Vmt g (F-Kc0)

(rFG)MP = S , mol g"l i [Ec. 5.47]
1 ——
Km
V,
mig  F-K0) L
(rFG)HF = Sy , mol g~ h [Ec. 5.48]
1+ —+ KD
Km
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donde, como definiamos en [Ec. 2.32], So=F+G
A partir de la velocidad de reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa en un

RDMP, (rgc)mp, definida en [Ec. 5.47] la variable intensiva de tratamiento vendria

definida por:

X —XO
[Ec. 5.49
= [ J i

donde (k.)vp es la constante cinética de pseudoprimer orden para la isomerizacion

fructosa-glucosa en el RDMP.

Para el RFHR, aplicando en la ecuacion [Ec. 5.48] las suposiciones realizadas
para el RDMP (k¢=k;) llegariamos a una expresion que relaciona la variable inteusiva de

tratamiento (y) con In((xe-x0)/(Xe-x)) de forma similar a la obtenida para el RDMP:

(k)HF ( x") [Ec. 5.50]

donde (k.)ur es la constante cinética de pseudoprimer orden para la isomerizacion

fructosa-glucosa en el RFHR.
Si definimos un factor de efectividad en el médulo de fibra hueca, nur, como la

relacion entre la velocidad de reaccion en el RFHR y la obtenida en el RDMP, y

considerando las ecuaciones [Ec. 5.47] a [Ec. 5.50], el factor de efectividad podria

calcularse segun la expresion:

N = (e Km+So ol [Ec. 5.51]
(e )\ Km +So +KMKp (-

llegandose finalmente a la expresion:

Mg, o oL, 0 [Ec. 5.52]
1-nyF Kp Km Kp

expresion que puede utilizarse para calcular la constante de adsorcion de la enzima
sobre la membrana, Kp, y la constante de Michaelis-Menten, Ky, de isomerizacion
fructosa-glucosa. En la Tabla 5.16 se presentan los valores del factor de efectividad
calculados a partir de los experimentos realizados en los dos reactores (RDMP y RFHR)
a cada concentracion de sustrato, utilizando los valores medios de la constante cinética
de pseudoprimer orden obtenidos en experimentos realizados a las distintas

concentraciones de enzima ensayada.
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Tabla 5.16 — Isomerizacién fructosa-glucosa - Constantes de pseudo-primer orden
calculadas en RDMP y RFHR 40°C

So, M (k, )M, Lg” b (k, )ur, Lg" b nar  Mar/ (1-nar)
0.05 0.0705 0.0253 0.358 0.558
0.10 0.0608 0.0244 0.401 0.668
0.50 0.0338 0.0187 0.555 1.245
1.10 0.0199 0.0128 0.644 1.808
1.50 0.0151 0.0108 0.715 2.508

En la Figura 5.45 se muestra la linealizaciéon propuesta por la ecuacion [Ec.
5.52], observandose la linealidad (r>=0.9895) indicada al representar los valores de nyr /
(Inyr) frente a Sg..

nur/ (1 - nur)

30

2.5 e

2.0 A

1.5 7

1,0 1

0.5 1

0.0 T T T
0.0 0.5 1.0 1.5

So,M

Figura 5.45 - Isomerizacion fructosa-glucosa. Linealizacion propuesta
segiin ecuacion [Ec. 5.52] 40°C

El valor de Kp se calcula mediante regresion no lineal, utilizindose el valor de
Kum calculado para los experimentos realizados en el RDMP (Tabla 5.7), obteniéndose

un valor de:
Kp =2.08 (CV=3%)

En las Figuras 5.46 a 5.50 se muestra la curva de ajuste del modelo propuesto a

los datos experimentales obtenidos en el RFHR. La observacion visual parece demostrar
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que el modelo propuesto justifica la dependencia experimental observada. Asi mismo
los residuales obtenidos se distribuyen en la mayor parte de los experimentos realizados
aleatoriamente a un lado y otro del cero, comprobandose que mas del 60% de los
resultados experimentales obtenidos presentan un error inferior al 5% con respecto a los

calculados a partir del modelo planteado.

X
0.08
m g
1 o 100 " Figura 5.46 -
0.06 1 2 Isomerizacién fructosa-
e e glucosa en  RFHR
Moédulo NT1808S. Ajuste
aE de modelo propuesto a
, datos experimentales.
S 40°C S¢=0.05 M
0.02 Tampén Mg"
0.00 4 T T T
0 1 2 3 i
X
0.15
N mg
Figura 5.47 - 0.12 - A 100
Isomerizacién fructosa- '
glucosa en RFHR i I
Médulo NT1808S. Ajuste : Modelo propuesto

de modelo propuesto a
datos experimentales. 0.06
40°C So=0.10 M
Tampén Mg* 003 :

0.00 T T
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0.10

mg
0.08 1 o 100

o 150
Modelo propuesto

Figura 5.48 -
Isomerizacion fructosa-
glucosa en RFHR

Moédulo NT1808S. Ajuste
de modelo propuesto a

datos experimentales.
40°C Se=0.50 M
Tampén Mg*
0 1 2 3 4x
0.05
mg
Figura 5.49 _ | 004 A 100
;sl?lz:)esl:z acm:n fructosa- — ——Modelo propuesto
Modulo NT1808S. Ajuste
de modelo propuesto a 002 -
datos experimentales.
40°C Se=1.10 M
Tampén Mg* 001 1
0.00
0 1 2 < Y
X
0.05
m g
o 050 e
0041 | o 150 2 Figura 5.50 -
Modelo propuesto Isomerizacion fructosa-
glucosa en RFHR

5.50
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datos experimentales.
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5.5 Hidrolisis enzimatica de lactosa en un reactor de fibra hueca con recirculacion

(RFHR).
5.5.1 Modelo de reactor de fibra hueca con recirculacion (RFHR).

Como se verifico en un capitulo anterior (apartado 5.4.1), la membrana y las
peliculas de liquido formadas a ambos lados de ella no ofrecen resistencia alguna a la
transferencia de glucosa. Asi mismo, se verifico el comportamiento diferencial que el
reactor de fibra hueca presenta. Siguiendo el mismo procedimiento utilizado para
estudiar la isomerizacion glucosa-fructosa dentro del RFHR, para la hidrolisis de
lactosa, el balance a la glucosa generada dentro de un RFHR nos daria que:

\Y% %Cti = V. Cpc L [Ec. 5.53]

donde V es el volumen total de disolucion utilizado en el sistema; G es la concentracion
de glucosa medida en cada momento en el tanque agitado; V. y Cgc, el volumen de fase

liquida y la concentracion de enzima en el circuito del ECS, y ryp, la velocidad de la

“reaccion de hidrolisis de lactosa en glucosa y galactosa por unidad de masa de enzima y

tiempo.

Para una concentracion inicial de glucosa igual a cero, tal y como definiamos en
la ecuacion [Ec. 2.8], la conversiéon (x) en cada momento vendra dada por la
concentracion de glucosa medida en el tanque agitado en cada momento (G) dividida
por la concentracion de lactosa inicial (Lo). Introduciendo la masa de enzima, m, y la
conversion en la expresion anterior, quedaria en la forma:

% - Mon [Ec. 5.54]

dt Vv Lg

y considerando la variable intensiva de tratamiento, y, definida por la ecuacion [Ec.
4.2], la velocidad de reaccion dentro del dispositivo experimental RFHR vendria dada

por:

I'HL = LO = [EC 555]
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5.5.2 Hidrolisis enzimatica de lactosa en un reactor de fibra hueca con

recirculacion (RFHR).

Se han realizado experimentos de hidrélisis enzimatica de lactosa en RFHR con
Tampén K™y Mg*? a pH=6.75 en un médulo de fibra hueca modelo NT1975 fabricado
con membrana de acetato de celulosa, estudiandose la influencia de la temperatura,
concentracion de enzima y sustrato (Tablas 4.94 a 4.115). También se realizaron
experimentos cinéticos a 40°C en otros modulos de fibra hueca fabricados en acetato de
celulosa (NT1175 y NT1375), que poseen diferente superficie de membrana (Tabla
3.1), y polisulfona (BLS632) (Tablas 4.117 a 4.124).

