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RESUMEN : 3

La isomerizacidn enzimdtica de glucosa a fructosa es uno de los proceses con enzimas inmovilizadas
més ampliamente utilizado em la industria alimentaria para la preparacidn de edulcorantes, No obstante,
existen discrepancias importantes entre los trabajos de investigacion publicades sobre 1a cinética de este
proceso.

En esta Memoria se da cuenta de los resultados obtenidos en el estudio cinético de la isomeriza-
cién de glucosa a fructosa en tres dispositivas experimentales:

a) Con enzima inmovilizada dispuesta en ¢] lecho fijo en un reactor de recirculacion,
b) En fase homogénea con enzima en disolucion.
¢) Con la enzima disuelta retenida en la carcasa de un médulo de fibra hueca, también en un

reactor de recirculacién,

En primer lugar se estudid el equilibric de isomerizacidn en el reactor de lecho fijo, encontrén-
dose gque 1a constante de equilibrio puede expresarse en funcidn de 1a temperatura mediante ta ecuacién

ke =24.3 exp ( -_mTﬁ)

que indica un calor de reaccidn para esta isomerizacién de 8500 kJ/mol, 1a comparacion de estos resultados
con los publicados en la Bibliografia indica que esta ecuacidn es vélida en el intervalo de 30 a 80°C, pH
de 6.5 2 8.5 y concentracién total de hexasas desde dilucidn infinita hasta 3.4 M,

El andlisis del comportamiento del reactor de lecho fijo de recirculacidn mediante 1a influencia
del caudal y de la masa de enzima dispuesta en el lecho puso de manifiesto que en los intervalos utilizados
se comportaba como un reactor diferencial.

Los resultados cinéticos son consistentes con el siguiente modelo cinético

k k
G +E ; = < f—F «r
3 s




4 RESUMEN

aungue en el intervalo investigado: temperatura de 30 a 60°C, concentracion total de hexosas de 0.5 a 2.0 M
y pH 7.5, la ecuacidn cinética corresponde a una ecuaci6n de pseudoprimer orden, lo que indica que las

constantes cinéticas elementales, ke ¥ kg son précticamente iquales.

g

La comparacidn de los resultados obtenidos en fase homogénea y con la enzima inmovilizada en lecho
fijo pone de manifiesto una influencia apreciable del transporte interno sobre la velocidad glohal de
reaccidn en este Ultimo caso,

Por integracidn numérica de la ecuaci6n de continuidad del sustrato en las particulas de enzima
inmovilizada se propone un método para el cdlculo del factor de efectividad incluyendo la desviacidn de la

cinética de pseudoprimer orden, mediante las ecuaciones

m= ¢B
(1 +B) y2(8 -In(1 +B) )
1 o
W= g ( tgh(3n) 'ﬁ)
( 1 m s

3

donde 2, €8 1a salucidn de

comprendida entre 0 y 1

, _ B +lfU oy
NN = e

a partir de los valores de m y 8, con un error relativo medio inferior al 0.11%. Por tanto, la velocidad

de reaccion por unidad de masa de enzima inmovilizada vendrd dada por
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g =M 8 kg (e =¥, T

gue permite estimar éste con un error relativo medio inferior al 0.11%,

Se ha desarrollado un método para comparar los resultados obtenidos con la enzima libre en
disolucién y la enzima inmovilizada en un soporte s6lido que permite determinar la actividad relativa de
una a otra y la difusividad efectiva en la enzima inmovilizada o el factor de tortuosidad si se utiliza el
modelo de poros al azar. La aplicacion de este método indica que la actividad relativa de las dos enzimas
comerciales utilizadas: spezyme GI y sweetzyme T es 0.500 y el factor de tortuosidad en esta Gltima de
1,83, Se explica este bajo valor del factor de tortuosidad temiendo en cuenta la estructura real de un

catalizador formado por una enzima retenida en la matriz de un gel,

La interpretacidon conjunta de los resultados obtenidos en ambos sistemas ha permitido determinar

las expresiones en funcién de la temperatura de )as constantes cinéticas del mecanismo anteriormente citado

(¢ er =kg ey =2.08-10" exp ( L PV
kK —5ep =5.12-10H exp ( -8‘;&;‘;0 | mol/g+h
10 75340
k er =2,10-10" ex -1, mol/g-h
-¢ & p( e /9

En 1a utilizacién del médulo de fibra hueca con 1a finalidad de retener Ja enzima, los resultadas
obtenidos pusieron de manifiesto una apreciable menor eficacia de 1a enzima en este dispositivo, al mismo

tiempo que parecia desviarse de la cinética de pseudoprimer orden,

Aunque en esta Memoria sdla se da cuenta de los primeras resultados obtenides con este sistems, la
interpretacidn de Tos mismos sugiere que se produce una polarizacién de 1a membrana, con un valor para

la constante cinética de desnaturalizacion de primer orden de 0.,

R,
x'wn“\;,.n%m
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2.1 Produccién de jarabes de qlucosa-fructosa.

Hay pocas dreas en la industria de alimentos que hallan progresado mis répidamente que Ia
industria de Tos jarabes de glucosa y fructosa., E1 conocimiento de que el almidén se podia convertir en
azlcares por calentamiento con 4cidos diluidos se tenia desde hace mds de 165 afos, pero no se habia
aplicado desde el punto de vista industrial. Fue el descubrimiento y aplicacion de la enzima glucosa
isomerasa en 1950 lo que ha permitido e) desarrollo de 1a industria de los edulcorantes a gran velocidad,
produciendose actualmente jarabes de glucosa-fructosa a partir de almidén de maiz con distintos porcentajes

de estos azbcares, que son destinados & uso industrial principalmente.

En la Tabla 2.1 se muestra la evelucién del consumo de edulcorantes en distintos paises hasta
1985, observéndose un notable incremento del consumo Qe los jarabes de fructosa y glucosa en funcién del
tiempo; en la Comunidad Econémica Europea sin embargo, la facilidad para producir jarabes de glucosa y
fructosa estd limitada en cuanto que Furopa es un importador de cereales y un exportador de azlcar,
obtenida de cafia de azicar y remolacha fundamentalmente, asi el mercado de edulcorantes 1iquides en Europa
(1980), comprendia s6lo el 15% del wuso industrial, y entre el 5-6% del mercado total de edulcorantes
producidos, en contraste con el obtenido por Estados Unidos, en ese mismo afic, que comprendid el 47% del
uso industrial, y cerca del 33% respecto al mercado total. Sin embargo, las tendencial de! mercado actual
para la fabricacién de productos dietéticos y bebidas "light" va a hacer que se incremente notablemente la
produccién de estos jarabes, dadas sus caracteristicas indicadas en 1a Tabla 2.2, y aunque estos jarabes en
alqunas aplicaciones comerciales pueden competir favorablemente con la produccidn de azticar por otras vias,
es necesario desarrollar y mejorar los procesos de obtencidn de estos jarabes e intentar enconirar otras

fuentes de produccidn, especialmente en aquellos paises donde la produccidn de maiz es limitada,
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TABLA 2.1
CONSUMO DE EDULCORANTES (Millones de toneladas de materia prima en base seca)

Pais Edulcorante 1870 1975 1980 1885
EE.UU. Sacarosa 10,13 9.30 9.98 10.44
Jarabes de fructosa y glucosa & 0.45 1.80 2.40
Jarabe glucosa+glucosa(cristaling) 1.73 2.30 2,13 2.18
Canadéd Sacarosa 1,05 1,05 1.18 1.2
Jarabes de fructosa y glucosa - - 0.05 0.12
Jarabe glucosatglucosa(cristalina) 0.18 0.20 0.21 0.2
CEE Sacarosa 10.50 10.00 10.96 1,47
Jarabes de fructosa y glucosa - - 0,30 0.40
Jarabe glucosa+glucosa(cristalina) 0.40 1.10 114 LU
Japén Sacarosa ' 3,00 2.80 3.4 3.33
Jarabes de fructosa y glucosa - 0.05 0.33 0.45
Jarabe glucosa+glucosalcristalina) 0.80 1.10 1.14 1.24
Total Sacarosa 24,68 23.1% 25,14 26.44
Jarabes de fructosa y glucosa = 0.50 2.48 3.3
Jarabe glucosa+glucosa(cristalina) 3.06 4,15 3.99 L2
TABLA 2.2

CARACTERISTICAS Y APLICACIONES DE LOS JARABES RICOS EN FRUCTOSA

Caracteristica Aplicacicn

Poder edulcorante de 1a fructosa mds elevado que glucosa y Fabricacion de alimentos dietéticos
sacarosa

La fructosa se absorbe mds lentamente que la glucosa y se  Fabricacidn de alimentos para diabéticos
metaboliza sin intervencién de la insulina

Jarabes con gran poder higroscpico Panaderfa y bolleria

Color claro y viscosidad baja Bebidas refrescantes
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Estructura de glucesa, fructosa y almiddn.

La glucosa y fructosa se encuentran de forma abundante en la naturaleza como azlcares libres
(Tabla 2.3), combinadas juntas en la sacarosa y polimerizadas en sustancias de reserva come almidén,
glucégenc e inulina, También, y de forma mds abundante se encuentra en ta celulosa, de las plantas
superiores, pero en este casc es menos accesible porque esté asociada con 1a lignina,

TABLA 2.3
AZUCARES LIBRES EN FRUTAS Y VEGETALES COMO PORCENTAJE EN BASE FRESCA

Fruta ~Aidog Glucosa, % Fructosa, % Sacarosa, % Maltosa, %
totales, ¥
Manzana 15,96 1.17 6.04 3.78 “trazas
Albaricoque 14,44 1.73 1.28 5.84
larzamera 15,28 2.48 2.15 0.59 0.66
Aréndano 15.89 3.76 3.82 0.19 0.08
Pasa 15.68 3.33 3.68 0.95 0.64
Grosella 14,81 3.29 3.90 1.2
Uva (Vitis labruscana) 19.13 §.86 7.84 2,25 1.58
Uva (Vitis vinifera) 17.97 5.35 5.33 1,32 2.19
Melocotdn 12.79 0.91 1.18 6.92 0.12
Pera 13.58 0.95 §.77 1.61 0.3
Ciruela 17.97 3.49 1.53 4,94 0.15
Frambuesa {roja) 20.67 2.40 1.58 3.68
Frambuesa (negra) 28.22 4.56 4,84 1.90
Cereza (agria) 15.08 4,30 3.28 0.40
Cereza (dulce) 22.39 §.49 7.38 0.22
Fresa 9.45 2,09 2.40 1,03 0.07
Remolacha 11.19 0.18 0.16 6.1
lanahoria 12,00 0.85 0.85 4,24
Pepino 3.48 0.86 0.86 0.08
Lechuga 4,97 0.25 0.46 0.10
Melén 12.74 2.56 2.62 5.868
Ruibarbo 6.20 0.42 0.39 .09

Tomate 5.23 1.12 1.34 0.0




12 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La glucosa puede existir en cualquiera de las tres formas cristalinas en las que estd presente
como anillo de piranesa: a-D glucosa anhidra; e-D glucosa monohidrato y 8-0 glucosa anhidra. Las
propiedades fisicas de esas tres formas son diferentes y se muestran en la Tabla 2.4. En disolucién, la

mutarrotacidn ocurre para dar una mezcla de equilibrio que a 25'C contiene cerca del 62% de la forma 8.

TABLA 2.4
PROPIEDADES FISICAS DE D-GLUCOSA Y D-FRUCTOSA

-p-61 ‘
Propiedad g-D-Glucosa a-D Iucosa 8-D-Glucosa 8-D~-Fructosa
monchidrato ;
Peso molecular 180.16 198.16 180.16 180,16
Punto de fusidn, “C 146 83 150 104
Solubitidad a 25'¢® 62(51.2) 30.2(51.2) 72(51.2) (80)
(% en peso)
Rotacidn especifica (aﬁu) 112,2°(52.70) 112,2°(52.70) 18.7°(52.70) -135°(-92)
Calor de disolucidn a 25°C -14,2 25,2 -6.2
(cal/q)

& Los valores entre paréntesis son después de la mutarrotacion,

La fructosa cristaliza como la forma primera piranosa de 8-D fructosa pero en solucién mutarrota y

la mezcla de equiltibrio contiene también el 30% de la forma furanosa a 25°C,

E1 almidén, después de 1a celulosa, es la principal sustancia de tipo glucidico sintetizada por
los vegetales superiores a partir de la energia solar, y es el constituyente fundamental de lps cereales,
pero también se encuentra en algunas tubérculos y leguminosas. En la Tabla 2.5 se indican las cﬁmposiciones
en almidén de algunas de estas especies, (Mercier (1982) y Vian (1976)). El almidén est§§presente en
cereales, tubérculos y lteguminosas en forma de pequefios grénules dispersos en la matriz proieica de la
célula, Estos grdnulos cuando se extraen de 1a planta tienen el aspecto de un polvo blanco, fnsoluble en
agua fria y poseen una estructura fisica organizada en zonas amorfas y cristalinas, debido a la asociacién

intermolecular de los dos principales constituyentes del almidon, amilosa y amilopectina.
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TABLA 2.5
CONTENIDO EN ALMIDON DE ALGUNOS CEREALES, TUBERCULOS Y LEGUMINOSAS,
MERCIER (1982) Y VIAN (1976).

Tubérculos ;] r;uém Leguminosas A%] m';'.dséln Cereales A%] m':.dséln
Patata §5-85 Judias 30-35 Avena 63-67
fame §8-83 Lentejas 55-60 Trigo 67-69
Mandioca 85-87 Guisantes 38-43 Maiz -74
Boniato 69-72 Habas 30-43 Arroz 75-88
Cebada 65-68

La amilosa estd constituida por una cadena tineal formada por unidades de glucosa anhidra unidas
por enlaces a(1-4); representa entre el 15% y el 25% de los hidratos de carbono totales en los cereales y
en los tubérculos y su grado de polimerizacidn estd comprendido entre 200 y 6000. En cambio, la amilopecti-
na es una macromolécula ramificada en la que las unidades de glucosa anhidra estdn ligadas por enlaces
a(1,4) cuando forman parte de cadenas lineales y por a(1,6) si actdan como nexo de unién entre dos cadenas
para formar ramificaciones (los enlaces a{1,6) representan entre el 5% y el 10%¥ de los enlaces totales,
aproximadamente una ramificacién a(1,6) cada 20-30 unidades de monbmero en el polimero principal). Esta
sustancia tiene un peso molecular mucho mds alto que Ja amilosa, ya que su grado de polimerizaciln estd
comprendido entre 109 ¥ 10%, n 1a Figura 2.1 se indica la estructura de estas macromoléculas.