Al aplicar el modelo cinético planteado para la hidrolisis de lactosa [Ec. 5.34] a
los datos experimentales obtenidos en un RFHR con el moédulo NT1975 y BLS632 se
observa (Figuras 5.511 a 5.54) que la ecuacion ajusta adecuadamente los datos
experimentales hasta que la variable intensiva de tratamiento alcanza cierto valor a
partir del cual la conversion aumenta mucho mas lentamente, siendo este efecto mas

acusado a mayor temperatura.

10° y,ghL’
180 A %X
* LO,M mg

150 - X
» ¢ 0.0278 0.1250
120 A % A 0.0694 0.0166
X A 0.0694 0.0625
X 0.0694 0.1250
x 0.0694 0.3750
e 0.139 0.1250
o 0.208 0.1250

0 T T 1

0.0 0.7 14 2.1 2.8
-In(1-x)

Figura 5.51 — Hidrolisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975). Variacién de y frente a
[-In(1-x)] segiin [Ec. 5.34] 25°C Lactozym Tampén K'y Mg™ (color negro: datos que se
ajustan a modelo, color azul: datos que no se ajustan al modelo)
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10°y,ghL’

180

150 A

120 A

LO,M
o 0.0278
A 0.0694
A 0.0694
* 0.06%4
® 0.0694
0 0.0694
x 0.139
+ 0.208

m, g
0.1250
0.0625
0.1250
0.1662
0.3750
0.7500
0.1250
0.1250

In(1-X)

30

Figura 5.52 — Hidrélisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975).
30°C Lactozym Tampén K'y Mg™ (color negro: datos que se
ajustan a modelo, color azul: datos que no se ajustan al modelo)

[-In(1-x)] segun [Ec. 5.34]

Variacién de y frente a

10° y,gh Iy

150

120 -

LO,M
A 0.0278
= 0.0694
o 0.0694
® (0.0694
o 0.139
A 0.139
¢ 0.208

m, g
0.1250

0.0625
0.1250
0.3750
(1)0.1250
(2)0.1250
0.1250

0.0 0.5

1.0 15 20

-ln(1-x)

25

Figura 5.53 — (Detalle) Hidrolisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975).
frente a [-In(1-x)] segiin [Ec. 5.34] 40°C Lactozym Tampén K'y Mg+2 (color negro:
datos que se ajustan a modelo, color azul: datos que no se ajustan al modelo)
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Figura 5.54 — Hidroélisis de lactosa en RFHR (médulo BLS632). Variacion de y frente a
[-In(1-x)] segiin [Ec. 5.34] 40°C Lactozym Tampén K'y Mg* (color negro: datos que se
ajustan a modelo, color azul: datos que no se ajustan al modelo)

Este hecho podria ser debido a una adsorcion o acumulacion de la enzima en la
membrana, que provocaria la disminucion del contacto entre el sustrato (lactosa) y la
enzima, haciéndose la reaccion mucho mas lenta.

En las Figuras 5.55 y 5.56 podemos observar el comportamiento mostrado por
los tres modulos de fibra hueca fabricados en acetato de celulosa modificado (NT1175,
NT1375 y NT1975) a 40°C y a distintas concentraciones de sustrato. En ambas figuras
se observa que los experimentos realizados en los tres modulos presentan el mismo
comportamiento durante la fase inicial de la reaccion de acuerdo con el modelo cinético
planteado. Transcurrido cierto tiempo se detecta que la conversion del sistema aumenta
muy lentamente o se hace practicamente constante. Este hecho es detectado con
anterioridad en aquellos médulos que poseen menor superficie.

Por otra parte, la conversion maxima alcanzada antes del cambio de
comportamiento aumenta al incrementarse la superficie de la membrana, perdiéndose la
linealidad del modelo a tiempos menores en modulos que poseen menor superficie. Asi
a Ly=0.0278 M, la pérdida de linealidad se produce aproximadamente a t=0.6 horas para

NT1175 (1.08 m?) y NT1375 (1.35m?), y a t=1 hora para NT1975 (1.95 m?).
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En la Figura 5.57 se muestran experimentos realizados en el médulo NT1975
con diferentes masas de enzima. Se puede observar como la linealidad se pierde a
tiempos menores cuando se utiliza mas cantidad de enzima, alcanzandose sin embargo
conversiones mayores.

También se realizaron experimentos con el médulo de fibra hueca denominado
BLS632 con fibras de polisulfona y area similar al médulo NT1975. Las condiciones
experimentales ensayadas son: 40°C, 0.1458 gramos de enzima y diferentes
concentraciones de sustrato. En las Figuras 5.58 y 5.59 se comparan experimentos de
hidrolisis de lactosa en RFHR realizados a la misma concentracion de enzima total,
concentraciones de sustrato diferentes y modulos de fibra hueca de material de
membrana distinto y areas superficiales semejantes. Inicialmente se observa que el
comportamiento es similar, pero para el modulo de polisulfona la pérdida de linealidad
se produce a tiempos mayores, alcanzandose también una mayor conversion final. La
diferencia en el comportamiento de ambos dispositivos experimentales parece reducirse

cuando se incrementa la concentracion de sustrato.

10 y,ghL’
80
o NT1175
60 - m NT1375 o o a
o o A
ANT1975 @ A
oo A
A
A
00 03 06 09 12 15 18 2.1

-In(1-x)

Figura 5.55 — Hidrdlisis de lactosa en RFHR. Comparacién de resultados obtenidos con
médulos de distinta drea superficial con membrana de acetato de celulosa (Cuprophan®)
Ajuste de datos experimentales a ecuacién [Ec. 5.34] 40°C Lactozym L,=0.0278 M
m=0.1250 g Tampén K y Mg*? (Simbolos rellenos se ajustan a modelo, simbolos huecos no se
ajustan a modelo)
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Figura 5.56 — Hidrdlisis de lactosa en RFHR. Comparacién de resultados obtenidos con
médulos de distinta drea superficial con membrana de acetato de celulosa (Cuprophan®)
Ajuste de datos experimentales a ecuacién [Ec. 5.34] 40°C Lactozym L~0.0694 M
m=0.1250 g Tampén K*y Mg'? (Simbolos rellenos se ajustan a modelo, simbolos huecos no se
ajustan a modelo)

t,h
35
130 - mg A °
A 0.1250 A o
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Figura 5.57 — Hidrdlisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975) Comparacién de resultados
obtenidos con distinta masa de enzima. 40°C Lactozym L=0.0694 M Tampén K"y
Mg*? (Simbolos rellenos se ajustan a modelo, simbolos huecos no se ajustan a modelo)
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. Figura 5.58 — Hidrdlisis de lactosa en RFHR. Comparacién de resultados obtenidos en
& mégdulos de distinta 4rea superficial y composicién de membrana. Ajuste de datos
experimentales a ecuacién [Ec. 5.34] 40°C  Lactozym L¢=0.0278 M Tampén K’y Mg"
(Simbolos rellenos se ajustan a modelo, simbolos huecos no se ajustan a modelo) ( - -- Linea
de ajuste a médulo NT1975, — Linea de ajuste a médulo BLS632)
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Figura 5.59 — Hidrélisis de lactosa en RFHR. Comparacién de resultados-obtenidos en
moédulos de distinta drea superficial y composicion de membrana. Ajuste de datos
experimentales a ecuacién [Ec. 5.34] 40°C Lactozym L¢=0.208 M Tampén K'y Mg™

(Simbolos rellenos se ajustan a modelo, simbolos huecos no se ajustan a modelo) ( - - - Linea
de ajuste a médulo NT1975, — Linea de ajuste a médulo BLS632)
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5.5.3 Comparacion de los resultados obtenidos en el RDMP y RFHR.

En las Figuras 5.60 a 5.65 se muestran conjuntamente, a modo de ejemplo, los
resultados obtenidos al aplicar la ecuacion [Ec. 5.34] a experimentos realizados a una
concentracion de sustrato en RDMP y RFHR a 25 y 40°C, con Tampén K* y Mg*?, y
distintas concentraciones de enzima. Al comparar los resultados obtenidos a distintas
temperaturas en ambos dispositivos, podemos observar que se alcanza una menor
conversion en los experimentos llevados a cabo en el RFHR que en los llevados a cabo
en el RDMP. Para una misma temperatura, las desviaciones de comportamiento entre
ambos reactores se producen a menores conversiones cuando se incrementa la
concentracion de sustrato. Estas diferencias entre RDMP y RFHR son menores a 25°C.

Dado que la enzima en las condiciones de pH y temperatura ensayadas no se
desactiva, y teniendo en cuenta que dentro del RFHR parece existir una disminucién de
la actividad enzimética en funcién del tiempo (apartado 4.1.3), se ha considerado en
primer lugar para la interpretacion de los experimentos cinéticos una adsorcion
reversible de la enzima libre en la membrana de igual forma que se considera para 1a
isomerizacion fructosa-glucosa, eliminando los datos experimentales que se desvian del
modelo al considerar que el cambio de comportamiento podria estar provocado por una
disminucién del flujo transmembrana provocado por la retirada de la enzima del sistema

y adsorcién sobre las fibras del médulo (Figura 5.66).

10°y,ghL’
100
e RDMP
80 )
o RFHR = Figura 5.60 — Hidrélisis de lactosa
en RDMP y RFHR (médulo
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[-In(1-x)] segiin [Ec. 5.34] 25°C
Ls=0.0278 M Lactozym Tampoén
K+ y Mg+2

: 3.0
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Figura 5.61 — Hidrdlisis de lactosa
en RDMP y RFHR (médulo
NT1975) Variacién de y frente a
[-In(1-x)] segin [Ec. 5.34] 25°C
Ly=0.0694 M Lactozym
Tampén K* y Mg*?
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e RDMP
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10°y,ghL’
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Figura 5.63 — (Detalle) Hidrélisis
de lactosa en RDMP y RFHR
(médulo NT1975) Variacién de y
frente a [-In(1-x)] segun [Ec. 5.34]
40°C Lg=0.0278 M Lactozym
Tampén K* y Mg*

Figura 5.62 — Hidrdlisis de lactosa
en RDMP y RFHR (médulo
NT1975) Variacién dey frente a
[-In(1-x)] segin [Ec. 5.34] 25°C
L~0.208 M Lactozym Tampén
K«- y Mg+2
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o RFHR o Figura 5.64 — Hidrélisis de lactosa
120 - g en RDMP y RFHR (médulo
s NT1975) Variacién de y frente a
[-In(1-x)] segin [Ec. 5.34] 40°C
Lo=0.0694 M Lactozym
Tampén K* y Mg*?
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Figura 5.65 — Hidroélisis de lactosa
en RDMP y RFHR (médulo
NT1975) Variacién de y frente a
[-In(1-x)] segin [Ec. 5.34] 40°C
L~=0.208 M Lactozym Tampén
K'y Mg*?
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b) Durante reaccion—Acumulaciéon
de enzima al final de la fibra
(Taylor y col. (1994), Patkary
col, (1995))

a) Inicio - Enzima en disolucion.

Figura 5.66 — Distribucion de proteina en membrana de sistemas de
ultrafiltracion.
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5.5.4 Modelo cinético de hidrdlisis de lactosa con adsorcién de la enzima libre en la

membrana del médulo de ultrafiltracion de un RFHR.

El mecanismo cinético para la hidrélisis de lactosa, tal y como se definio en las

ecuaciones [Ec. 2.3] a [Ec. 2.5] era:

K

M
E+L 2 EL [Ec. 2.3]

BL—% 5EGa+6 [Ec. 2.4]

K

I
EGa . E+Ga [Ec. 2.5]

Si suponemos, tal y como definimos para la isomerizacion fructosa-glucosa en
RFHR, que existe una adsorcion reversible de la enzima libre en la membrana
tendremos que:

Ka

E-+ n > En [Ec. 5.56]

- donde En es la concentracion de enzima libre nativa activa unida a los centros activos

de la membrana y (n) la concentracion de centros vacantes activos para la adsorcion de
enzima libre en la superficie de la membrana, definiéndose Ka como:

En

Kpy=——
AEn

[Ec. 5.57]

Admitiendo que la superficie de la membrana es muy grande con respecto a la
concentracion de enzima, la concentracion de centros vacantes para la adsorcion de la
enzima en la superficie de la membrana (n) podra suponerse constante e incluirse en la
constante de adsorcion de la forma:

Kp=Kj n [Ec. 5.58]
y por tanto:

E
Kp = E“ [Ec. 5.59]

Considerando en equilibrio las etapas recogidas en [Ec. 2.3] y [Ec. 2.5], y

reaccion controlante la [Ec. 2.4] aplicamos la aproximacion de estado estacionario a los
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complejos EL, EGa y En, y teniendo en cuenta que Kv=Kj, el balance a la enzima libre
(E) nos daria:

E= —%—ﬁ— [Ec. 5.60]
1+ R—i’{- +Kp
donde er son los moles de enzima activa por gramo de complejo enzimatico activo, Cg
los gramos de complejo enzimatico activo total por litro, Kp es la constante del
equilibrio de adsorcion de la enzima libre y So la suma de la concentracion inicial de
lactosa (Lo) y galactosa (Gag) que para cada experimento permanece constante.
Considerando la [Ec. 2.11] que determina la velocidad de reaccion de la
hidrolisis de lactosa; a partir de la definicion de la concentracion del complejo EL [Ec.
2.9], sustituyendo la definicion de la concentracion de la enzima libre E ([Ec. 5.60]) e
introduciendo la variable intensiva de tratamiento y ([Ec. 4.2]), se llega a la expresion:
e e, 561

Integrando esta expresion concluiremos que para el RFHR, la variable intensiva

de tratamiento (y) se puede expresar como:

5 & [ So , Km (1+KD)] [FIni-x)], g h LI [Ec.5.62]
k er k er

De la representacion de y frente a [-In(1-x)] se obtiene para cada experimento
realizado el valor de la pendiente a partir de los datos que mantienen la linealidad del
modelo, considerandose para experimentos realizados a una misma temperatura y

concentracion de sustrato ensayada, un valor medio de la pendiente

Kym-(1+Kp)ker +So/k er) (Tabla 5.17). Al representar esta pendiente frente a Sg
M D 44 bl

deberia obtenerse una linea recta para cada temperatura ensayada. A modo de ejemplo,
en la Figura 5.67 se muestra el ajuste realizado para un RFHR que utiliza un médulo
NT1975. Esta representacion permite calcular el valor de (k er) a cada temperatura,
ajustandose esta constante a la ecuacion de Arrhenius (tal y como se observa en la
Figura 5.68) y verificando la aplicacion del modelo planteado a los datos
experimentales donde se observa una relacion lineal entre la variable intensiva de
tratamiento (y) y [-In(1-x)].