Enzimas utilizadas en la hidrblisis enzimitica de! aimidén.

§i tenemos en cuenta la estructura del almiddn, para realizar 1a hidrélisis enzimética de éste, se
comprende que es necesario utilizar enzimas especificas para los enlaces a(1-4), a{1-6) y/o a({1-4) y a{1-

§). Dentro de las enzimas especificas del enlace a(1-4), las mds importantes son las amilasas (a-amilasas y
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oR H H H

I Enlace a(1-4)

AMILOSA

AMILOPECTINA

Figura 2.1. Estructura de amilosa y amilopectina.

B-amilasas). La a-amilasa se caracteriza por hidrolizar al azar las cadenas de amilosa y amilopectina,
produciendo en el primer caso maltosa y glucosa y en el sequndo, ademds de las sustancias;anteriores,
cadenas mis o menos ramificadas (dextrimas), ya que estas enzimas no hidrolizan 10s enlaces af1-6)

Las a-amilasas atacan las cadenas de almidon al azar y pueden clasificarse, por3tanto, como

endoenzimas,

Estas endoenzimas, que producen dextrinas, son las mds utilizadas en la Industria Alimentaria y
conducen a unos oligosacdrides (2a 7 unidades de glucosa) ramificados o lineales, conocidos comercialmen-

te como maltodextrinas o jarabes de glucosa. E! grado de dextrinificacién o hidrdlisis se suele expresar
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i
B
&

mediante el concepto de dextrosa equivalente (D.E.) que corresdggﬁg al nimero de grupos reductores libera-
dos/100 g de materia seca, Asi, en la prdctica, el término jarabe de dextrinas e aplica a los productos
con D.E. comprendida entre 3 y 20 y jarabe de glucosa cuando D.E. ) 20.

Las B-amilasas son exoenzimas que atacan a las cadenas de almidon por sus extremos no reductores
liberando maltosa; 1a accién de esta enzima se bloquea cuando encuentra un enlace a(!-6) y son bastante
menos utilizadas que las a-amilasas. Se obtiemen a partir de B. polymixa, B. megateriun, B. cereus y

ciertas especies de Streptomyces y Pseudomonas, Mercier (1382},

En el grupo de las enzimas especificas del enlace a{1-6) se encuentran 1a pullulanasa y la
isoamilasa. La primera de ellas, descubierta en 1961 en cultivos de Enterobacter aerogenes, Echeriquia
intermedia, Streptococus mitis y ciertas especies de Streptomices, hidroliza fdcilmente 1a amilopectina de!
almidén, pero sin embargo no puede romper un enlace a(1-6) que una un solo residuo anhidro-glucosado en una
cadena de residuos unidos por enlaces a(i-4), 1o que explica que su sustrato mis pequefio sea la 6-maltosil-

maltosa.

La isoamilasa es una enzima complementaria de la pululanasa que se obtiene de cultives de
Pseudomonas y Cytophaga. Es especifica para los enlaces a{1-6), y su sustrato mis pequefio es la 6-d-D-
maltotriosii-maltosa. Tanto la pululanasa como la isoamilasa, o ambas, completan la accién de las a y B-
amilasas cuando actian sobre el almidén solubilizado; este hecho hace que se haya intentado utilizarlas
para la produccion industrial de maltosa y/o jarabes ricos enm maltosa, ya que liberan como minimo maltosa y
maltotriosa, respectivamente, Mercier (1982) y Ducroo (1982).

Las enzimas que atacan tanto a los enlaces a(1-4) como los a{t-6) son las amiloglucosidasas o
glucoamilasas. Provienen de microorganismos del género Rhizopus y Aspegillus, y se caracterizan por
hidrolizar 1a amilosa y la amilopectina liberando D-glucosa, Mercier (1982) y Ducroo (1982), Estas enzimas
se unen mds fdcilmente a las cadenas largas que a las cortas e hidrolizan antes los enlaces a{1-4) que los
enlaces a(1-6). Sin embargo, industrialmente es aconsejable un tratamiento previo con a-amilasas para
solubilizar el almidén a dextrinas y, por tanto, que las glucoamilasas puedan catalizar la hidrélisis
posterior en fase homogénea o inmovilizadas. En la Tabla 2.6 se indica el origen y algunas de las

condiciones de operacidn Gptimas para las enzimas utilizadas en la hidrélisis enzimdtica del almidén.
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TABLA 2.6
CARACTERISTICAS MAS IMPORTANTES DE LAS ENZIMAS UTILIZADAS EN LA
HIDROLISIS DEL ALMIDON, MERCIER (1982)
- o y  Tipode  Tipods Productos terminales
nzima rigen
¢ ; enlace ataque Amilosa  Amilopectina
a-amilasa A. oryzae 6.0 a{1-4) endo glucosa ;déxtrinas
£.0.3.2.1.1 8. subtilis 6.5 maltosa ‘
B. licheniformis |
|
f-amilasa Microbiano a(1-4) exo maltosa naltosa
£E.C.3.2.1.2 glucosa dextrinas
Pululanasa Microbiano 6.0 a(1-6) endo ninguno cadenas
£.0.3.2.1.41 Tineales
Isoamilasa Microbiano 3.8 a(1-6) endo ninguno cadenas
£.C.3.2.1.68 Tineales
Amiloglucosidasa Microbiano (Rhizo- 4.5 a(1-4) exo glucosa . glucosa
E.C.3.2.1.3 pus y a(1-6)
Aspergitlus)
Isomerasa B. coagulans 8.2  isomeri- glucosa y fructosa
E.C.3,5.1.5 §, viclaceo niger zacidn |

La glucosa comercial es producida, generalmente por la hidrdlisis del almidon utilizando dcidos,

enzimas o ambos; la fructosa se obtiene a partir de la hidrélisis de sacarosa; a partir de la glucosa, por

isomerizacién alcalina o enzimitica y también por hidrdlisis de la inulina. Los jarabes de glucosa,

maltosa, fructosa y oligosacdridos de mayor peso molecular se obtiemen por hidrélisis del almidon y son

ampliamente utilizados en 1a industria de alimentos. A continuaci6n se desarrollan los principales procesos

industriales para la obtenci6n de estos edulcorantes.

2.1.1

Produccidn de jarabes de glucesa.

En teorfa es posible hidrolizar completamente el almidén para producir s6lo glucosa,| pero en la

prdctica debido a las propiedades y estructura de la amilosa y amilopectina del almidén, las altas

temperaturas que requiere el proceso y la reactividad de la glucosa producida, el méximo DE consequido en

los procesos industriales no alcanza a DE = 97, y aun mds bajo cuando se utilizan 4cidos para iniciar 1a

_hidrdlisis.
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E1 proceso convencional para la obtencién de monohidrato de glucosa es el esquematizado en Ja
Figura 2.2, Bucke (1979). Un “slurry” de almidén obtenido por molturacién himeda y que contiene un 30-40%
de s6lidos se acidifica en un reactor a presidn hasta un pH = 1.8 y se mantiene a4 160°C, siendo el tiempo
de residencia 10 que determina 1a conversidn. E1 hidrolizado de almiddn obtenido del reactor es un 1iguido
turbio amarillento que es neutralizado hasta pH = 4.5 (punto isoeléctrico del conjunto de proteinas
presentes). Las proteinas precipitadas son filtradas y/o centrifugadas para quitarlas del medio, asi como
los granos contenidos en el almidon; las trazas de color se eliminan con carbon activo o resinas de
intercambio i6nico. E1 jarabe se concentra hasta un 80% en sélidos siendo el producto final un jarabe muy
viscosa y sin color; a partir de este jarabe, una vez enfriado a 40-45°C y por cristalizacidn durante 4-5
dias se obtiene el monihidrato de glucosa, Figura 2.2.

Los jarabes obtenidos por hidrdlisis 4cida mo superan e} contenido de DE de 55, presentan un color
elevado y sabor picante. Por otra parte, la accidn catalitica no especifica del atague &cido produce ademds
hidrolizados de un amplio rango de pesos moleculares, Tabla 2.7, existen pérdidas de glucasa y como

consecuencia de la neutralizacion posterior el jarabe queda con un gran contenido en sales que hay que

eliminar,
TABLA 2.7
AZUCARES PROOUCIDOS EN HIDROLISIS ACIDA

Dextrosa equivalente
Componente Muy bajo (25) Bajo Regular Alta
{35) (42) (55)
Glucosa 1 14 21 32
Maltosa 8 12 15 19
Maltotriosa " " 10 13
Azicares pesados y dextrinas 4 63 54 38

Para obtemer jarabes con un contenido mis elevado en DE de 93-94, es preciso afiadir 1a enzima

amiloglucosidasa después de haber consequida un contenido en DE de 15 con el ataque dcido, Figura 2.2,
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SUSPENSION DEL ALMIDON
l 35-40% soblidos

ACIDO ——» CONVERSION DE 10-20 HCl a pH 1.8

l 160°C
Carbonato de sodio a
—_— «—=
BASE NEUTRAiIZACION pH 4.5, 55-60°C

ENZIMA—> CONVERSION ENZIMATICA «— Amiloglucosidasa
DE 95-98 72 h

!

SEPARACION DE GRASAS— Grasas y proteinds

FILTRACION — GCrasas, proteinas y
i almidén insoluble !

CARBON USADO —— Carbén agotado

]
VACIO — PRIMERA EVAPORACION——» Agua
l 50% sélidos

CARBON —— CARBON NUEVO

!

FILTRACION

|

VACIO ——» EVAPORACION FINAL — Agqua
l 75% sblidos

Enfriamiento 45-20°C
CRISTAilIZACION 2-5 dias

SEPARACION CENTRIFUGA — Licor madre
l 15% humedad e

SECADO — > Agua
l 8.5% humedad

GLUCOSA MONOHIDRATO

Figura 2.2. Obtencién de glucosa.
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Otro proceso industrial ampiiamente utilizado para 1a obtencién de jarabes de glucosa se
esquematiza en la Figura 2.3, Joglekar et 4], (1979), Bucke (1979), Reilly (1985), Slott (1974), la
hidrdlisis del aimidén para obtener jarabe de glucosa, D.E. ) 20, se 1leva a cabo en dos etapas; en la
primera de ellas se realiza la solubilizacion parcial del almidén por efecto combinado de la temperatura
(gelatinizacién a 85 - 140 °C) y de la a-amilasa termoestable del 8. licheniformis, que conduce a la
formacién de maltodextrinas (licuacidén). La sequnda etapa es la 1lamada sacarificacidn, en la cual, las

amiloglucosidasas (por ejemplo el Aspergillus niger) transforman dextrinas y maltosa en glucosa.

la primera etapa puede realizarse sobre una suspensién de almidén (30 - 45% en peso) en tanques
agitados a pH 6-7. €1 efecto combinado de la temperatura y la enzima admite varias alternativas. La tempe-
ratura necesaria para una gelatinizacién total depende de 1a fuente de almiddn, aunque se suelen utilizar
técnicas de alta temperatura y poco tiempo (HTST, high temperature short time); asi, por ejemplo, para el
almidén procedente de grano la temperatura empleada es de 105-110°C, La viscosidad del almidén gelatinizado
es muy alta, por 10 que es necesario afiadir un agente de aclarado que hidrolice parcialmente el almidén,

reduzca la velocidad y prevenga la precipitacién (retrogradacién) del aimidén después del enfriamiento.

la utilizacién de una a-amilasa como agente de aclarado reduce la formacién de productos
indeseables y el nivel de sales se puede mantener bajo; sin embargo, presenta el inconveniente de su
estabilidad limitada frente a la temperatura, ya que son estables hasta 85°C y a més de 95°C durante tiem-
pos cortos de reaccién y en presencia de ca?* como agente estabilizador; estas temperaturas y estos tiempos
de reaccién no permiten la gelatinizacion completa de los tipos de almidén cominmente utilizados. Este
problema puede resolverse con un tratamiento de calor subsiguiente a 120-140°C y, posiblemente, una adicidn
posterior de a-amilasa para hidrolizar el almidén gelatinizado en este dltimo tratamiento calorifico. Los

procesos de este tipo son los mds habitualmente utilizados en la Yicuacién enzimética del almiddn.

La sequnda etapa, sacarificacidn, se puede realizar en fase homogénea o, 1o gque es mds frecuente,
mediante glucoamilasa inmovilizada y en continuo, ya que mediante esta técnica se consiguen disminuir las
reacciones de reversién de ta glucosa a di y oligosacérides, permite tratar grandes cantidades de sustrato

con la misma enzima y se disminuye el volumen de la instalacidn, Vallat et al. (1986).
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Maltodextrinas
« —amilasa lfl LT_] a-—amilasa [J (] amiloglucosidasa
140¢
almidén
pretratado p 5 Pitractén |
Vapor
Clarificacién
Licuaciéon A% % %
Sacarificacion
(1* hidrélisis) (2* hidrolisis)
C.A. = Carbén activo
C. I. = Cambio idénico
Separacion
de
Cl C.A. enzimas
Vapor
Jarabe de
glucosa P J l
de 95% L.
Acondicionamiento
del hidrolizado

Figura 2.3. Produccion de jarabe de glucosa.