La velocidad de reaccion en el RFHR, (rup)ur, teniendo en cuenta el modelo

planteado, seria:

3.62



Discusion de resultados

Tabla 5.17 — Pendiente de ajuste obtenida a partir del ajuste de los datos
experimentales de hidroélisis de lactosa en RFHR a la ecuacion [Ec. 5.34]

Médulo T,°C LoM  m,g Kar(1+Kp)/kertSoker, (Kpa+KpYker +Sghker)

ghL ,ghL!
00278 01250 0281 0.997 | 0281
0.0166 0.494 0.997
0.0625 0.557 0.997
25 G 0.1250 0.512 0.998 0
_____________ 03750 0530 0997
01397701250 0939 T 0.999 T 0939 T
0.208 0.1250 1.35 0.997 1.35
00278 01250 0223 0.991 ] 0223 ]
0.0625 0.404 0.997
p 0.1250 0.479 0.993
(=) 30 0.0694 0.1662 0.391 0.997 0.414
= 0.3750 0.391 0.997
Z | 07500 ! 0416 0972 oo
0.039 7704250 0707 T 0.999 T 0707 J
0.208 0.1250 1.18 0.995 1.18
00278 01250 0059 0.997 1 0159
0.0625 0.272 0.991
0.0694 0.1250 0.299 0.997 0.283
40 03750 ! 0277 .. 0.990
(1) 0.1250 0.443 0.996
000 @oms0 047 0991 it
0.208 0.1250 0.675 0.997 0.675
0.0278 0.1250 0.166 0.996 0.166
NTI375| 40 570694 76.1250 0.302 0.990 0302 T
0.0278 0.1250 0.170 0.993 0.170
NTI7S| 40 575694 6.1250 6305 0.091 T 0305 T
00278 01458 0034 0.990 0154 ]
0.0694 0.1458 0.239 0.995 0.239
BLSGSZ) 40 039 oaass T o4ey T 0.992 T 0489 T
0.208 0.1458 0.655 0.995 0.655 1
dx k er Ly (I—-x Lo (1—-x " .
(IHL)HF:LO_z T 0 ( ): 0 ( ) . molglhl
dy So+Ky (1+Kp) So +KM (1+Kp)
k eT k eT
[Ec. 5.63]

Considerando la variable Sy (definida como la suma de la concentraciones
iniciales de lactosa (Lo) y galactosa (Gao) [Ec. 2.14]) dentro de la ecuacion [Ec. 2.13], la
suposicion realizada de que Ku=Kj, y la definicion de la variable intensiva de
tratamiento y ([Ec. 4.2]), la velocidad de la reaccion de hidrolisis de lactosa en el
RDMP, (rur)mp, vendria dada por:

dx _k er Ly (1I-x) _ Loy (1-x)

S
(L e = Lo dy So +Km S0, Km

k et k er

, molg'h™!  [Ec. 5.64]
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K (1+Kp)/keT + So/ker,
gh L'
204 T.°C 1ker,ghmol’ Ky(1+Ko)ker,ghLl' P
25 5.94 0.114 0.9999
30 435 0.106 0.9995
40 2.84 0.081 0.9996
1.5
.Y
o 25
1.0
A 30
o 40
0.5 -
0.0 L] 1 1 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
So,M

Figura 5.67 — Hidrdélisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975)
Representacion de (Kyv (1+Kp)/ker + So/ker) frente a Sp

Figura 5.68 — Hidroélisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975) Dependencia

temperatura.

Influencia de la

In (ker)
-0.6

-1.0

-14

‘1831 Inke)=13.5-4570/T
r? = 0.9997
22 : : .

0.0031 0.0032 0.0033 0.0034
/T, K-1

de (k er) con la temperatura segiin la ecuacion de Arrhenius.
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Al igual que para la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa, podemos definir
el factor de efectividad del RFHR (nur) como la relacion entre la velocidad de reaccion
en el RFHR vy la obtenida en el RDMP de forma que, considerando las ecuaciones [Ec.

5.63] y [Ec. 5.64] podria calcularse este factor segun la expresion:

(THL)HF k e k er Km +So
= = = Ec. 5.65
B () _So ,Km (+Kp) Ky +Sg+KmKp : :
k €T k €T

llegandose finalmente a una expresion idéntica a la obtenida para la isomerizacion

fructosa-glucosa [Ec 5.52] donde:

wE o - Lo, So [Ec. 5.66]
I-ngp = Kp Km Kp

expresion que puede utilizarse para calcular la constante de adsorcion reversible de la
enzima sobre la membrana (Kp) y la constante de Michaelis-Menten (Ku) para la

hidrolisis enzimética de lactosa en RFHR.
En la Tabla 5.18 se presenta el valor del factor de efectividad calculado a partir

de los experimentos de hidrdlisis realizados en el RDMP y RFHR con médulo NT1975

para cada temperatura y concentracion de sustrato ensayado. Como puede observarse el

- factor de efectividad obtenido para la hidrélisis de lactosa se aproxima a la unidad

(especialmente a 25°C), haciéndose mayor al disminuir la temperatura y al aumentar la
concentracion de sustrato. A 25°C y una concentracion de sustrato inicial de 0.208 M la

velocidad de reaccion en ambos reactores es practicamente igual.

Tabla 5.19 — Factor de efectividad para la hidroélisis enzimatica
de lactosa en RDMP y RFHR con médulo NT1975.

T, °C Se, M Nar Murc/ (1-Nur)

0.0278 0.874 6.93

25 0.0694 0.847 5.54
0.139 0.927 12.7

0.208 0.995 213

0.0278 0.652 1.87

30 0.06%4 0.657 1.91
0.139 0.859 6.07

0.0278 0.734 2.75

40 0.0694 0.686 2.18
0.139 0.766 3.26

0.208 0.792 3.80
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El célculo de nur/(1-nwur) [Ec. 5.66] esta sujeto a errores importantes, por lo que
solo se aprecia la linealidad preconizada por esta ecuacion a la temperatura de 40°C,
donde los factores de efectividad son menores (Figura 5.69). La constante cinética Kp
se obtiene por tanto mediante regresion no lineal de los datos a la ecuacion [Ec.5.62],
considerando que el valor de k y Ky es igual al obtenido en el RDMP. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 5.19, observandose mediante la covarianza (CV) que

en todos los casos indicados el error de estos parametros es igual o inferior al 5%.

nur / (1-nHF)

15

12 1

a
9 1 e
a 25
= a 30
6 1 A
" o 40
3 4 o_—/—/’/o
A R
0 T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Figura 5.69 — (Detalle) Hidrélisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975) —
Linealizacién propuesta en la ecuacion [Ec. 5.66]

Tabla 5.19 — Hidrélisis de lactosa en RFHR - Constante Kp
obtenida mediante regresion no lineal de los datos a [Ec.5.62]

Material T, °C Kp CV(%)
25 2.18 2
A:;tual?sge 30 2.28 4
40 3.79 4
Polisulfona 40 2.72 5
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La constante Kp, y por tanto la adsorcion, aumenta con la temperatura tal y
como pone de manifiesto (Cheryan (1998b)) para la adsorcion de proteinas sobre
membranas. Para el modulo NT1975, la representacion de la constante Kp obtenida en
funcién de la temperatura tal y como la ecuacion de Van't Hoff sugiere, se recoge en la

Figura 5.70, observandose que el ajuste no es del todo bueno (1*=0.93).

In KD
1.8
[ )
1.2
®
[ ]
0.6 -
InKp = 12.9-3630 /T
? =0.930

0 ; 3 1

3.10E-03 3.20E-03 3.30E-03 3.40E-03
1T, K

Figura 5.70 — Hidrélisis de lactosa en RFHR (m6dulo NT1975). Ajuste de la
constante Kp a la ecuacion de Van’t HofT.

En las Figuras 5.71 y 5.72 se muestra a titulo de ejemplo el ajuste del modelo
(adsorcion reversible de la enzima libre en la membrana) a los datos experimentales
obtenidos para la hidrélisis de lactosa en RFHR con el modulo NT1975. En la Figura
5.73 se muestra el ajuste del modelo a los datos experimentales obtenidos en distintos
modulos a 40°C y L¢=0.0694 M. En todos estas figuras se observa que para las
temperaturas, concentracion de sustrato y enzima analizadas, se cumple
satisfactoriamente el modelo.

No obstante el modelo planteado no explica el cambio de pendiente observado

en la mayoria de los experimentos cinéticos realizados.
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X
1.0
LOM mg
A
2 A 00278 0.1250
038 - 1
' A 0069 00166
i L > = 006% 00625
L=
" o 00694 0.1250
0.4 - e ' o 006% 03750
; o o 5 o 0.139 0.125
v [ ]
02 - . - e 0208 0.125
S /./ .
A /;( A ——Modelo propuesto
0.0 “‘:' = T = T T T T T
00 05 10 15 20 25 W gy

Figura 5.71 — Hidrélisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975) Ajuste de
modelo de adsorcion de enzima libre a los datos experimentales considerados.
25°C Lactozym Tampén K'y Mg*?