Un tercer tipo de jarabes puede ser producido, los jarabes de maltosa donde éste azicar es el
principal componente. Estos jarabes son obtenidos sustituyendo la a-amilasa bacteriana por 12 a-amilasa
fingica en combinacion con la B8-amilasa y amiloglucosidasa, también se utiliza la enzima pullulanasa
(enzima desramificadora) para acelerar el proceso. Estos jarabes intermedios tienem viscosidades
intermedias y combinando esas enzimas puede obtenerse hidrolizados de muy diferentes ccmposicidnes, Tabla
2.8,
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TABLA 2.8
ACCION DESRAMIFICADORA DE LA PULLULANASA

Pullulanasa B-Amilasa Glucosa G-2 G-1 G-4+ DE
0 25 0.6 60.0 11.8 21.6 42.3
0 50 2.1 61.5 11.9 23.9 45.5
0 100 3.2 63.5 12.8 21.0 47,3
0 200 3.6 66.5 12.0 17.9 49.4
50 25 0.9 70.0 13.7 15.4 48.6
50 50 2.9 70.4 13.6 13.1 49.9
50 100 3.5 71.9 14.6 10.0 51.7
50 200 2.7 73.1 14.2 9.7 52.5
100 25 1.7 11.5 15.5 11.3 49,7
100 50 1.4 12.8 16.3 9.5 51.4
100 100 2.5 12.2 16.6 8.7 52.2
100 200 4,2 73.4 15.0 1.4 53.4
200 25 0.5 74.0 15.9 9.6 50.5
200 50 2.3 12.4 16.4 8.9 51.8
200 100 1.6 76.0 15,3 7.1 52.8
200 200 1.6 16.4 16.4 5.6 53.6

2.1.2 Produccifn de jarabes de fructosa.

La obtencién de jarabes de alto contenido en fructosa, HFCS, se obtiene fundamentaimente por
isomerizacidn de glucosa a fructosa mediante 1a enzima glucosa isomerasa E.C.5.3.1.5.

Este proceso es interesante en cuanto que 1a fructosa tiene un poder edulcorante mds elevado que
la glucosa y sacarosa, Tabla 2.9, Este hecho hace que para un mismo poder edulcorante el contenido
energético sea mds pequefio, propiedad que es aprovechable en la preparacién de alimentos dietéticos con
bajo contenido en calorias. Ademds, la fructosa se absorbe en el intestino mds lentamente que la glucosa y
es metabolizada sin intervencion de la insulina, por lo que se utiliza en la preparacion de alimentos para
diabéticos. Por otra parte, el elevado poder higroscpico de la mezcla glucosa-fructosa hace que sea til
en panaderia y confiteria para prevenir posibles procesos no deseados de cristalizacidn o desecacidn.
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TABLA 2.9
PODER EDULCORANTE RELATIVO DE ALGUNOS AZUCARES

Azicar Poder edulcorante
Sacarosa 1.0
Glucosa {dextrosa) 0.7
Fructosa LA
Haltosa 0.3
Jarabe de glucosa(D.E.=60%) 0.6
Jarabe de glucosa(D.E.=37%) 0.4

Los jarabes de glucosa y fructosa son de color blanco claro y de viscosidad relativamente baja, y
se utilizan, ademds de en las industrias ya mencionadas, en la fabricacidn de bebidas refrescan#es; en este
sentido, se estima que en 1985 hubo unz demanda del orden de los 3.9 MM de toneladas de las cuales gran

parte fueron consumidas por 1as multinacionales del sector.

La isomerizacién de glucosa a fructosa se realiza en continuo, ya que se trata de un sustrato
liquide (jarabe de glucosa) y la enzima se puede inmovilizar, Grueger et al.. (1984) y Havewala et al,
{1974), sobre un soporte y utilizar a éste como relleno en una columna por la que se hace circular la fase
liquida,

E proceso de isomerizacion consta de las etapas esquematizadas en la Figura 2.4

- Preparacion de la alimentacion.
- Isomerizacién,

- Filtracién,

- Acondicionamiento del producto.

- Evaporacién.
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Jarabe de glucosa

Nagco, | [ 1
l(so_.’ o
NaHSO, | esc| |2 Enfriamiento Filtracion
S8
T B
g & T C.A. ClI.
: ln HC)
Calentamiento [— g -
E § 42 % fructosa
:':’ 60 %X glucosa L
:Sﬁ%ﬁi%ﬁ%]:‘ ACONDICIONAMIENTO
DEL PRODUCTO
ISOMERIZACION
5%
Vapor o"
&
L5
—
HFCS 42%

Figura 2.4, Produccidn de jarabe de fructosa.

E

jarabe de glucosa obtenido en las etapas de licuacidn y sacarificacion se acondiciona ajustando su pH con
Na,C0, entre 7 y 8,5 y afiadiendo sulfato de magnesio y bisulfito sédico necesarios para estabilizar la
enzima glucosa isomerasa immovilizada. La reaccion de isomerizacidn se realiza a 65°C y el tiempo de
residencia es de 30 minutos. El producto obtenido, 42% fructosa y 50% glucosa, conocido como KFCS (high
fructose corn syrup, debido a su contenido en fructosa y a la utilizacién del mafz como materia prima) se
acondiciona mediante filtracién y la utilizacién de dos columnas una de carbon activo y otra de intercambio
iénico para eliminar las enzimas y sales indeseables. Finalmente el jarabe obtenido se concentra hasta el
71% en s6lidos obteniéndose jarabes con un 42% en fructosa.

Por otra parte el jarabe de fructosa 42%, antes de la evaporacién puede separarse en 2 corrientes
tal como se muestra en la Figura 2.4, una de ellas se pasa 3 través de una columna revestida de gel de
dcido bérico donde se adsorben las moléculas de glucosa y la fructosa pasa a su través. Mezclando 1la
corriente inicial de HFCS del 42% con la de un contenido aproximade del 90% en HFCS y con evaporacidn se
consiguen obtener jarabes de distintas proporciones de HFCS. -
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HFCS 42%
HFCS 80%
COLUMNA
MEZCLADOR GEL
HFCS 65% HFCS B0%

4————{ EVAPORACION

!

HFCS (65-00%)

Figura 2.5. Almacenamiento de fructosa.

Las técnicas de concentracién de HFCS son caras, ya que usualmente es una separacién por
cromatografia. Por ello se estdn ensayando métodos alternativos para llevar a cabo la isomerizacidn; entre
los mds utilizados estd elevar la temperatura de reaccidn a 100°C (con lo que se disminuye conside-
rablemente la vida media de la enzima) y utilizar medios no acuosos, por ejemplo etanol, Visuri y Klibamov
(1987).

También se pueden obtemer jarabes de glucosa-fructosa mediante la inversidn de la sacarosa en
glucosa y fructesa, Figura 2.5, se 1leva a cabo mediante una enzima llamada invertasa, E.C. 3.2.1.26,
obtenida por fermentacidn de Saccharomices, Aspergillus, etc. El procese se realiza en confinuo, ya que
estas enzimas se utilizan inmovilizadas en reactores de lecho fijo o fluidizado, a pH = 5.0 y temperaturas
de 50-55°C. Las etapas del procesc son anilogas a las indicadas en la isomerizacidn de glucosa, aunque como
es 16gico cambian las condiciones de operacidn, Predhome (1984), Thibanet (1984), Mousan et al, (1984) y
Lopez (1982).

Todas las plantas de la familia compuestas producen y almacenan fructosa en forma de inulina. Los

tubérculos de aguaturma (Breen 1964) y achicoria (Chubey y Dorrel 1977) han sido utilizades para la
praduccidn de fructosa y son probablemente las fuentes alternativas para la produccién de fructosa

y jarabes con alto contenido en fructosa en éreas templadas, En la Figura 2.6 se muestra un - diagrama
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SACAROSA

Invertasa
(E.C.3.2.1.26)

CH,0H O
' om OH / cH,0H
- OH
GLUCOSA FRUCTOSA

Figura 2.6. Inversidn de la sacarosa.
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de flujo para la obtencién de fructosa a partir de raices de aguaturma propuestd por Breen (1964), El
producto final obtenido puede contener un 10-20% de glucosa.

2.2 Glucosa isomerasa.

La enzima glucosa isomerasa, EC 5.3.1.5, es Ta D-xylosa ketol-isomerasa ¢ xylosa isomerasa, puede
producirse a partir de varios microorganismos que estén indicados en la Tabla 2.10

La estructura de ésta enzima ha sido estudiada por Berman et al,. (1974) que realizako% un estudio
cristalogrdfico con Rayos X determinande que Ta D-xylosa isomerasa presentaba dos formas cristaﬁizadas como
prismas hexagonales: una forma A de densidad 1.2t g/cm3 y unas dimensiones a= 93.9 ; b= 99.4y E: 102.7 4,
mientras que la forma B tenia una densidad de 1,27 g/cm3 y sus dimensiones caracteristicas a=‘9h.5; b= 98.9
y c= 87,0. Proponen una estructura formada por dos moléculas tetraméricas con cuatro subumidades idénticas
cada una. Este resultado estd de acuerdo con lo obtenido por electroforesis de esta enzima.

Hogue Angeletti (1975) analiza la composicidn de aminodcidos de la enzima determinahdo SU peso
molecular 165.000. En una solucidn de guanidina clorhidrica 6 M la enzima se disocia en dos subunidades de
43,000 y 40.000 de pesa molecular, lo que sugiere también una estructura tetramérica para la proteina,

compuesta de cuatro cadenas de polipéptidos de casi igual peso molecular.

2.2.1 Produccidn de qlucosa isomerasa.

La produccion de glucosa isomerasa a partir de distintos microorganismos requiere, gengralmente la
presencia de xylosa o xylano, asi Kent y Emery (1973) obtienen glucosa isomerasa a partir de Léctabacil!us
brevis encontrando que se incrementa el rendimiento obtenido en la produccidn de ésta enzima ut%lizando una
estirpe modificada NCDO-474 de este bacilo y un medio de cultivo conteniendo 2% de xylosa; 0.5%.de glucosa;
5% de peptona bacteriolégica; 3% de extracto de levaduras; 1% de acetato sddico; 0.04% de Mn804-4 H,0;

0.01% de MgS0, -7 H,0 y 0.01% de ClyCo-6 Hy0, ] crecimiento era efectuado a 30°C y una agitacidnjsuave. §in
i
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TABLA 2.10

MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE GLUCOSA ISOMERASA

Microorganismo

Referencia

Pseudomonas hydrophila
Aerobacter aerogenes
Aerobacter cloacae

Bacillus coagulans

Bacillus megaterium
Escherichia intermedia
Brevibacterium pentoaminoacidum
Leucanostaoc mesenteroides
Micrococcus sp.
Paracolobacterium gerogenaides
Lactobacillus brevis
Streptomyces albus
Streptomyces phaechromogenus
Streptomyces bambengiensis
Streptomyces olivochromogenes
Streptomyces rubiginosus
Streptomyces wedmorensis

Actinophaes missouriensis

Marshall y Kooi (1957)
Natake y Yoshimura (1963)
Tsumira y Sato (1965)
Danno (1971)

Takasaki y Tanabe (1964)
Natake (1966)

Ichimura et al. (1965)
Yamanaka (1963)

Yamanaka (1965)

Takasaki y Tanabe (1967)
Kent y Emery {1973)
Takasaki et al, (1369)
Tsumira y Sato (1965)
Vasic-Racki et al. (1991)
Volkin y Klibanov (1988)
Visuri y Klibanov (1988)
Shing y Ho (1984)

Visuri y KYibanov {1986)




28 ‘ ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

embargo la utilizacién de xylesa o xylano para la produccién industrial de la enzima puede ser econdmica-

mente inviable,

Especies de Streptomyces producen la enzima en medios conteniendo xylane o materiales gue lo
contengan tal como el salvado de trigo, cortezas de cereales etc. Buki et al. (1876) con distintas especies
de Streptomyces: albus, gracilis, matensis, niveus, y platensis obtienen glucosa isomerasa en un medic
conteniendo en {g/1): salvado de trigo 30: cereales macerados liquidos 40; Hg80,T Ho0 1; CIQCq-ﬁ Ho0 0.24.
Después de la inoculacidn con 1 m! de una suspensién de esporas, el crecimiento se continua 48 %oras a28°¢C
con aireacidn. Posteriormente otro medio (100 mL) conteniendo 40 g/L de 1iquido de cereales macerado 4 q/L
de (NH )HP04, 4 g/L de sorbitol; 8 g/t de glucosa y 0.24 g de C) oC0 se inoculaba con § mL\del cultivo
anterior y 1 g de xylosa, agitando durante 40 horas a 28°C se obtiene un filtrado que tiene una actividad

de gluccsa isomerasa de 40 unidades/mL .

Takasaki (1975) utilizando Streptomyces albus indican que el contenido en el medio de cultivo de
01200 incrementa el rendimiento en la produccién de glucosa isomerasa pasando a 27.8 unidades(mL en lugar
de 20 unidades/mL sin 1a presencia de este i6n. La importancia de la xylosa en el medio de culfivc ha sido
también puesta de manifiesto por Takasaki (1976) utilizando el mismo microorganismo anterior en un medio de
cultivo conteniendo (w/v) 3% de salvado de trigo; 2% de liquido de cereales macerados; 0.024% de Clzco{
Hy0 y 0.1% de MgS0,, la adicidn de 0.5% de xilosa incrementa la actividad de glucosa isomerasa obtenida de

20.8 a 40.5 unidades de glucosa isomerasa/mL.

Lee et al. (1972) descubrieron que miéroorganismos del género Arthrobacter eran capaz de producir
glucosa isomerasa en ausencia de xylosa y xylano, en un medio conteniendo 2% de glucosa; 0.01% de Mgs0, 7
Hy0, 0.2% KK,PO,; 0.6% de (NH4)2HP04, 0.15% de extracto de levaduras y 0.5% de proteinas, La patente es
propiedad de la compafifa R.J Reynolds Tobacce y se comercializa como RJR.

Actualmente la enzima glucosa isomerasa se obtiene industrialmente a partir de distintos
microorganismos, en la Tabla 2.11 se recogen distintas enzimas comerciales utilizadas en la dbtencién de

" Jjarabes de fructosa y las compafifas que las producen.
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TABLA 2.1
ENZIMAS COMERCIALES UTILIZADAS EN
LA PRODUCCION DE JARABES DE FRUCTQSA

Enzima Microorganismo Compafiia productora
Maxazyme GI Actinoplanes missouriensis Gist-Brocade
Sweetzyme A, Q, S Bacillus coagulans Nove Industrias
Sweetzyme T Streptomyces murinus Nove Industrias
Spezyme IGI treptomyces rubiginasus ' Finish Sugar
Sweetasa Streptamyces wedmorensis Nagasa Biochemica)
RJR Arthrobactger R.J. Reynolds Tobacco
ICI Arthrobacter Tmperial Chemical Industries
Spezyme GI Streptomyces rubiginosus Genencor International

2.2.2 Condiciones de operacion,

El mecanismo de reaccion de aldosa a cetosa en la reaccidn de isomerizacidn puede ser catalizado
utilizado tampones borato de pH 8.7, ya que stos se acomplejan con las cetosas cambiando la posicién de
equilibrio (Horecker 1974). La presencia de Arsenato también favorece la interconversidn de D-glucosa a D-

fructosa (Marxhall y Koii 1957),

Muchos autores han puesto de manifiesto que la enzima qlucosa isomerasa requiere la presencia de

iones Mn2+, ng+

Y cot para su actuacidn y estabilizacion, asi Lee et ai. (1976) utilizando una enzima
inmovilizada en vidrio poroso analizan la influencia de la concentracién de ionmes Mg2+, y Cott sobre 1a
actividad de 1a enzima Figura 2.7 y Figura 2.8, Estos autores encuentran que el i6n Mg causa un
considerable incremento de la actividad de la enzima, siendo su concentracion éptima 0.1 M. La presencia de
Co incrementa la actividad de 'a enzima por debajo de pH =6, a pH mayores es despreciable el
efecto de este i6n. £) pH Gptimo de actuacibn de la enzima es 7 y por debajo de 5 no presenta actividad

enzimitica.
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AGUA — > TUBERCULOS — AGUAS RESIDUALES

|

LAVADO Y TROCEADO — SECADO

L

AGUA ————— DISPERSION

l

ACIDO SULFURICO — HIDROLISIS ¢—— pH=1.5, 75C

l

CAL ——— NEUTRALIZACION

| :

FILTRACION «—— SULFATO DE CALCIO

!

ENFRIAMIENTO (<15°C)

l

CAL —— > FORMACION DE FRUCTOSATO

FILTRACION
A
LICOR RESIDUAL FRUCTOSATO DE CALCIO
i
CO,, AGUA—— CARBONATACION «— CARBONATO
l DE CALCIO
CARBON —» DECOLORACION
v
FILTRACION ———» CARBON
l AGOTADO

EVAPORACION — AGUA

!

ALMACENAMIENTO

Figura‘_2.7. Obtencidn de fructosa a partir de aguaturma.
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Figura 2.8. Efecto del ion Mg2+ sobre la activi- Figura 2.9, Efecto del ién co?* sobre 1a estabi-
dad de 1a glucosa isomerasa. Lee et al. (1976). lidad de glucosa isomerasa, Lee et al, (1976).

La influencia del i6n Cot sobre la estabilidad de la enzima sin embarge, si tiene un efecto acusado tal
como se puede observar en la Figura 2.8 ya que incrementa el tiempo de vida media de ésta, estando su
concentracidn Gptima comprendida entre 2.5 T y 5 1074w,

Por otra parte ésta enzima es inhibida por la presencia de xylitol y metales pesados como Ag+, Hg2+

2t

y Cu¢’. La temperatura dptima de reaccidn encontrada por. Takasaki et al. (1963) para la enzima en forma

soluble era de 80°C y e} valor de pH entre 8 y 8.5, aunque era estable en un rango comprendido entre 4.5y
1.

Zittan et al.., (1975) realizaron un estudic de las condiciones de estabilidad de la enzima
sweetzyme de Novo, demostraron que la enzima tenfa actividad hasta temperaturas de 30°C, pero en estas
condiciones su estabilidad era baja, la temperatura Gptima para su utilizacién industrial era de‘65'C no
debiendo ser bajada de 60°C, para evitar la contaminacién microbiana. E1 pH Gptimo estaba comprendido entre

8y 8.5, pero conserva el 70% de su actividad a pH 6. Cuando se utiliza a pH mayores de 8, puede omitirse
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la presencia de iones Co, en estas condiciones mantiene el 52% de su actividad después de 450 horas de
actuacién en funcionamiento continuc. S1 el pH de la reaccion es 7.6, retiene el 41% de la actividad en
presencia de Co, sin éste idn la actividad era del 28%. Respecto a los iones magnesio encuentran un
comportamiento andlogo al del Co. Los iomes Ca y la presencia de oxigeno inhibian la actuacién de la

enzima,

La enzima maxazyme suministrada por Gist Brocades de Holanda, enzima proveniente de Actinoplanes
missouriensis, presenta una vida media de 500 horas de actuacion a 65'C pH 7.7 y una concentracion de 3 mM

de Mgz+. La enzima es inhibida fuertemente por la presencia de jones niquel, zinc y cobre.

Volkin y Klibanov (1988) realizaron un estudio de la estabilidad de la enzima g]ucosb isomerasa
libre e inmovilizada a un pH de 8 y distintas condiciones de operacidn, demostraron que la estabilidad de
la enzima inmovilizada aumentaba de forma considerable con respecto a la enzima libre. La temperatura de
reaccidn Gptima para la enzima inmovilizada era de 88°C aproximadamente, siendo la velocidad de reaccidn

nula a la temperatura de 100°C, Figura 2.10.
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Figura 2.10, Efecto del ion cobalto sobre la Figura 2,11, Influencia de la temperatura sobre
actividad, Lee et al. (1976) la velocidad de reaccién, Valkin y Klibanov

(1388).
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2.2.3 Mecanismo de reaccién.

La 1somerizacidn enzimdtica glucosa-fructosa

E

§ — F . (2.

[A%)

es ura reaccifn reversible que, de acuerdo con los conocimientos actuales, transcurre por el siguiente

mecanismo
q kf
_g _f

Dado que su constante de equilibrio es préxima a la unidad en e} intervalo utilizado generalmente,
los estudios cinéticos se realizan frecuentemente en ambos sentidos por lo que para uniformizar 1la
nomenclatura se han designado las constantes cinéticas con un subindice que indica Ta hexosa que se une a
la enzima para formar el comglejo intermedio y con el mismo subindice precedido de! signo menos para la
etapa inversa, de esta manera la nomenclatura es independiente del sentido en que se escriba la reaccién de

isomerizacidn,

Aplicando la aproximacién de estado estacionario al intermedio X

(171 6]
[x] -[.K_mf. +m] (6] [2.3]

donde 10s pardmetros cinéticos Knf ¥ ng representan las constantes de Michaelis-Menten para la transforma-

cion fructosa - glucosa y glucosa = fructosa respectivamente

L R B [2.4]
ks
ks +k-
g =_'f_kr_9, ! [2.5]

Realizande un balance de enzima y despejando 1a concentracién de enzima litre
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et Ce

| SERB [2.6]

A
Knf  Kng

[E] =

donde ¢ representa Tos moles de enzima activa por gramo del complejo enzimdtico utilizade. y ¢ los gramos
de complejo enzimitico por litro.

De acuerdo con el mecanismo (2] y las ecuaciones [3] y [6], la velocidad neta para 1a trasforma-
cion fructosa~glucosa vendrd dada por

"FG = me /Kmf ([F] -Ke [G]) nol :
1 +ﬂ +ﬂ 9anz min [2.7]
Kuf ng

y para la velocidad neta de transformacion glucosa~fructosa

Moy |81 =L IF]
r = Ke mol [2.8]
I O N

Knf ng

donde las velocidades mdximas Vs ¥ Vmg vienen dadas por
Ve =k ey, M 2.9
of =Reg 8 ¢ i (2.9]
g =kt ey % [2.10]

Siguiendo también la expresion de los pardmetros cinéticos de Michaelis-Menten para unma reaccién

irreversible. La constante de equilibrio que aparece en las ecuaciones [7] y [8] es

Mk =(f” [2.1]

8
ke - k - TT?I)en el equilibrio

Las ecuacicres [7] y [8] cuando se parte de fructosa y glucosa puras para medir velocidades

iniciales de reaccidn y estudiar independientemente ambqs t{?qsformaciones se reducen a

nf
(%) == | (B
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mn rn s
(fer )y a0 [2.13]

Obsérvese gue tal como se ha definido er la velocidad de reaccidn estd referida a t g de complejo
enzimatico, tanto si éste es un 1iquidc que contiene 1a enzima en disolucion como si es un catalizador
s4lido con la enzima inmovilizada,

2.3 Inmovilizacion de enzimas.

Las enzimas inmoviiizadas se definen como enzimas confinadas fisicamente o localizadas en
una determinada regi6n del espacio con retencién de su actividad catalitica, que pueden ser utilizadas

repetidamente y de forma continua.

Estas enzimas inmovilizadas presentan ventajas con respecto a las enzimas en disolucién entre las

que podemos destacar:

- Pusden ser afiadidas o extrafdas de la mezcla reaccionante sin dificultad, To gue permite

un mejor control de la reaccidn,

- Se pueden volver a utilizar, aspecto muy importante desde el punto de vista econémico.

- En muchos casos la enzima se estabiliza al ser inmovilizada,

- Los productos de Ja reaccidn nc estén contaminados por 1a presencia de l1as enzimas,

Las aplicaciones comerciales con enzimas inmoviiizadas estdn limitadas a uncs pocos procesos que

se resumen en ia Tabla Z.12,
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TABLA 2.12
PRINCIPALES APLICACIONES INDUSTRIALES DE ENZIMAS INMOVILIZADAS. HENK J. et al. (1930).

Catalizador Soporte Producto
Aspartasa poliacrilamida dcido L-aspdrtico
carraginina
Aminoacilasa sephadex DEAE L-valina ;

L-fenilalanina
L-metionina
L-alanina

L-triptofano

Fumarasa poliacrilamina dcido L-mdlico
carraginina
Glucosa isomerasa gelatina jarabe de fructosa

de alta concentracién

gsferas de vidrio

Penicilin acilasa sephadex activado dcido 6-aminopenicilénico

Lactasa gel lactosa libre de leche o lactosuero

cerdmica porosa

2.3.1 Métodos de inmovilizaci6n de enzimas.

Existen diferentes métodos para inmovilizar enzimas, la mayoria de ellos se muestran en la Fiqura

2.12. Las técnicas mds utilizadas y sus caracteristicas més importantes son las siguientes:
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ADSORCION ATRAPAMIENTO

enzima
soporte
MICROENCAPSULACION INTERCAMBIO IONICO
enzima enzima
->._..8 &
§+§f2+§42424
membrana soporte
ENTRECRUZAMIENTO ADSORCION Y ENTRECRUZAMIENTO
enzima
soporte
COPOLIMERIZACION UNION_ COVALENTE
enzima

enzima ’ g E ;

polimero soporte

Figura 2.12. M&todos de inmovilizacidn,



38 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Adsorci6n fisica

La adsorcidn fisica fue el primer método artificial empleado para inmovilizar enzimas (Nelson y
Griffin 1916). Es una técnica sencilla que estd basada en la adsorcién fisica de Tas molécuias de enzima

sobre 1a superficie de 1a matriz s6lida empleada como scporte.

La principal ventaja de esta técnica reside en que al no existir reaccidn quimica, los cambios
conformacionales observados en la enzima tras el proceso de inmovilizacin son précticamente nulos,
obteniéndose una especie inmovilizada que conserva gran parte de la actividad de la disolucién enzimdtica

empleada para la inmovilizacidn.

Entre las principales desventajas de este tipo de inmovilizacién destaca Ta desorcién de la
proteina durante su utilizacibn, debido a las déhiles fuerzas gque .unen enzima y soporte (enlaces de
hidrdgeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrdfobas, etc.). Esta desorcién provoca ung importante '

pérdida de actividad catalitica y contaminacidn de Jos productos.

Atrapamiento

Consiste en la oclusidn de la enzima en el interior de una membrana ¢ matriz de polimero con el
fin de impedir la pérdida de proteina y permitiendo la entrada de sustrato y salida de producto. Este
método puede aplicarse a cualquier tipo de enzima pero su uso estd restringido a reacciones que impliquen

moléculas de sustrato y producto muy pequefias.
Seqin 1a forma de atrapamiento se clasifican:
a) Atrapamiento en un gel,
b) Atrapamiento en fibras sintéticas.

¢} Microencapsulacién,

Este (1timo método se realiza confinando las enzimas en membranas semipermeables de polimero con

forma esférica y didmetros en el intervalo de 1-100 um,
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Intercambio idnico

Esta técnica se basa en la unidn de moléculas de emzima a soportes sdlidos que contengan residuos
de intercambio idnico, Este tipo de enlace es mds fuerte que la adsorcion fisica, y puesto que se realiza
en condiciones suaves de pH y temperatura, los cambios conformacionales producidos en la proteina son

escasos, obteniéndose altas actividades inmovilizadas.

Entrecruzamiento

Este método se basa en la formacién de enlaces covalentes entre las moléculas de enzima, mediante
el emplec de agentes bi o multifuncionales que conducen a agregados entrecruzados de tres dimensiones
totalmente insolubles en agua, por lo que no es necesario el empleo de soportes insolubles. E1 proceso de
entrecruzamiento consiste en adicionar una cantidad adecuada de agente de entrecruzamiento a una disolucidn

de enzima en condiciones que produzcan el mayar nimero de enlaces covalentes miltiples.

El agente utilizado debe poseer dos grupos funcionales idénticos (agente homabifuncional) o dos o

més grupos funcionales diferentes (agente heteromultifuncional).

Las principales desventajas del método son: las dificultades para controlar la reaccién, la
necesidad de grandes cantidades de enzima, (gran parte de la cual pierde su actividad por reacciones que

tienen lugar en su centro activo) y la naturaleza gelatinosa del producto final,

Enlace covalente

La unidn covalente entre una enzima y un soporte es, en teorfa, el método mds estable de
inmovilizacién, y es la técnica mds utilizada aunque se realiza en condiciones de pH y temperatura menos

suaves y el proceso de inmovilizacion es més complicade.

La amplia variedad de reacciones de unidn y de portadores con grupo funcional capaces de 1levar &
cabo una unidn covalente, o de ser activados para dar alguno de estos grupos, lo convierte en un método de

inmovilizacién aplicable de forma general, Sin embargo, la complejidad de la composicidn y la estructura de
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las proteinas no permite, salvo en casos especiales, la aplicacidn de recetas generales o la posibilidad de

seleccionar previamente el método mds adecuado en cada caso.

Las enzimas son heteropolimeros constituidas por mds de veinte aminodcidos diferentes, la mayor
parte de los cuales poseen grupos funcionales que pueden ser utilizados para su unidn con la matriz soporte
{Tabla 2.13).

TABLA 2.13
RESIDUOS REACTIVOS DE LAS PROTEfNAS, RODRIGUEZ, L. (19%0).