10

IOM mg

. A 00278 0.1250

= 00694 0.0625

0.64 o 00694 0.1250

e 0069 0375
o 0139 (1)0.1250
04 - 1o

o 0139 (2)0.125

o 0208 0.125
02 -

Modelo propuesto

20

0.0
0.0 0.5 10 15

t,h

Figura 5.72 — Hidroélisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975) Ajuste de
modelo de adsorcion de enzima libre a los datos experimentales considerados.
40°C Lactozym Tampén K’y Mg"
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1.0

mg
NT1975 0.1250
NT1375 0.1250
NT1175 0.1250
BLS632 0.1458
Mod. Adsorcién E-Acet.celulosa

L 2

0.8 -

*

0.6 -

------- Mod. Adsorcion E-Polisulfona

T T

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5 1.8
t,h

Figura 5.73 — Hidrélisis de lactosa en RFHR. Aplicaciéon de modelo de
adsorcion de enzima libre a los datos experimentales considerados obtenidos
en diferentes médulos de fibra hueca. 40°C L¢=0.0694M TampénK'y

5.5.5 Modelo cinético de hidrélisis de lactosa con adsorcién del complejo enzima-

galactosa EGa en la membrana del médulo de ultrafiltraciéon de un RFHR.

Los resultados experimentales obtenidos en el RFHR muestran una separacion
con respecto a los obtenidos en el RDMP de la forma indicada en la Figura 5.74. Estos
resultados sugieren que las diferencias de comportamiento de ambos reactores aumentan
a medida que la conversion progresa, lo que podria indicar que esa diferencia sea debida
a algun producto de la reaccion. Por otro lado, la causa mas frecuente que explica estas
diferencias de comportamiento entre ambos reactores es la adsorcién de la enzima en la
membrana, que se retira del medio de reaccion y queda inutilizada para la catalisis. A
partir de las observaciones anteriores podria considerarse que la especie que se adsorbe
es fundamentalmente el intermedio enzima-galactosa, cuya concentracion va

aumentando a medida que progresa la reaccion.
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RFHR

g RDMP

-In(1-x)

Figurai 5.74 - Disposicion relativa de los datos obtenidos para la
hidrélisis enzimdtica de lactosa en un RDMP y RFHR.

Admitiendo esta hipétesis, el mecanismo seria el mismo que en fase homogénea,
afiadiendo una etapa de adsorcion del intermedio enzima-galactosa (EGa):

K

M
E+L . 2 EL [Ec. 2.3]
EL—~ »EGa+G [Ec. 2.4]
K1
EGa . E+Ga [Ec. 2.5]
Ka
EGa+n EGan [Ec. 5.67]

donde las etapas [Ec. 2.3], [Ec. 2.5] y [Ec. 5.67] estan en equilibrio y [Ec. 2.4] es la
etapa controlante y EGan es el complejo enzimatico enzima-galactosa unido a la
membrana. La constante de equilibrio K4 viene definida como:

EGan

Ka = .5.68
A=EGa n [Ec ]

Considerando que Ky=K| y las ecuaciones [Ec. 2.6], [Ec. 2.7], [Ec. 2.9], [Ec.
2.10] y [Ec. 2.14], la suma de la concentracion de los complejos EL y EGa vendria

definida por:
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EL+EGa=E_0 [Ec. 5.69]
Km

Admitiendo que la superficie de la membrana es muy grande con respecto a la
concentracion de enzima, la concentracion de centros vacantes para la adsorciéon en la
superficie de la membrana (n) podra suponerse constante e incluirse en la constante de
adsorcion de la forma:

Kp=Kj n [Ec. 5.70]
y considerando que Knu=K| y las ecuaciones [Ec. 2.7], [Ec. 2.10], [Ec. 5.68] y [Ec.
5.70] la concentracion del complejo enzimatico EGa adsorbido sobre en la membrana

(EGan) seria igual a:
EGan =EK—D(Ga0 +Lox) [Ec. 5.71]
Km
Realizando un balance de enzima al sistema, la concentracion de enzima libre E

viene definida por:

er Cg

N E= [Ec. 5.72]

1+ L) + K—D(Gao +Lox)
KM Km
donde er son los moles de enzima activa por gramo de complejo enzimatico activo y Cg
los gramos de complejo enzimatico activo total por litro.

La aparicion de la conversion en el denominador de esta ecuacion indica una
disminucion continua de la concentracién de enzima libre al progresar la reaccion. La
velocidad de reaccion de hidrolisis de lactosa [Ec. 2.11] (en mol L' h™) vendra

determinada por la de la etapa controlante, y por tanto:

L Ek—Lo(l-X) er Cg
r=k EL=— E Lo(l-x)= g‘ = =Lyo— [Ec. 5.73]
Km R R ) PO P |
M M

Introduciendo la variable intensiva de tratamiento, y, definida en la ecuacién

[Ec. 4.2], nos queda que:
. kK s (1 = x)
e T‘I{: [Ec. 5.74]
dy 1420 4 2D (Gay+Lgx)
KM Km

separando variables e integrando obtenemos:
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K +So(l +Kp) [—ln(l—x)]—————KD Lo X [Ec. 5.75]
k er k er

con lo que el nuevo término que aparece en la ecuacién del modelo deberia explicar la
diferencia de comportamiento. Esta ecuacion implica s6lo un parametro mas que la
usada para explicar el comportamiento del RDMP, (Kp Lg)ker, que debe ser
proporcional a la concentracion inicial de lactosa y variar con la temperatura de acuerdo
con la ecuacion de Van't Hoff.

Aplicando la ecuacion [Ec. 5.75] a los resultados experimentales obtenidos con
los diferentes modulos, y considerando los valores de k y Ky obtenidos en el RDMP,
mediante regresiéon no lineal se calcula el valor de la constante Kp para los diferentes

modulos utilizados (Tabla 5.20).

Tabla 5.i0 — Hidrdlisis de lactosa en RFHR - Constante Kp obtenida
mediante regresion no lineal de los datos a [Ec. 5.75]

Material Moédulo ¢ Kb CV(%)
. % 0.667 5
NT1975 30 - 1.09 3
¢ 0 291 o
_____ NT1375 .40 . .812 .4
NT1175 40 5.82 3
Polisulfona BLS632 40 2.48 5

CV(%) = covarianza

Las constantes Kp obtenidas a diferentes temperaturas para el médulo NT1975
indican un incremento de la adsorcién con la temperatura tal y como Cheryan (1998b)
pone de manifiesto. En la Figura 5.75 se representa Kp segun la ecuacion de Van't

Hoff sugiere, obteniéndose una entalpia de adsorcion de:

AH,4 =186 kcal mol™

cuyo orden de magnitud parece indicar una quimiadsorcion del complejo EGa sobre la
membrana.

A partir de las ecuaciones [Ec. 2.9], [Ec. 2.10], [Ec. 5.71] y [Ec. 5.72] se puede
simular la variacion de la concentracion de las distintas especies enzimaticas presentes
en funciéon de la conversion. A modo de ejemplo, en la Figura 5.76 se indica la
distribucion de las distintas especies enzimaticas a 40°C en el modulo NT1975, para una
concentracion de lactosa inicial de 0.208 M y en ausencia de galactosa inicial. Se
observa que la concentracion de enzima libre es mucho menor que la del resto de los

complejos enzimaticos formados. El complejo enzimatico adsorbido a la membrana,
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EGan, es aproximadamente un 50% de la enzima total para una conversion de 0.40,

donde comienza el cambio de pendiente de este experimento (Figura 5.65).

1:5 +

1.0 4

0.5+

0.0

-0.5

In KD

InKp=30.8-9320/T
’=0.9997

-1.0

3.10E-03 3.20E-03 3.30E-03

WEE?

)

3.40E-03

Figura 5.75 - Hidrélisis de lactosa en RFHR (modulo NT1975)
Ajuste de Kp a la ecuacion de Van't Hoff.

La constante de adsorcion obtenida para el médulo de polisulfona a 40°C es

similar a la del modulo de acetato de celulosa. McDonogh y col. (1990) obtiene

también adsorciones similares para la proteina BSA en experimentos de ultrafiltracion

con ambos materiales.

% Especies enzimaticas

l| e [BGR]

X

08 - \

06 - i

04

02 - el

00 . , 7 x .
00 02 04 06 08 10

— [

—  [EGan]

Figura 5.76 — Estimacion de distintas especies enzimaticas presentes
en la hidroélisis enzimatica de lactosa en RFHR (médulo NT1975)

40°C Lo=0208M Gay=0M.
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Los mayores valores de Kp encontrados en modulos de acetato de celulosa y
menor area superficial (NT1375 y NT1175) y la independencia de estas constantes con
la superficie de la membrana parece indicar que la superficie del modulo no es
limitante. Si tenemos en cuenta que la concentracion de centros vacantes para la
adsorcion del complejo EGa sobre la membrana (n) se puede expresar como:

n = nt - EGan [Ec. 5.76]
siendo nr la concentracion total de centros activos de la membrana, la suposicion
realizada en el modelo planteado por la que la concentracion de EGan es despreciable
frente a nt, es correcta. El mayor valor de Kp para estos dos modulos indica por tanto
un mayor nimero de centros activos en estas membranas que, aunque fabricadas con un
mismo material, pertenecen a lotes de fabricacion distintos. Esto conllevaria que el
comportamiento de la membrana puede ser distinto segun con el proceso de fabricacion
que haya suftrido.

En las Figuras 5.77 a 5.82 se muestran los resultados obtenidos en los diferentes
modulos y condiciones experimentales ensayadas. La observacion visual parece
demostrar que el modelo propuesto justifica la dependencia experimental observada.
Para la mayor parte de los experimentos realizados se observa que los residuales
obtenidos se distribuyen aleatoriamente a un lado y otro del cero, observandose no
obstante la existencia de una alta dispersion (57% de los puntos experimentales
considerados presentan una diferencia del 10 % con respecto a los calculados a partir

del modelo
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" Figura 5.77 — Hidroélisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975)  Modelo de
adsorcion de complejo EGa sobre la membrana. 25°C
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A 00694 0.0625
A 00694 0.1250
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Figura 5.78 — Hidrolisis de lactosa en RFHR (médulo NT1975) Modelo de
adsorcion de complejo EGa sobre la membrana  30°C
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Figura; 5.79 — Hidrolisis de lactosa en RFHR (m6dulo NT1975) Modelo de

adsorcion de complejo EGa sobre la membrana  40°C
X
10
LO,M m, g
e 0.0278 0.1250
o 0.06%4 0.1250
——Mod Adsorcién EGa
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Figura 5.80 — Hidrolisis de lactosa en RFHR (médulo NT1375)  Modelo de

adsorcion de complejo EGa sobre la membrana
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* Figura 5.81 — Hidrdlisis de lactosa en RFHR (médulo NT1175) Modelo de
adsorcion de complejo EGa sobre la membrana  40°C
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Figura 5.82 — Hidrdélisis de lactosa en RFHR (médulo BLS632) Modelo de
adsorcion de complejo EGa sobre la membrana  40°C
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5.6 Comparacion de los reactores en su aplicacion industrial.

El reactor de fibra hueca con recirculacion se ha utilizado para llevar a cabo la
reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa con la enzima glucosa isomerasa y para la
hidrélisis de lactosa mediante B-galactosidasa. La comparacion de los resultados
obtenidos en reactores diferentes nos permite analizar las ventajas e inconvenientes de
su aplicacion industrial.

Para la isomerizacion fructosa-glucosa se compara el comportamiento de los
reactores estudiados (RDMP y RFHR) y un reactor de recirculacion de lecho fijo
utilizado en trabajos previos (Luzén Gonzilez (1993), Camacho y col.(1996)) con la
enzima glucosa isomerasa inmovilizada Sweetzyme T. La comparacion se realiza
mediante el factor de efectividad, que en el RFHR (nur) se define como la relacion entre
la velocidad de reaccion en el RFHR vy la obtenida en el RDMP, y en el reactor de lecho
fijo con recirculacion (1.r) como la relacion entre la velocidad de reaccion en el reactor
de lecho fijo con recirculacion y la obtenida en el RDMP. En la Tabla 5.21 se muestra{n

los valores representados en la Figura 5.83.

Tabla 5.21 — Isomerizacion fructosa-glucosa.
Comparacion de efectividad de RDMP, RFHR y reactor de
lecho fijo con recirculacién.

1

T, °C Se, M Nur NLF
0.05 0.358
0.10 0.401
0.50 0.555 0.434
40 1.00 0.428
1.10 0.644
1.50 0.715
2.00 0.356
0.50 0.365
50 1.00 0.333
2.00 0.365
0.50 0.270
60 1.00 0.261
2.00 0.295

! Datos de Luzén Gonzdlez (1993) y Camacho y col. (1996)
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Factor de efectividad
1.0 W
0.8
= RFHR - 40°C

0.6 = 0 Reactor lecho fijo40°C

& - © Reactor lecho fijo-50°C
04

° © i A Reactor lecho fijo-60°C

A A
0.2
0-0 T T T T

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25
So, M

Figura 5.83 — Isomerizacion fructosa-glucosa. Comparacion de efectividad
del RFHR y reactor de lecho fijo con recirculacion con respecto al RDMP.

.~

Las mayores productividades se obtienen con el RDMP, pero este tipo de reactor
presenta desde el punto de vista industrial los inconvenientes inherentes al sistema
discontinuo: alto costo de mano de obra, frecuentes paradas y puestas en marcha y lo
que es mas importante, la necesidad de recuperar o eliminar del producto final la enzima
empleada en el proceso. Por estas razones se suele utilizar el reactor de lecho fijo con la
enzima inmovilizada en aplicaciones industriales.

Para la isomerizacion fructosa-glucosa, el RFHR presenta mayor efectividad que
el reactor de lecho fijo con recirculacién, aumentando esta efectividad al aumentar la
concentracion de sustrato y permitiendo la reutilizaciéon de la enzima. Este reactor

podria ser adecuado para llevar a cabo la isomerizacion fructosa-glucosa.

Para la hidrolisis enzimatica de lactosa, donde se produce la adsorcion reversible
del complejo EGa en la membrana, el factor de efectividad depende de la conversion
alcanzada. Si consideramos las velocidades de reaccion en moles de glucosa producidos

por gramo de enzima y hora en el RDMP ([Ec. 5.64]) y en el RFHR (a partir de [Ec.
5.74]) como:
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(THL) = Ly 9)5 = iir by (l = X) , mol g_l e [Ee. 5.77]
HF dy KM + SO + KD(GaO e LOX)

el factor de efectividad en el RFHR (nur) vendria definido por:

(oL )p Km +5Sp
= = He. 5.78
"HF (rHL)l\/IP KM a5 SO + KD(GaO & L()X) [ ¢ ]

En la Figura 5.84 se representa a modo de ejemplo la variacion del factor de
efectividad con la conversion a distintas temperaturas, Lo = 0.0278 M y Gay = 0 M. Se
observa que los mayores factores de efectividad se consiguen a bajas temperaturas. Sin
embargo, al producirse en esta reaccion la adsorcion del complejo EGa en la membrana,
se hace necesario un aporte suplementario de enzima durante el proceso y la utilizacion
de diferentes modulos en serie para conseguir conversiones de lactosa cercanas al 80%

necesarias para evitar problemas de intolerancia de lactosa.