Residuo Aminodcido original

~NH, e-Amino de 1a L-lisina y N-terminal del grupo amino
-SH Tiol de la L-cisteina

-COO0H Carboxilo del dcido aspértico y del dcido glutdmico

y grupo carboxilo del C-terminal

—@—OH Grupo fendlico ded la L-tirosina

H  ,NH - s

-N-CQNH! Grupo guanidino de la L-arginina

=

§\¢§” Grupo imidaze! de la L-histidina

-§-§- Disulfuro de 1a L-cistina

[::::[;;] Grupo indol del L-triptéfano ;
H

CHy-8- Grupo tioéter de la L-metionina |

-CHyOH Hidroxilo de la L-serina y L-trecnina
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Los grupos funcionales de los portaderes que pueden reaccionar directamente con la enzima aparecen
en la Tabla 2.14, junto con el grupo de 1a enzima con e) que pueden reaccionar. Sin embargo, la mayor parte
de los soportes utilizados no poseen estos grupos reactivos, aunque tienen grupos hidroxilo, aming, amida o

carboxilo que requieren una activacién tras la cual pueden ser utilizados en 12 inmovilizacidn,

En la Tabla 2.14 se muestra un resumen de las técnicas de inmovilizacién mds usuales y sus
ventajas e inconvenientes. Rodriguez (1991),

Soportes empleados en imovilizacidn

Existen una gran variedad de soportes utilizados en la inmovilizacidn enzimitica, tante orgdnices

como inorganicos, Tabla 2.15, pero se suelen clasificar en:

- Sopartes no porosos y

- Soportes porosos,

Estos G1timas a su vez se ¢lasifican en:

a) De poro controlado
b) Distribucién aleatoria de poro
¢) Estructuras de gel

Los soportes no porosos tienen el inconveniente de que su 4rea superficial es pequefia, por tanto
la superficie susceptible para el ataque de la enzima es baja. Esto se puede solventar empleando particulas
pequefias o fibras pero se originan problemas adicionales, es dificil retirarias si estén en disolucién u

originan elevadas pérdidas de carga si se utilizan en reactores continuos.

Dentro de las ventajas de estos sopertes no porosos estd el hecho de que la enzima ataca al
soporte en su superficie externa y por tanto se pone rdpidamente en contacto con el medic reaccionante y

1gs efectos difusionales son minimos.
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TABLA 2.14
GRUPOS FUNCIONALES DE LOS PORTADORES QUE PUEDEN REACCIONAR DIRECTAMENTE CON LA ENZIMA Y GRUPQ DE ESTA CON
EL QUE REACCIONAN.

Grupo reactivo de

Grupo reactivo del portador

Reaccién de unidn

la enzima
-NH2; -SH;
-< >-Nz‘0f Sal de diazonio -O-O Unidn diazo
H
~%0y, Anhidrido 4cid Formaci lace anid
—co’ nhidrido dcido -NH, ormacidn de un en ace?an‘n 2
-CH,CON -WH,e -SH . L,
jr ! 5
Azi4a @—OH Formacién de un enlace amida
_o . . ‘.
_o‘,c-m Imidocarbonato ~NH, Formacidn de un enlace amida
-R-NCS Isocianato -NHz Formacién de un enlace amida
Q—’m Isocianato -NH, Formacién de un enlace amida
-CH2(:001 Cloruro de acilo -NHZ Formaci6n de un enlace amida
_o\ ’ 13 ’ .
_o,c—o Carbonato ciclico -NH2 Formacidn de un enlace amida
-0-CHy-CH,-50,-CH=CH .
e I At ! ZNH. e QM. - ]
Wi Ty g NH2, SH; -OH Alquilacion
oé Vinilcetona ~NHy; -SH ;-OH Arilacion
0
-CHO Aldehido -NH, Formacién de una base de Schiff
+ A _ , .
—Nu—c\R, -C0,H; -NH, Reaccién de Ugi
NH . s
_| o -NH, Reaccidn de amidinacidn
eoc2H5 Imido éster
-CN Cianuro -NH, Reaccidn de amidinacién
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TABLA 2.14 (Continuacién)

Grupo reactivo del portador

Grupo reactivo
de 1a enzima

Reaccidn de unidn

—B—G—Q Residuo disulfuro

-coz-c 0-acilisourea

—00,—G—OH—CO— M — Gy

o0;

Derivado k del reactive

de Woodward
al
NO,

5-fluer-2,4-dinitroanilina

Cl

—OD Triazinile
cl

~0-CH-CH,
X X= Hy, 30, )8

o

Derivado de mercurio
+ u 5
M Radical-matriz

Nty
Amina

~CONHNH
Acil hiéracina

-SH

'NHz

t*Radical-enzina

-NHZ
-C0,H

'NH2
-C0,H

Intercambio tiol-disulfuro

Formaci6n de un enlace amida

Formacién de un enlace amida

Arilacién

Arilacién

Alquilacidn

Interaccidn enzima mercurio

Induccidn al enlace por radiacidn

Formacitn de un enlace amida
(en presencia de agentes de condensacidn)
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TABLA 2.15
SOPORTES UTILIZADOS EN LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Soportes inorgdnicos: Soportes orgdnicos:
Caolinita Celulosa
§ilice coloidal Aqarosa
Particulas de vidrio Colodidn
Vidrio de poro controlado Almiddn
Aldmina Poliacrilamidas
Aldmina de poro controlado Dextrane
Titanio de poro controlado Nylon
Oxido de niquel Coldgeno
Zirconia de poro controlado Copolimeros orgdnicos

{anhidrido maleico, etileno)

Zirconia recubierta de vidrio de Celulosa DEAE
poro controlado

Carbén {carbon vegetal)
Hidroxiapatito

Oxido de hierro

Los soportes porosos presentan dos ventajas fundamentales: su alta drea superficial para la
inmovilizacién y el hecho de que los enlaces internos protegen la enzima de las turbulencias externas. Su
principal inconveniente reside en que ia mayor superficie de contacto se encuentre en la estructura interna

y dependiendo del tamafio de poro los sustratos pueden ¢ no acceder a la enzima.
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E! tercer tips de soportes es una estructura em forma de gel que se utiliza para atrapar o
encapsular la enzima mediante enlaces covalentes o adsorcién, los geles mds utilizados son coldgeno y
poliacrilamidas. Estos geles presentan la ventaja de que se pueden realizar una gran cantidad de enlaces
sin necesidad de atacar previamente la superficie pero las enzimas atrapadas en el gel o encapsuladas estdn
limitadas por los efectos difusicnales por lo que este método es vdlido para sustratos pequefios no para
grandes moléculas. Por otra parte las particulas de geles son dificiles de utilizar en reactores de lecho

fijo ya que se compactan y originan grandes pérdidas de carga,

A 1a hora de seleccionar un soporte para la inmovilizacién hay que temer en cuenta una serie de

aspectos fundamentales como son:

a) Estabilidad quimica con respecto al medio en el que va a ser utilizado.
b) Area superficial elevada para inmovilizar a 1a enzima,

¢) Resistencia microbiana.

d) La carga de l1a superficie o poro con respecto al sustrato.

e) Estabilidad térmica.

f) Forma o tamafio de las particulas.

g) Posible regeneracién para su posterior utilizacién,

2.3.2 Efecto de 1a inmovilizacion sobre la cinética y las propiedades enzimdticas.

E1 proceso de inmovilizacién puede modificar tanto la cinética como diferentes propiedades de las

enzimas, pudiendo provocar una disminucidn de la actividad especifica de las mismas (Rodriguez 1981).
Los cambios provocados en la actividad enzimdtica pueden ser debidos a varios factores:

- Efectos configuracionales: debidos a modificaciones de los aminodcidos que constituyen el centro

activo de la misma ya sean cambios en la estructura proteica de la enzima y/o cambios en su carga.
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- Efectos estéricos: cuando e! tamafio de! sustrato y la enzima afectan a la interaccidn entre

ellos,

- Efectos particionales: que estdn relacionados con la naturaleza quimica del soporte empleada

cono matriz y especies de bajo peso molecular presentes en el medio.

- Efectos difusionales: relacionados con la resistencia al transporte del sustrato desde el seno
de la disolucién hasta los centros activos y con la difusién de Tos productos de reaccién hasta la
disalucidn. Estas resistencias se clasifican en efectos de transferencia de materia externa cuando se
producen entre el semo de la disolucién y la superficie exterma de la particula y lés? efectos de
transferencia de materia interna cuando lo hacen entre la superficie externa de la particula yjlos centros

activos de la enzima inmovilizada en una matriz porosa.

Los cambios que se han observado en las propiedades de 1a enzima inmovilizada pueden ser los

siguientes:

- Modificacibn de los pardmetros cinéticos: constante de Michaelis y velocidad méxima de reaccién
que pueden aumentar o disminuir dependienda del método empleado en 1a inmovilizacidn,
!
- Cambios de actividad fremte a pH, que dependen de la carga eléctrica de la proteina que
constituye la enzima y/o de Ta carga del soporte.

- Variacion del perfil de velocidad frente a la temperatura: la temperatura 6ptima de las enzimas
inmovilizadas por atrapamiento en geleq y sobre soportes borosos puede verse aumentada debide a efectos
difusionales en el caso de soportes porosos, que protegen a la enzima contra la desnaturalizacidn, ya que
la temperatura en el microentorno de }a enzima es menor que en el seno de la disolucién, Sin;embargo se ha
observado disminucion de la temperatura (Mori, 1973) y con bastante frecuencia ningin cambio @n la misma
(Chibat, 1979). |

- Estabilidad frente a la temperatura: la influencia de la inmovilizacién sobre 1@ @stabi1idad
térmica ha sido motivo de abundantes estudios, existen todo tipo de resultados (aumenta, diémﬁnucidn, no
medificacién) pero el aumento es el efecto més frecuente, observéndose que cuande el pétodo de

inmovilizacién empleado es el enlace covalente y atrapamiento se produce un importante aumento en la
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estabilidad térmica,” mientras que si la inmovilizacion se produce por adsorcion fisica 1a estabilidad

térmica disminuye.

2.33 Reactor de fibra hueca.

Otra forma de inmovilizar enzimas es utilizar membranas semipermeables en forma de médules de
fibra hueca, “hollow fiber", que se utilizan como reactores. Estas membranas permiten el pasoc a su través

de los reactives y productos de reaccidn mientras que son impermeables para la enzima.

Esta forma de inmovilizacién puede presentar considerables ventajas respecto a otros métodos entre
los que podemos destacar: la inmovilizacién puede realizarse fdcil y rdpidamente si se dispone de la
membrana adecuada; no se alteran las propiedades quimicas de la enzima, lo que permite su utilizacién para
el estudic cinético de enzimas solubles; por otra parte, puede inmovilizarse varias enzimas conjuntamente;
existe una gran relacién drea superficial/volumen; no existen pérdidas de enzima; y también permite su

utilizacion en operaciones continuas a bajas presiones.

Sin embargo hay que comsiderar las posibles limitaciones en la velocidad de reaccién, como
resultado de la resistencia a la transferencia de materia en la membrana y su geometria poco flexible entre

los inconvenientes de su utilizacién.

Existen en el mercado reactores de fibra hueca con distintas caracteristicas para ser utilizados a
escala de laboratorio que son suministrados por diferentes compafiias; en la Tabla 2.16 se muestran alqunos
de ellos. La geometria empleada es generalimente tubular, provista de dos compartimentos unc en el interior
de las fibras y otro que ocupa el espacic anular entre las fibras y la pared exterior del reactor, carcass,

pudiendo existir dos tipos de circulacion, una por el interior de las fibras y otra por la carcasa.

La eleccién de una membrana adecuada para realizar la reaccidn enzimética prevista se hace en base
a una serie de factores como son: el peso molecular de corte de Ta membrana, permeabilidad de los sustratos
y productos, anisctropia de 1a membrana y compatibilidad de ésta con la enzima y la disolucién del
sustrato.
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TABLA 2,16
REACTORES DE FIBRA HUECA

Casa comercial Tipo Corte de mem- Area superfi- Material
brana, Da ¢cial, end
Amicon P 5000 560 Polisulfona
X 50000 930 Copolimeroacrilico
P100 100000 140
BioRad 820 200 50 Acetatocelulosa
B50 3000 50 Celuiosa
B8o 30000 1000 Celulosa
Cordis CDAK 5000 10000 Celulosa
Romican 20-PM10 10000 1700 Polimeroaromitico
45-XM50 50000 1000 Poliolefina
SORIN NT0908 5000 8400 Cuprophan
Biomédica NT1808-S 5000 18000 Cuprophan
NT1465H 5000 13200 Hemophan
NT1808H 5000 17200 Hemophan
HFTO2 17000 2400 Polisulfona
HFT14 17000 13500 Polisulfona

El peso molecular de corte es un pardmetro empirico que se obtieme mediante experimentos de
ultrafiltracién. Una disolucién conteniendo un soluto determinado se circula a través de las fibras del
reactor bajo presién; la fraccién retenida se determina por

Cipt —C
F o= int ext [2.14]
Cint

donde Cipy ¥ Cgyq SON tas concentraciones de sustrato en el interior y exterior de las ;f'bras. Este
pardmetro es una medida relativa del tamafic de poro de la membrana; ya que la fraccidn reteniﬂi depende de

muchos factores: la velocidad de permeacidn, las condiciones de operacién, la caida de presion a través de

las fibras, 1a velocidad de flujo y la concentracién del soluto.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS : 49

La permeabilidad hidrdulica “ultrafiltracién’ es wuna caracteristica  importante de 1las
membranas de los reactores de fibra hueca, ya que suministra un transporte de soluto a través de la
membrana mucho mds rdpido que el determinado por la difusién molecular exclusivamente a través de la
membrana y pelicuia liquida formada y surge como consecuencia de la aplicacion de una presidn diferencial.
La ultrafiltracién puede producirse por cualquier factor que cree fuerzas de presidn en la conduccidn.
Diferencias de presion entre la carcasa y las fibras; caida de presion causada por la circulacidn del
fluido a través de las fibras y diferencias de presion osmética entre la conduccién de las fibras y la

garcasa,

Como resultado de la wultrafiltracidn, ocurre la concentracién por polarizacién: como e!
fluido es forzado por la accién de diferencias de presidn a través de 1a membrana, los selutos can
suficiente peso molecular son retenidos parcial o totalmente; esto causa un  incremento en  su
concentracion local, To que puede provocar una reduccidn de la capacidad de ultrafiltracién, 1legando
a hacerse independiente de la diferencia de presidén, y un cambio en el comportamiento de 1a membrana
que puede reducir su peso molecular de corte ofreciendo mayor resistencia a la transferencia de
nateria.

Este efecto puede reducirse considerablemente incrementando la velocidad de flujo y la concentra-
cién del soluto que provoca ese efecto. Tal como puede observarse en la Figura 2,13 la reduccion del flujo
de ultrafiltracidn para concentraciones crecientes de “bovine serum albumina’ para una concentracién del
3.9% de esta proteina se forma una pelicula permaneciendo constante el flujo de ultrafiltracién con la
diferencia de presion provocada, El efecto de la velocidad de agitacion en el compartimento donde se ha

formado la pelicula de proteina puede observarse para la concentracién al 6.5%.

Las enzimas inmovilizadas en reactores de fibra hueca en su forma soluble han sido estudiadas por
autores como Rony (1872), Fink y Rodwell (1975}, Los resultados obtenidos indican que las caracteristicas
cinéticas de la enzima permanecen inalteradas en el interior del reactor de fibra hueca aungue a veces las
propiedades de permeacidn de la membrana varian y Tos resultados obtenidos difieren de los correspondientes

2 1a enzima soluble.
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Figura 2.13

2.4 Estudios cinéticos de la isomerizacidn enzimitica de qlucosa a fructosa.

Desde que en 1957 fue descubierta la enzima glucosa isomerasa por Marshall y Kooi, se han llevado
a cabo una serie de trabajos relacionados con esta enzima, que ya en 1966 en Japdn se producia en
cantidades suficientes para ser utilizada en operaciones industriales, en primer lugar en reactores
discontinuos en forma soluble y posteriormente inmovilizada. Sin embargo, estos estudios se han encaminado
fundamentaimente a conseguir métodos adecuades que estabilicen la enzima, 1o que ha sido el aspecto més
importante para que la obtencidn de jarabes de fructosa sea econémicamente viable; o al modo de operacién

de los reactores que utilizan enzimas inmovilizadas y todos aguellos aspectos que afectan al disefo del
reactor,

Son pocos por tanto 1os trabajos cuantitativos realizados scbre el comportamiento cinético de la
reaccidn, siendo Takasaki (1967) el que realiza un primer estudio cinético y del equilibrio de esta
isomerizacidn, utilizando enzima en forma soluble. La mayorfa de los autores se limitan a abtener los
pardmetros cinéticos a partir de las velocidades iniciales, lo que proporciona un conocimieht limitado

de 1a reaccidn, y los utilizan para el disefic y optimizacidn del rsactor, Tampoco es frecuenfe, en los
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estudios cinéticos realizades, 1a consideracién del transporte internc o externo cuando se utilizan enzimas
inmovilizadas. Estos efectos de transferencia de materia pueden reducir, de forma considerable, la
velocidad de reaccidn y si no son tenidos en cuenta, el valor de los pardmetros cinéticos aportados pueden

venir afectados de errores importantes.

Otro factor impartante en el estudio de enzimas inmovilizadas son los aspectos relacionados con la
desnaturalizacion de la enzima en las condiciones de operacidn: desactivacién térmica, cambios de pH,

envenenamiento de la enzima o cambios producidos en el soporte utilizade.

Por simplicidad los aspectos relacionados con la cinética, transporte interno y externe,
estabilidad de 1a enzima, etc., suelen ser considerados de forma independiente; pero seria deseable para el
disefio eficiente de un reactor que utilice enzimas inmovilizadas el desarrollo de um modelo que tenga en
cuenta simultdneamente estos aspectos, lo que permitiria optimizar las variables de operacién del proceso

de isomerizacién glucosa-fructosa.

Entre Jos estudios cinéticos realizades se pueden destacar los efectuados por Sproull et al.
(1976}, Kikkert et al. (1381), Van Keulen et al. (1981), Havewala y Pitcher (1974) y Chen y Wu (1986)
Sproull et al., utilizando un conjunto de células, WC, sin inmovilizar, suministradas por Novo Industry y
un reactor tipo tanque agitado, estudian el equilibrio de isomerizaciém con una concentracién total de
hexosas, preparando muestras de concentraciones préximas al equilibrio y a las temperaturas 30, 45, 60 y

80°C; obtienen los siguientes datos para Kg

TABLA 2.17
CONSTANTES DE EQUILIBRIO. SPROULL et al. (1976)
T,'C | ki) 45 60 70 80
Ke | 0.82¢ 0.957 114 1,283 1,381

También realizan estudios de desactivacién a pH = 7 en ausencia de sustrato a las

temperaturas de 40, 60 y 80°C proponiendo el siguiente modelo para la desnaturalizacin de la enzima



52 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

k 2.15
2 [2.15]
kg’ [2.16]

la enzima E se desactiva de forma irreversible por desmaturalizacién y por Ta accidn de las
proteasas presentes en el conjunto de células, P. Estas proteasas también se desactivan térmicamente, dando

lugar a P’, proteasa desactivada.
Las constantes de desactivacién y sus respectivas energias de activacién son las indicadas en la

Tabla 2.18, donde P son los moles de proteasas por unidad de masa del conjunto de células,

TABLA 2.18
CONSTANTES DE DESACTIVACION ENZIMATICA, SPROULL et al, (1976).

1 1

Temperatura,'C kg 9 WC/L k3 min ke, min
40 1,667 1070 2.140 107 5.706 1073
50 8,473 107 5.883 1074 1,578 1072
80 : 2,549 1074 1,396 1078 3,625 107
Energia de activacidn, .
g 2ol 4900 10300 10100

cal/g mol

Estos autores no tienen en cuenta los posibles efectos de transferencia de materia y suponen gue
el mecanismo de reaccibn es el indicado en el apartado 2.2.3, ecuacidn [2.2], cinética reversible de
Michaelis-Menten. Las constantes cinéticas propuestas para la reaccifn de 1somerizacién glucosa--fructosa

son las indicadas en la Tabla 2.19.

Kikkert et al. (1381) y Van Keulen et al. (1381) utilizan un reactor tangue agitado para sus
experimentos, dos catalizadores industriales, ICI y RUR, y células de Arthrobacter 1nmovilizadas y libres
para la isomerizacién de glucosa a fructosa y viceversa. Eliminan los efectos de transferencia de materia

interna utilizando particulas de catalizador de cidmetro inferior a 140 um.
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TABLA 2,19
PARAMETROS CINETICOS, SPROULL et al. (1976)

Temperatura,'C 40 60 80
Vmg-704, mol/ (min gy,) 0.166 1,549 11,823
Ve 104, mo1/(min-gy,) 0.217 1,320 6,531

Kygr ¥ 0.572 0.498 0.722
Ky M 0.591 0.472 0,553
kg L/ (min=gye) 6.695 -107 3,208 107 13178107
kg, 0T/ (min-gyy) 16728107 110414107 58858 107"
ks 101/ (0in -gy) 1,5983-1070 1,33381074 8.7536-1074
ko Ll(min-gy,) 7.6316+107" +.0883+107 1,803 107"
Eg = 16400 cal/mo) E_g = 22000 cal/mo!
Er = 19600 cal/mol Ep = 17400 cal/mol

Estiman los pardmetros cinéticos de la reaccién a partir de las velocidades iniciales de reaccidn
y & partir de éstos la constarte de equilibric de la reacci6n de isomerizacidn, indicada en la Tabla 2.20,
mediante 1a ecuacidn

_ [F]e _ Vmg Knf

K = _¥. .
T Vi Kng

[2.18]

Los valores de ng Y Kyt obtenidos, excepto Kys Para las células Tibres, son prdcticamente iguales.
Las constantes cinéticas del modelo de reaccidn reversible, ecuacidn [2.2] multiplicadas por la concentra-
cién de enzima en el microorganismc, obtenidas a partir de los pardmetros anteriores son las indicadas en
la Tabla 2.21.

« " - k. & q
Utitizando mezclas de fructosa-glucosa a una cancentracidn total de hexosas 3.4 Kmol/m* comprueban
que la velocidad de reaccidn se ajusta a una cinética de primer orden para las temperaturas de §0 a 65°C en

la forma
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TABLA 2.20
VALORES DE K, y Vy, KIKKERT et al. (1981) y VAN KEULEN et al. (1981).

v v K K
‘ T,'C H g U n nf
Gl A" P 10 } mol/s-Kgcat T mol/s K8eat mo"/gm3 mol/m
I¢1 50 2 4.9 4,1 300 200
ICI 60 .2 9.4 7.6 350 270
ICI 60 Ny 1.5 8.5 390 530
1c1 §5 2 12,2 10.5 %0 320
RJR §0 0 12.3 10.8 340 310
lulas 1i-
(Elules 1 60 9 1,21 0 300 380
bres
Células in- |
§0 .9 2.91 2.2 340 - 300
mov.
TABLA 2.21
CONSTANTES CINETICAS Y ENERGIAS DE ACTIVACION
KIKKERT et al. (1981), VAN KEULEN et al. (1981).
SR I 3 3/
1077 n°/(s kgcat) 1079 m*/(s kgt )
Catalizador T,'C pH kg & kg gy k_g ke -
IC1 50 8.2 3.0 3.6 4.1 5.0
I¢1 80 8.2 4.7 §.3 7.6 9.4
ICI §5 8.2 5.8 7.2 10.5 12,2
I¢I 60 7.1 4.0 2.3 8.5 13
RJR 60 8.0 6.8 1.5 10.8 123

EA {(Kd/mol) 8.2 40 35 55 55
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" Gp [2.19]

Para la temperatura de 50'C, pH = 8.2 y [G]([G]e no se ajustan a la cinética de pseudoprimer orden.
Los valores de kg ¥ X obtenides se muestran en la Tabla 2.22.

TABLA 2.22
CONSTANTE CINETICA DE PSEUDOPRIMER ORDEN, KIKKERT et al. (1381).

Catalizador T5'C PH mz/(S'kS:;t) oS Ke
ICl 8¢ 8.2 2.8 .93
ICI 60 8.2 4.1 1.07
ICI 60 1.5 4.4 1,06
ICI 60 7.1 3.8 1.06
¢l 6C 6.5 3.1 1.04
ICI 65 8.2 §.3 1.12
RIR 60 8.0 ¢ 6.3 1.06

Havewala y Pitcher (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 cos tipos de reactores, uno de lecho fijo y otro discontinuo tangue
agitado. Consideran cinética de pseudoprimer orden y determinan las energias de activacion para las enzimas

11bre e inmovilizada, resultando ser 14,5 y 15,7 Kcal/mol respectivamente.

No abtienen diferencias en la velocidad de reaccidn para los dos sistemas utilizades cuando
emplean la enzima inmovilizada, Las concentracicnes de fructosa en el equilibrio son 58.4%, 51.4% vy 52.3% a

~ las temperaturas de 80, 70 y 79.5°C respectivaments,
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Chen vy Wu (1986) proponen el mecanismo reversible de Briggs-Haldone' para la reaccidn de

1somerizacion fructosa-glucosa

kg ke
6 +E — > XE = F +E
| & M [2.20]
44 (1) kg

Enzima desactivada

Cuando 0<n¢! la desactivacion del complejo enzima-sustrato es mds pequefia que el de la enzima
Tibre, por tanto la enzima estd protegida por el sustrato. Cuando n<0, la enzima estd envenenada por e
sustrato; si n=0 no existe ni proteccién ni desactivacién y si m! la actividad de 1a enzima aumenta con el

tiempo.

Emplean una enzima comercial, Swetasa, con un tamafc de particula ¢ 100 um para eliminar Tos
efectos de difusidn interna y un reactor tipo tanque agitado. Determinan los pardmetros cinéticos ng, Kyf
Vmg Y Vpr 8 partir de velocidades iniciales de reaccidn a ias temperaturas de §0, 65, 70, 75 y 80°C y pK =
8.25. Los resultados obtenidos, asi como las constantes de equilibrio a estas temperaturas son los

indicados en la Tabla 2.23.

TABLA 2.23
CONSTANTES CINETICAS Y DE EQUILIBRIO, CHEN Y WU (1986)

v me

T, umol/r:‘gn-gcat umol/min g,4 ng’ : apr M e
60 2.92+10¢ 1.87-102 0.70 0.45 0.9
65 3,99 102 3.02-102 0.78 0.60 1,02
10 5.40 102 4.72-10¢ 0.84 0.83 113
5 7.41+10% 7.36-10° 0.93 .13 11..23

80 9,83 +10? f.11-10° 1.0t .57 1,38
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También realizan experimentos de desactivacion a Dk = 7 y a las temperaturas de 70, 75 y 8§0°C
utilizando varias concentracicnes de sustrato. Teniendo en cuenta el modelo anteriormente expuesto, y que

1a desactivacidn total de la enzima viene dada por

i
= - - 2.21]
_— kg (E +(1 =n) XE) (

donde £ y XE son las concentraciones de enzima activa, libre y del complejo enzima-sustrato respectivamen-
te. Obtiemen que el valor de n que ajusta los experimentos de desactivacién es 0.5, 1o que indica
proteccidn de 1a enzima por parte del sustrate,

Entre los trabajos gque consideran el efecto de ia transferencia de materiz interna o externa sobre
la velocidad de isomerizacidn se pueden citar Jos propuestos por Lee et al. (1976), Chen et al. (1980},
Straatsma et al. {1983) y Nakamura et al. (1984).

Lee et al. (1976} utilizan un reactor de lecho fijo con recirculacién donde 1a enzima proveniente

de Streptomyces e inmovilizada por enlace covalente con glutaraldehido, estd confinada,

knalizan la influencia de la transferencia de materia interna y externa de forma experimental
variando el tamafio de particula del catalizador, entre 20 y 120 um, 7a velocidad de flujc en el reactor y
la temperatura, 50-75°C. Determinan que para velocidades de flujo superiores a 0.1 c¢m/s la influencia de la
transferencia de materia externa sobre 13 velocidad de reaccidn puede despreciarse, Los efectos de difusidn
interna se eliminan para tamafio de particulas de 20 um y por debajo de 60°C, siendo apreciables para

temperaturas superiores.

Estudian 1a cinética de 1a reaccidn a 50°C y pH = 7, determinando Tos pardmetros cinéticos a

partir de las velocidades iniciales de reaccidn siendo su valor

ng 0,21 M Vmg : 15.8 mg/min-mLcat

Klﬂf = 040 M me
K, = 1.03

30.5 mg/min-mLCat
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Utilizando estos pardmetros simulan la conversién con el curso del tiempo, considerando cinética
reversible de Michaelis-Menten, no ajustando los experimentos para concentraciones de sustrato superiores a
0.5 M.