MNHF

e IS

0.0 ; , ‘ ; \
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 5.84 — Factor de efectividad del RFHR (ngr) a distintas temperaturas.
Moédulo NT1975 L¢=0.0278 M Gag=0 M.
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En la Figura 5.85 se comparan los resultados obtenidos en experimentos de
hidrolisis de lactosa en RFHR realizados con flujos de lumen y ECS en contracorriente
(Tabla 4.117) y en paralelo (Tabla 5.22). Se observa que para flujo en paralelo, la
pérdida de la linealidad ocurre a una conversion mayor y mayor tiempo de reaccion. En
este experimento en paralelo, tras alcanzar una conversion practicamente constante se
modifica el sentido de flujo, consiguiéndose un nuevo aumento en la conversion del
sistema. Este hecho podria ser utilizado para obtener mayores conversiones en la

aplicacion industrial .

10° v.gh &
100
A Experimento en contracorriente
© Experimento en paralelo
80 - o Experimento en paralelo (cambio a contracorriente)
i
D~‘G
60 A @ 0°
A "o
A o
A
40 A
A o
A O
A O _
20 1 A B _ T
A O -7
a2 ol
aa®®
0 “‘t T T T T T
0.0 0.3 06 0.9 12 15 1.8
-In(1-x)

Figura 5.85- Hidrdlisis de lactosa en RFHR (médulo NT1175)  Influencia
de sentido de flujo. 40°C  Ly=0.0278 M m=0.1250 g

A vpartir de las ecuaciones [Ec. 5.64] y [Ec. 5.77] se puede determinar la
velocidad de reaccion dentro del RDMP, (rur)mp, v en el RFHR suponiendo la adsorcion
reversible del complejo EGa en la membrana del complejo EGa, (ru )ur. Si se
representan estas velocidades de reaccion en funcion de x (Figura 5.86), observamos
que para 25°C no existen diferencias excesivamente grandes entre la velocidad mostrada

por ambos reactores en todo el rango de conversiones. A conversiones proximas a 0.8
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(grado de hidrolisis admisible por personas intolerantes a la lactosa) la velocidad de
reaccion en el RFHR a distintas temperaturas es practicamente similar. Esto nos lleva a
pensar que una vez alcanzadas dentro del sistema conversiones proximas a 0.8, la
hidrélisis de lactosa podria llevarse a cabo en el RFHR a 25°C lo que supondria un
ahorro energético importante.

Para conseguir mayores productividades podria combinarse la utilizacion de los
dos reactores, RDMP y RFHR, iniciandose la reaccion a temperaturas altas (40°C) en el
RDMP para posteriormente recircular la disolucion hacia el ECS del RFHR, trabajando

dentro de este reactor a 25°C.

Tabla 5.22 — Hidroélisis de lactosa en RFHR. Moédulo NT1175
: Influencia de sentido de flujo
40°C L1y=0.0278M m=0.1250g Tampén K'y Mg*?

Flujo t,h 10’y,ghL?! x
0.000 0.00 0.000
0.043 0.85 0.036
0.072 141 0.077
0.117 2.30 0.137
0.167 3.29 0.195
0.217 428 0.239
0.267 5.27 0.284
0.333 6.59 0.329
0417 8.24 0.394
Paralelo 0.500 9.89 0.440
0.583 11.6 0.484
0.770 15.3 0.561
1.00 19.8 0.628
1.25 248 0.667
1.50 29.8 0.697
1.75 348 0.769
2.50 49.8 0.746
275 54.8 0.743
3.00 59.8 0.741
3.03 60.4 0.746
3.07 61.1 0.762
3.12 62.1 0.772
Contracorriente 3.17 63.1 0.755
3.25 64.8 0.762
3.33 66.5 0.775
3.50 69.8 0.782
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(raL)mp, mol g>1 h'

(1L )ur, mol g'1 b

e L e e

™ T, %

\\

N 25 RDMP
NS Heseme 25 RFHR
02+---~---- :\\;\ ———————————————————— 30 RDMP
RDMP
RFHR

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 5.86 — Velocidad de reaccion de RDMP y RFHR (médulo NT1975) en
funcion del grado de hidrélisis del sistema experimental. L,=0.0278 M
Gao =0 M.
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Conclusiones

La enzima glucosa isomerasa mantiene su estabilidad hasta 60°C, no presentando
desactivacion alguna en el rango experimental ensayado. La enzima J-
galactosidasa se desactiva a temperaturas superiores a 40°C. Se ha comprobado
que en presencia de iones K' y Mg'? la enzima B-galactosidasa se estabiliza,
mientras que en presencia de iones Na" se desactiva incluso a 25°C.
Se han ensayado dos modelos cinéticos para explicar el comportamiento de las
enzimas [B-galactosidasas frente al pH. El modelo que mejor ajusta los datos de
actividad frente al pH es un modelo que considera la formacion de las especies
EH,” y E". Se observa el mismo comportamiento frente al pH de las enzimas
Lactozym y Maxilact.
Se propone un modelo cinético que explica la desactivacion térmica de las P-
galactosidasas Lactozym y Maxilact en los dos tampones ensayados. Este modelo
implica que la enzima nativa se transforma reversiblemente en una especie
intermedia no activa que posteriormente se desactiva irreversiblemente.
Se propone para la hidrolisis de lactosa mediante P-galactosidasa un modelo
cinético de inhibicion por galactosa simplificado que supone que las constantes Ky
y K son iguales. Esto implica que la lactosa y galactosa ocupan el lugar activo de
la enzima con igual probabilidad. La velocidad de reaccion puede por tanto
determinarse de la forma:

k er Lo (1-x)
Km + Lo + Gag

IH, =
Las constantes k et y Ku se pueden expresar en funcion de la temperatura como:
k ep = 271 107 exp(— %), mol g~1 h!

By = 297 10° exp(—nTﬂ),M

Se han estudiado en un reactor de fibra hueca con recirculacion las reacciones
enzimaticas de isomerizacion fructosa-glucosa, mediante la enzima Spezyme GI, e
hidrolisis de lactosa, mediante la enzima Lactozym, observandose en todos los
casos que las conversiones obtenidas son menores a las conseguidas en un reactor

discontinuo mezcla perfecta.
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En la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa llevada a cabo en un reactor de
fibra hueca con recirculacion parece existir una adsorcion reversible de la enzima
nativa activa libre en la membrana del modulo de fibra hueca mientras que en la
reaccion de hidrolisis de lactosa en este mismo reactor existe una adsorcion
reversible del complejo EGa.

Se propone un modelo cinético para la isomerizacion fructosa-glucosa con la
enzima glucosa isomerasa en el RFHR que considera una reaccion reversible de
pseudoprimer orden y un equilibrio de adsorcion reversible de la enzima nativa

activa libre en la membrana de la forma:

G+E_?>X_’F+E
E+n<_a En

Se propone un modelo cinético para la hidrolisis de lactosa en el RFHR que
considera la inhibicion por galactosa y una adsorcién reversible del complejo EGa
sobre la membrana del moédulo de fibra hueca de la forma:

E+L _ EL

EL—EGa+G

_—
EGa , E+Ga

EGa+n , > EGan

La constante de adsorcion Kp obtenida para el modulo de fibra hueca NT1975 de
membrana de acetato de celulosa se puede expresar en funcion de la temperatura
de la forma:

Kp = 238 10% exp(——g%:z—q], adim ensional
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Nomenclatura

ABSe10

Anorm

BSA

Ce

Cro
Cec
Cv

g..