Chen et al. (1980) desarrollan un modelo que tieme en cuenta la influencia de la resistencia
difusional en el poro y pelicula del catalizador sobre la velocidad global de la isomerizacidn de glucosa
incluyendo también la desactivacién de las células inmovilizadas dentro de un reactor diferencial de lecho

fijo.

La enzima utilizada en los experimentos cinéticos son céluias de Streptomyces phaechomogenes
inmovilizadas por agregacién en queratina y con didmetros de particula 0.125 cm, 0.046 cm y 0,018 cm, el
pk = 8.3, las concentraciones de sustrato comprendidas entre 0.5 y 5.10 M de glucosa y las temperaturas en

el rango de 60-80°C.

Consideran cinética reversible de Michaelis-Menten modificada con una desactivacién de la enzima
de primer orden. Realizan un tratamiento tedrico en e) que evallan dos factores de efectividad: n; due
tiene en cuenta los efectos de difusién en los poros y la desactivacién y fpe Que ademds incluye los
efectos de transferencia de materia en la pelicula, en funcibn del médulo de Thiele, el mddulo de pelicula
y los pardmetros cinéticos. Para la evaluacidn de h Y fy aplican un procedimiento iterativo suponiendo ia
concentracidn en la superficie de la particula y aplicande una carrelacién empirica propuesta por Kobayashi

et al. (1976) para la integracién de la ecuacidn de continuidad en coordenadas esféricas.

A partir de las velocidades iniciales obtienen los siguientes pardmetros cinéticos para la

isomerizacién glucosa fructosa:

TABLA 2.24
VALORES DF Ky, Kye ¥ Ky, CHEN et al. (1980)

T,'C Kyq m01/mL Kne Mmol/mL Ko

60 1.73:10° 1.80+1073 .15

65 1610107 1.70-1073 1,22

0 150107 1.624107 1,29

4 o

<

80 £,23+107 14541078 1,43
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Evaluando los coeficientes R T partir de los datos experimentales y compardndslos con los

calculados determinan que existe una fuerte resistencia al transporte en Ja pelicula,

Straatsma et al. (1983) analizan la estabilidad de un conjunto de células de Arthrobacter
inmovilizadas, estudiando posibles causas de desactivacién enzimitica: cambios de pH, temperatura y
presencia de oxigeno en los experimentos de isomerizacién glucosa a fructosa. Utilizan un reactor continuo
sdlido-11guido en el que el fluido es recirculado sobre el lecho catalitico a una velocidad mucho mayor que
la de alimentacidn y diferentes formas de particulas: esféricas de dp 2 0,9-107 g y cilindricas con dp :
5-1070 p y una longitud de 1.7-10°¢ m. Demuestran que la velocidad de reaccidn es de pseudoprimer orden y
evallan la constante cinética para esta reaccién corrigiéndola con los efectos de trasferencia de materia
interna, que son apreciables en sus experimentos. Los valores de esta constante en funcidn del pH y la

temperatura se indican en la Tabla 2.25.

TABLA 2.25
CONSTANTE CINETICA DE PSEUDOPRIMER ORDEN, STRAATSMA et al. (1983).
T,°¢ 55 60 §0 60 60 60 55
oH 7.5 6.5 7.0 1.5 8.0 8.2 6.5
- % v
kg 107 m-‘/s-kgCat 2.8 2.9 3.3 4.7 5.0 5.5 5.6

La estabilidad de la enzima puede expresarse en funcidn del tiempo, pH y temperatura per

Ko =kg g exp {-ky t) [2.22]

Y ST ST O 130000 { 1 _ 1 [2.22]
by =2.5-10° (pH)® = 2.86-10 pH - 2.93410 exp[—R— . 333)] :

Nakamura et al. (1984) utilizan un reactor de lecho fluidizado para el estudio cinético de la
isomerizacién glucosa-fructosa y qlucosa isomerasa de Streptomyces phaechrogenes inmovilizada por
atrapamiento, Desarroiian un modelo de dispersidn axial considerande particulas esféricas, el efecto de 'a
difusién interna y cindtica de pseudeprimer orden. Este modelo reproduce !os resultados experimentales de
conversidn obtenides en el reactor de lecho fluidizado sélo para las velocidaces de flujo intermedias

empieadas de 0.5 ¢cm/min,
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Kiden con experimentos de impulso-respuesta el coeficiente de difusidn efective mediante andlisis
de momentos y el incremento de volumen sxperimentado por las particulas de catalizador cuando se humedecen,

y deducen que la difusividad efectiva es ¢! 60% de la difusividad molecular,

Son més numerosos sin embarge, los estudios realizados sobre los factores que afectan al disefio
éptimo de distintos reactores donde poder 1levar a cabo la reaccién de iscmerizacién fructosa-giucosa con
enzimas inmovilizadas, En este sentido, Park et al. (1981} realizaron un estudio sobre la optimizacidn de
la temperatura de operacién para un sistema de reactores de iecho fijo en funcionamiento :continuo. La
optimizacidn la realizan para obtener ia mdxima productividad de fructosa, consiguen un 1ncréménto del 8%

de conversidn si lo comparan con el reactor de funcionamiento a temperatura constante,

£n la optimizacidn de la temperatura consideran cinética enzimitica reversible de Michaelis-Menten

1&r

con desactivacién enzimdtica de orden sin influencia de 1a concentracién del sustrato:

—kg t
_Vm (Gg _Ge) [} 4

e [2.24]

donde Gy ¥ G, son Tlas concentraciones de sustrato inicial y de equilibrio; kyy 12 constante de desactiva-

cin enzimdtica y %, ¥, la constante de Michaelis-Menten y velocidad mdxima de reaccidn reducida

- Kng Vai +Knf Vag 12.25]
' Kpe = Kng
Kng (Km¢ +6

[, =tm b 6 [2.26]

Kps = ng

Los pardmetros cinéticos de la velocidad de reaccién utilizades en el modelo son evaluados

experimentalmente en funcidn de la temperatura resultando

n

— 188 exg ( -45T_’°) RENRD

=1
=
n

i
—10.8 exp ( -ﬁ) BRI}
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kg =4350 exp ( -27Tﬁ [2.29]

La velacidad de desactivacidn enzimética decrece con la concentracidn de sustrato, lo gue parece
indicar que el sustrato protege la desactivacidn de la enzima, La constante de dasactivacién en funcién de

ta temperatura a [G]U = 0.1 M viene dada por

kg =1.95-10" exp ( -ﬂ [2.30]

Gram y Bang (1990) desarrollan un sistema de reactores de lecho fijo en continuo con la enzima
glucosa isomerasa (Sweetzyme Q) inmovilizada, automatizado con un sistema de toma de muestras y tres

analizadares de inyeccién de flujo para la medida y control de pH, concentracién de glucosa y fructosa,

Los resultados cinéticos obtenidos al variar la velocidad de alimentacidn del jarabe de glucosa
indicaban que no existian limitaciones a ia transferencia de materia externa y que la cinética era bien

"1 para 5 ° 3-1073

descrita como una reaccidn reversible de pseudoprimer orden, siendo Ky = 17407 s
mo]/cm3, T = 60°Cy 9 gramos de enzima en el lecho, Encuentran también que la actividad enzimdtica hasta
los § dfas de actuacién decrece siguiendo una cinética de primer orden; sin embargo, esta actividad no se
ve modificada en el rangc de pH entre 7.5 a 8.5, La transferencia de materia interna no puede despreciarse

para este tipo de catalizador.

Chen y Weng (1983) emplean cinco tipos de reactores y glucosa isomerasa inmoviiizada en queratina
con glutaraldehido para la isomerizacidn de glucosa. Determinan experimentalmente las constantes cinéticas

y de Michaelis-Menten a partir de 7as velocidades iniciales de reaccidn, siendo su valor a pH = 7.5 y 70°C

ng S 178N Vmg : 1,08+107" mol/min-gcat

byt = 247 ¥ Vg = 1.5 10" mo1/mineg,

y la difusividad efectiva de glucosa en la enzima inmovilizada a 70°C y Gy= 1.8 Mes? 4074 cm2/s, y la

usan para ia aplicacién de um modelo tedrico de flujo de dispersidn radial,
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La conversién obtenida con distintos tipos de reactores (flujo radial, lecho fluidizade, lecho
fijo), eran précticamente coincidentes al mismo tiempo de residencia y al compararios con el modelo tedrico
desarrollado concluyen gque los reactores de flujo radial y lecha fluidizado pueden ser Gtiles para llevar a

cabo esta reaccidn.

Beck et al. (1986) proponen un modelo de reactar para catdlisis heterogénec que tiene en cuenta
los efectos del transporte interno y externo; los parémetros hidrodindmicos que gobiernan a un reactor a
gran escala: dispersién axial de fluido, expansidn de lecho y retromezcla; vy 1a cinética reversible de la

isomerizacién fructosa-glucosa.

Los pardmetros cinéticos eran evaluades experimentalmente utilizande un reactor tipo tangue
agitado, las conversicnes predichas por el modelo, son superigres a los valores experimentales de
conversidn obtenidos utilizando dos tipos de reactores: de Techos fijo y -fluidizade. Justifican sus
resultados concluyendo que tas correlaciones de Bibiiografia utilizadas para la transferencia de materia y

dispersion no son adecuadas.

Vasic-Racki et al. (1881} utilizan un reactor de leche fijo a pH = 7 v un conjunto de células
inmovilizadas en alginatc cdlcico de Streptomyces bombergiensis como catalizador para obtener log

pardmetros cinéticos que resuitaron ser

5

ng = (.38 0 Ymg : 1.23.10's mo;/s.gcat
Kmf = (.44 8 \'me = 1340107 MU]/S'gcat
0.9

No encuentran resistencia a la transferencia de materia interna y el coeficiente de difusién

efectiva determinado experimentaimente era jgual a la difusividad molecular. |

simulan medelos de reactor considerando cinética reversitle de Michaelis-Menten v que tiene en
cuenta el efecto de transferencia de materia externa para tres reactores: fluio en pistdn, tanque agitado

continug y modelo de dispersién axial, siendo este (1timo el que reproduce sus resultados experimentales,
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Ching y Ho {1984) emplean dos tipos de enzima inmovilizada, sweetase y el complejo PG-GI.
Determinan los pardmetros cinéticos de las reacciones directa e inversa a 60 y 70°C para los dos

catalizadores utilizados, que resultaran ser

TABLA 2.26
VALORES DE K, y V, CHING y KO (1984)

ENZIMA ng, M Ko M Vmg’ rnm/h-gcat Vpss mo]/h-gcat
sWeetase 1,07 1,28 1,5-107 1.7-107¢
PG-GI comp. 0.211 0,205 4431070 4.76-1072

Eligen condiciones experimentales que eliminen los efectos de transferencia de materia, consideran
cinética de pseudoprimer orden y proponen un modelo de flujo en pistén con dispersion axial que reproduce
los resultados experimentales obtenidos con un reactor de lecho fijo y con el reactor de lecho fluidizado

sélo cuando las particulas empleadas eran regulares.

E1 reactor de lecho fluidizadc ha sido ampliamente estudiado por Henk et al. (1990). Estos autores
desarrollan un modelo tedrico de reactor con transporte continuo del biocatalizador en contracorriente con
la solucién de sustrato. Utilizan gqlucosa isomerasa .inmovilizada (Maxazyme)} obtenida a partir de
Actinoplanes missouriensis, consideran la cinética de la reaccidn como de pseudoprimer orden y desactiva-
cidn de la enzima de primer orden, E1 flujo del fluido sique un modelo de dispersién axial y transferencia
de materia interna y externa. Simulan el comportamiento para este reactor y ! de lecho fijo indicando que
se necesita menor cantidad de catalizador para e! reactor de lecho fluidizado con transporte continuo vy

puede ser Gtil para la utilizacifn de enzimas con pérdida de actividad,
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2.5 Objeto de la presente investigacién y grado de cumplimiento de 1a misma.

Los objetivos fundamentales de la investigacidn que se describe en esta Memoria fueron:

a) La puesta a punto de los dispositivos experimentales de laboratorio que permitan el
estudio cinético comparade de las reacciones enzimdticas con enzimas en -disolucién y

enzimas inmovilizadas.

b) El desarrollo de modelos para 1a interaccién entre los procesos de transferencia de
sustratos y productos y la cinética enzimitica en los diferentes métodos de inmovilizacidn

enzimdtica.

Para llevar a cabo estos objetivos se selecciond como sistema de estudio la isomerizacidn
enzimdtica glucosa-fructosa, proceso de un gran interés industrial como se ha puesto de manifiesto en el
apartado 2.1.2 y que, sin embargo, los estudios cinéticos publicados sobre el mismo son contradictorios en
muchos aspectos, como se ha puesto de manifiesto en el apartado 2.4, en nuestra opinién debide fundamental-
mente a la influencia sobre la cinética de los procesos de transporte interno en las particulas de enzima

inmovilizada.

Con respecto al primer objetivo se han puesto a punto y utilizado experimentalemte con el sistema
indicado:

= Un reactor diferencial de lecho fijo y recirculacidn que permite eliminar los efectos del
transporte externo y cuya comparacién con un tanque agitado, mezcla perfecta, con enzimas

en disolucidn permite el estudio independiente de la influencia del transporte interno.

- Un método para la determinacién simulténea de la difusividad efectiva en-la enzima
inmovilizada sobre un soporte sdlido y de la actividad relativa de la enzima inmovilizada
a la enzima libre cuando se comparan experimentos realizados en las mismas condiciones en

los dos dispositivos anteriormente comentados.

= Un reactor diferencial de recirculacidn equipado con un mddulo de fibra hueca gue permite

el estudio experimental de este sistema de inmovilizacién de la enzima.
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Con respecto al segundo objetivo se han desarrollado:

- Un método numérico para la determinacién del factor de efectividad, incluyendo la
desviacién de la cinética lineal, basado en la interaccién difusidn-reaccidn a traves de
particulas porosas, que aplicado a ecuaciones cinéticas tipo Michaelis-Menten ha permitido
proponer una correlacién basada en la de Kobayashi et al. {1376) pero mds precisa y vdlida

en un intervalo més amplio de los pardmetros cinéticos.