DL

Ei, Ez

ECS

Eq
EGa
EGan

EL
En

Actividad enzimatica

Actividad enzimatica inicial

Absorbancia 610 nm

Actividad enzimatica normalizada [Ec. 4.1], adimensional
Variable adimensional [Ec. 5.17]

Seroalbiimina bovina

Variable adimensional [Ec. 5.17]

" Concentracién de complejo enzimético activo total, g L™

Concentracién de complejo enzimatico total inicial, g L™
Concentracién de enzima en el circuito del ECS, g L™
Covarianza, %

Diametro de particula [Ec. 2.22]

Diametro inicial de particula [Ec. 2.22]

Concentracion de especie enzimatica no activa [Ec. 2.21] (desactivacion
reversible)

Dialisis

Concentracion de enzima libre activa en el medio de reaccion, M
Concentracion de enzima libre activa inicial en el medio de reaccion, M
Concentracion de especies enzimaticas modificadas ([Ec. 2.19])
Energia de activacion, Kcal mol”

Espacio extracapilar (espacio comprendido entre la pared exterior de las fibras
y la carcasa del modulo de fibra hueca)

Concentracion de enzima desactivada, M
Concentracion del complejo enzima-galactosa libre en el medio de reaccion, M

Concentracion de complejo enzimatico EGa adsorbida reversiblemente sobre
los centros activos de la membrana del moédulo de fibra hueca, M

Concentracion de enzima libre no activa en el medio de reaccion, M
Concentracion del complejo enzima-lactosa libre en el medio de reaccion, M

Concentracion de enzima nativa activa libre adsorbida reversiblemente sobre
los centros activos de la membrana del médulo de fibra hueca, M

Moles de enzima activa por gramo de complejo enzimatico activo, mol g
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ki, ka

K,
K, K3

Ks

(ka)mp

(ka)ur

Ka

Ky

Concentracion de fructosa, M

Concentracion de glucosa, M

Concentracion de glucosa inicial, M

Concentracion de galactosa, M

Concentracion de galactosa inicial, M

Concentracion de glucosa en el circuito del ECS, M

Concentracion de glucosa a la salida del modulo de fibra hueca del RFHR, M
Concentracion de glucosa a la entrada del modulo de fibra hueca del RFHR, M
Glucosa oxidasa

Entalpia de adsorcion, Kcal mol™

Entalpia de formacién, Kcal mol™

Concentracion de especie enzimatica no activa [Ec. 2.21] (desactivacion
irreversible)

Constante de velocidad de la reaccion limitante en la hidrolisis enzimatica de
lactosa [Ec. 2.4], mol glucosa mol enzima™ h

Constantes cinéticas de semireacciones ([Ec. 2.19])
Parametro cinético [Ec. 2.37], M
Parametro cinético [Ec. 2.38], M

Constantes de equilibrio de modelo de actividad que supone la pérdida y
captura de un proton [Ec. 5.3], M

Constante de equilibrio de modelo de actividad que supone la pérdida y
captura de 1 6 2 protones, respectivamente [Ec. 5.9], M?

Constante de equilibrio de modelo de actividad que supone la pérdida y
captura de 1 6 2 protones, respectivamente [Ec. 5.9], M

Constante cinética de pseudoprimer orden para la reaccion de isomerizacion
fructosa-glucosa, L g™ h™!

Parametro cinético de la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa
[Ec.2.41],L g"' '

Constante cinética de pseudoprimer orden obtenida para la isomerizacion
fructosa-glucosa en RDMP, L g h’!

Constante cinética de pseudoprimer orden obtenida para la isomerizacion
fructosa-glucosa en RFHR, L g™ h”!

Constante de equilibrio de adsorcion de distintas especies enzimaticas sobre la
membrana del médulo de fibra hueca, M™

Parametro cinético de isomerizacion fructosa-glucosa [Ec. 2.42], adimensional

Constante de velocidad [Ec. 5.5] y [Ec. 5.14], L g" h
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£

KDa

ke

Ki
Kwum

Constante cinética de desactivacion, h’
Parametro cinético [Ec. 5.21], adimensional

Constante de equilibrio de adsorcion de distintas especies enzimaticas en la
membrana del modulo de fibra hueca considerando no limitante la
concentracion de centros activos de la membrana, adimensional

Kilodalton
Constante de equilibrio de isomerizacion, adimensional

Constante cinética de reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa [Ec. 2.23], L
-1 1.-1
mol™ h

Constante cinética de reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa [Ec.2.23], h™!

Constante cinética de reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa [Ec. 2.23], L
o1 pel
mol™ h

Constante cinética de reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa [Ec.2.23], h™!

Constante cinética individual de modelo de desactivacion de la enzima con la
temperatura [Ec. 5.13], h?

Parametro cinético [Ec. 5.21], adimensional

Constante cinética individual de modelo de desactivacion de la enzima con la
temperatura [Ec. 5.13], h'! '

Constante de equilibrio de inhibicién de enzima por galactosa [Ec. 2.10], M

Constante de Michaelis-Menten de la reaccion de hidrolisis de lactosa [Ec.
2.9], M

Constante de Michaelis-Menten para la transformacion fructosa-glucosa [Ec.
2.43], M

Constante de Michaelis-Menten para la transformacion fructosa-glucosa, M
Constante de Michaelis-Menten para la transformacion glucosa-fructosa, M
Parametro cinético [Ec. 2.36], h”'

Constante de velocidad [Ec. 2.22]

Concentracion de lactosa monohidratada, M

Concentracion de lactosa inicial, M

Masa de enzima, g

Microfiltracion

Concentracion de centros activos vacantes de la membrana, M
Concentracion de enzima nativa activa [Ec. 2.21]

Nanofiltracion

Concentracion de centros activos totales de la membrana, M
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ONP
ONPG
POD
PVC
PVDF

RDMP
IrG

(rFG)m

(rre)mp

(rrG)HF

RFHR

THL

(tHL)™MP

(taL)HF

RO
So

g - -

2

Vmax

WPC

o-nitrofenol
o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido
Peroxidasa

Cloruro de polivinilo

Fluoruro de polivinilideno

Caudal, L h’'

Velocidad de reaccion de hidrolisis de lactosa [Ec. 2.11], mol L' h™!

Reactor discontinuo mezcla perfecta
Velocidad neta para la transformacion fructosa-glucosa [Ec. 2.28], mol g'h?

Velocidad media para la transformacion fructosa-glucosa [Ec.5.36], mol g” h™!

Velocidad neta para la transformacion fructosa-glucosa en un RDMP
[Ec.5.47], mol g h!

Velocidad neta para la transformacion fructosa-glucosa en un RFHR
[Ec.5.48], mol g'1 h!

Reactor de fibra hueca con recirculacion
Velocidad de reaccién de hidrolisis de lactosa, mol g h™!

Velocidad de reaccion de hidrolisis de lactosa en RDMP (definido en
[Ec.5.64]), mol g h!

Velocidad de reaccion de hidrolisis de lactosa en RFHR (definido en
[Ec.5.63]), mol g h!

Osmosis inversa

Concentracion total de hexosas en la reaccion de isomerizacion fructosa-
glucosa [Ec. 2.32], M
Suma de concentracion de lactosa y galactosa inicial [Ec. 2.14], M

Tiempo, h

Temperatura, K

Ultrafiltracion

Volumen de fase liquida, L

Volumen de liquido en el circuito del ECS, L

5 = g 5 i 2 el
Velocidad maxima de reacion, mol g h

Velocidad maxima de la reaccion de transformacion fructosa-glucosa [Ec.
2.29], mol g h’!

Concentrados de proteinas de suero
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ap, a2

THF

NLF

Conversion de fructosa en glucosa [Ec. 2.31], adimensional
Conversion de lactosa en glucosa y galactosa [Ec. 2.8], adimensional

Concentracion de complejo enzimatico intermedio [Ec. 2.24], M

Conversion de equilibrio para la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa
[Ec. 2.34], adimensional

Conversion inicial para la reaccion de isomerizacion fructosa-glucosa,
adimensional

Variable intensiva de tratamiento para la reaccion de isomerizacion-fructosa-
‘ 4ig%. % i A -1
glucosa e hidrolisis enzimatica de lactosa, gh L

Actividad residual [Ec. 5.22], adimensional

Actividades relativas de las especies enzimaticas E, y E; respecto a la
actividad enzimatica de la enzima E, adimensional

‘Factor de efectividad del RFHR con respecto al RDMP, adimensional

Factor de efectividad del reactor de lecho fijo con recirculacion con respecto al
RDMP, adimensional

Tiempo espacial modificado

Variable [Ec. 5.17], adimensional,

e
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