3 Un modelo para la interaccién transporte interno-reaccidn para enzimas inmovilizadas en la
matriz de un gel que permite explicar los bajos valores del factor de tortuosidad, de 1 a
2, encontrados generalmente con estos sistemas y que se basa en la estructura real de

estos catalizadores enzimiticos,

Simultdneamente, 1a aplicacién de ambos objetivos al sistema seleccionado ha permitide desarrollar
un modelo cinético para la isomerizacién glucosa-fructosa y determinar sus pardmetros cinéticos, asi como

la influencia sobre los mismos de 1a concentracién total de hexosas y de la temperatura.
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3.1 Productos utilizados.

Ei sustrato empleado ha sido D-(-) Fructosa de 1a marcs Merck y la enzima utilizada en los ensayos
de isomerizacidn, D-xilosa-ketol-isomerass [E.C.5.3.1.5] en dos formas: uma soluble, Spezime GI, y otra
inmovilizada, Sweetzyme T.

La enzima Spezyme GI ha sido suministrada por Genencor International y es un concentrado de
glucosa isomerasa derivado a partir de una cepa seleccionada de Streptomyces rubiginosus, se presenta en
forma de un liquido marrén de densidad media 1.26 g/mL y uma actividad media declarada de 3500 GIU/g,
presentando sus méximas condiciones de estabilidad entre pH 6.0 y 7.5, Una unidad de actividad (GIU) se
define como la cantidad de enzima que convierte glucosa a fructosa a una velocidad inicial de 1 umol/min
bajo las siguientes condiciones: concentracion de glucosa 2.0 mol/L; pH = 7.0 y 60°C.

La enzima Sweetzyme Tipo T, es una enzima inmovilizada suministrada por Industrias Nove, obtenida
a partir de una cepa seleccionada de Streptomyces murinus y cuyas caracteristicas se muestran en la Figura
3.1, Como puede observarse, la estabilidad relativa de la enzima disminuye a2 medida que aumenta 1la
temperatura, mientras que la actividad aumenta con ésta, presentando la méxima estabilidad entre ph 7.2 y
7.5, La actividad enzimética declarada por el fabricante es de 300 IGIU/g, siendo una IGIV la cantidad de
enzima que convierte glucosa en fructosa a ung velocidad inicial de 1 pmol/min uilizando una concentraci;on
de glucosa inicial de 3.0 M, 80°C y pH = 7.5,

Las caracteristicas de los restantes productos utilizades son:

- Sodio carbonato anhidro, purisimo, Merck > 99.5X.

- Magnesio sulfato 7-hidrato, reactivo puro Carlo Erba ) 99.5%,
- D (+) glucosa anhidra, purisima, Panreac.

- Glucosa-oxidasa, de Aspergillus niger, cruda, Sigma.

- Acido citrico, anhidro para andlisis, Paﬁreac, 99.5%.
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Figura 3.1. Caracteristicas de la enzima sweetzyme T.
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- Oxfgeno, Oxhidrica Malagefia, envasado en balas de acero a 50 atm, 99X.
- Titanio bibxido, quimicamente puro, Probus.

- Agua oxigenada, neutra estabilizada, 3%.

- Sodio tiosulfato 5-hidrato purisimo, Panreac.

- Almidén, pro-anélisis, Merck.

- Potasio ioduro, para anélisis, Panreac,

- Potasic dicromato, pro-andlisis, Merck » 98.5%.

- Ambnico moiibdato, para andlisis, Panreac.

- Acido sulfirico, 66 "Bé&, Probus, 95-97%.

3.2 Procedimiento experimental.

La reaccion de isomerizacién siempre se ha realizado partiendo de disoluciones de fructosa, salvo
en los experimentos realizados para la determinacion de la composicién de equilibrio em que se partia de
disoluciones de glucosa y fructosa. La cinética del proceso se ha seguido anaiizando 1a concentracién de
glucosa en funcibn del tiempo hasta un méximo de 3 horas. Teniendo en cuenta las condiciones Gptimas de
estabilidad recomendadas por los fabricantes de las enzimas utilizadas, se ha elegido como pH de operacibn
1.5, para todos los experimentos realizados.

La disolucién de fructoss se preparaba disofviendo la cantidad necesaria en una disolucién de

o estdn recomendados para conseguir la estabilidad de 1la

HgS0,-7 H,0 de 0.55 g/L, ya que los iones Mg
enzima. E1 pH se ajustaba posteriormente 2 7.5 con uma disolucion de Na,C0, 0.1 M. Les variables ensayadas

en la isomerizacion fructosa-glucosa se muestran en la Tabla 3.1.

3.2.1 Reactor homogéneo.

El dispositivo experimental utilizado para la realizacién de los experimentos de isomerizacién se
esquematiza en 1a Figura 3.2 y consta de: un reactor encamisado de 250 mL de capscidad, con tapa
separable provista de cinco bocas esmeriladas por las que se introduce el agitador, un
termémetro, un electrodo de pH y se realiza la toma de muestras. El igitador es una varilla
acabada en ancla, accionada por un motor eléctrico a wuna velocidad suficiente para que exista una
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VARIABLES ENSAYADAS EN LOS EXPERIMENTOS DE ISOMERIZACION

TABLA 3.1

Enzima Caudal, L/h s M Temperatura, ‘¢

Reactor 0.2 g/L 0.5 40
homogéneo 2.0 g/L 1.0 50

8.3 g/L 2.0 ‘qo
Reactor de lecho fijo de 3.5 ¢ 6.6 0.5 30
recirculacién 5.0 ¢ 1.4 1.0 0

1.0 g 21,0 1.5 50

14.0 g 35.0 2.0 60
Reactor de fibra hueca de 1.26 g 35.0 1.0 60
recirculacion 2.52 ¢

buena mezcla en todos los experimentos. El sistema estd termostatizado por la conexifn de 1a camisa del
reactor a un bafio a temperatura constante.

El procedimiento operatorio ha sido el siguiente: una vez preparada 1a disolucidn de fructosa, tal

como se ha descrito en e} apartado anterior,

se introduce en el reactor hasta que alcance la temperatura

deseada. En ese momento se afiade la enzima y se empieza a contar el tiempo de reaccién. A intervalos

regulares se toman muestras de 1 mL de 1a mezcla reaccionante en tubos de ensayo roscados. La reaccién se

detiene introduciendo dichos tubos en un bafio de agua hirviendo durante 10 min. para desnaturalizar la

enzima, Transcurrido este tiempo, se enfriaban los tubos y se cemtrifugaban las muestras a 6000 rpm durante

5 min. Terminada la centrifugaci6n, se tomaban alicuotas del sobrenadante y se dilufan convenientemente

para poder realizar el andlisis de glucosa,
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Figura 3.2, Dispositivo experimental pira el reactor homogéneo.

3.2.2 Reactor de lecho fijo de recirculacidn.

El dispositivo experimental utilizado en este trabajo estd esquemstizado en la Figura 3.3, y
consta de las siguientes partes:

- Un tanque encamisado de 250 mL de capacidad, con tapa separable provista de cinco bocas esmeriladas
por las cuales se introduce un agitador, un termémetro, el retorno del reactor de lecho fijo y se
realiza la toma de muestras. Este tanque actda como depfsito de alimentacién del reactor de lecho
fijo. E1 agitador es una varilla acabada en ancla, accionada por un motor eléctrico a una velocidad

- suficiente para que exista una buena mezcla en todos los experimentos. En la parte inferior del
tanque se dispone de una salida por donde se alimenta el reactor de lecho fijo.
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Figurs 3.3 Dispositivo experimental para el reactor de lecho fijo.

Una bomba peristditica que hace que circule el liquido a través del circuito.

Un rotémetro que permite controlar la velocidad de flujo, y que ha sido calibrado experimentalmente
dando caudales comprendidos entre 5 y 60 L/h,

Reactor de lecho fijo encamisado, con forma cilindrica, de 2.5 cm de didmetre interno y 9 cn de
altura, en el que est& confinada la enzima inmovilizada, Para que no exista arrastre.dispone a la
entrada y salida de placas de vidrio porose. '

Sistema de termostatizacion que bombea agua & la temperatura deseads a través de la camisa del
reactor y del tanque. '
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E1 procedimiento experimental sequido para éste dispositivo experimental es el siguiente:

Antes de comenzar la reaccién se introduce 1a enzima en el reactor de recirculacin, se conscta la
bomba y se hace circular por el lecho la disolucidn de HgS0,- 7 Hy0 durante 30 minutos pars estabilizar la
enzima y arrastrar la posible enzima adsorbida em el soporte, posteriormente se retira la disolucidn y se
introduce en el tanque 1a disoluci6n de fructosa a la concentracién deseada, previamente preparada.

Ung vez estabilizada 1a enzima y conseguida la temperatura deseada en el tanque de alimentacién,
se empieza a pasar la disolucién de fructosa por el reactor, comenzando el tiempo de isomerizacién.

La cinética del proceso se sigue por medidas de 1a concentracién de glucosa a la entrads y selida
del reactor. Comoc entrada se toman muestras en el tanque agitado y para 1a salida se sacan por una T
dispuesta al efecto entre e] reactor y el tanque. En ambos casos el volumen de muestra tomado es de 1 mL.
Para comprobar que no existe arrastre de enzima a través de las placas de vidrio poroso hasta el tanque, en
varios experimentos, a las temperaturas de 30 y 40 °'C, después de terminada )a reacci6n de isomerizacién se
desconecta 1a bomba manteniendo 1a temperatura y agitacion en el interior del tanque; después de 3 horas la
concentracién de glucosa permsnece constante, por lo que se deduce que la reaccion tieme lugar solo en el
reactor de lecho fijo.

3.2.3 Reactor de fibra hueca de recirculacién.

La instalacién experimental que se ha utilizado para la realizacién de los experimentos con
el reactor de fibra hueca se esquematiza en la Figura 3.4, y estd formado por los siguientes
elementos:

- Un tanque de almacenamiento igual &l utilizado en el reactor de lecho fijo.

- Un rotdmetro.
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- Un médulo de fibra huecs modelo NT-1808-§, de Sorin Biomedica, de 228 mm de longitud, 33.5 mm de
didmetro y 165 g de peso. El midulo estd provisto de dos compartimentos: un compartimento en el
interior de las fibras y una carcasa que ocupa el espacio anular entre las fibras y el exterior de 1a
pared. Ambos compartimentos estén separados por membranas de Cuprophan de corte molecular 5 kDa, a
través de la cual pueden pasar el sustrato y los productos de la reaccién, pero no la enzima cuyo
peso molecular es de 165 kDa. E1 reactor de fibra hueca estd sumergido en un bafio termostatizado. Las
caracteristicas de fraccion retenida y permeabilidad hidrdulica del médulo se muestran en las Figura
3.5.

- Dos bombas peristdlticas: una que permite la circulacidn de! liquido por el interior dé las fibras
del médulo y otra que recircula la disolucién contenida en la carcasa, en contracorriente con la
circulacién de 1as fibras,
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Figura 3.5. Fracci6n retenida y permesbilidad hidréulic

-

- Un sistema instalado en el circuito de la carcasa y que pefmite tanto 1a inyéhciﬁanefﬂa~dT§%luii6n

de enzima como 1a toma de muestras.

- Dos baiios que mantienen y controlan la temperatura de experimentacidén tanto en @l tanque agitado como
en el reactor de fibra hueca.

Determinacién de! volumen de la carcasa.

Para estimar el volumen de 1a carcasa y las conducciones que conectan a la bomba peristditica,
donde estd confinada la enzima cuando el sistema estd en funcionamiento, se realizaron ensayos de actividad
enzimdtica utilizando la enzima glucosa-oxidasa, ya que su medida de actividad, al realizarse en
concentraciones mucho més bajas, era mds precisa.

Para realizar esta medida se lenaba el sistema con tampbn citrico-citrato de pH = 5.8, y se ponia
en funcionamiento hasta alcanzar la temperatura de 25°C. En ese momento se inyectaban 5 mL de una
disolucidn enzimética de 7.5 g/L, tramscurridos 15 y 30 min. se tomaron nuestras de 1 mL de la carcasa, y
0.5 mL de éste se utiliza para el ensayo de actividad, realizado a 90 s descrito en el apartado 3.4.1 de
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esta memoria. A partir de las ecuaciones [3.7] a [3.9] se obtienen los resultados que se indincan en la
Tabla 3.2, deteminada 1a concentraciGn enzimitica en cada momento y sabiendo Ja cantidad de enzima puesta
inicialmente en e} circuito se puede estimar el volumen de la carcasa, que ha resultado se de 200 mL, como

se observa en la Tabla 3.2.

TABLA 3.2
. [GO]c cast’ Volumén carca-
t, min Venz' nl A U.E. m;}L 8, ol
15 0.5 0.116 0.675 0.188 : {199
30 0.5 0.114 0.663 0.185 202

Determinacifn del transporte de glucesa y fructosa a través de la membrana.

Como ya se ha comentado en 1a parte 2.3.3 de esta memoria, la creacion de diferencias;de presién
efectiva entre el circuito de las fibras y la carcasa hace que se produzca transporte misico a través de
las fibras, lo que puede favorecer la transferencia de! sustrato y producto de 1a reaccidn a través de
ellas.

Cuando el fluido circula a través de las fibras, la presién decrece continuamente; si 1a caida de
presién es importante cerca de ia entrada del fluido en las fibras, 1a presién es mis alta que en el lado
de 1a carcasa, causande ultrafiltracién de soluto y disolvente hacia la carcasa. A 1a salida de las fibras
la presion es més alta en el lado de la carcasa, lo que provoca una entrada de liquido de la carcasa a 1as
fibras. Este efecto estard intensificado a caudales altos de circulacién y funcionamiento en contracorrien-
te de ambos circuitos. |

Para comprobar la resistencia a la transferencia de materia que oponia la membrana dél}reactor de
fibra hueca, se realizaron dos experimentos de circulacién con glucosa y fructosa en 1as mismas #ondiciones
hidrodindmicas en que se realizaron los ensayos cinéticos: funcionamiento del sistema en contra%orriente ¥
caudal de circulacién q = 35 L/h.
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Los experimentos se realizaron de la forma siguiente: se 1lenaba e) circuito con 500 mL de agus
destilada y se ponia el sistema en funcionamiento, alcanzada la temperatura de operacién 60°C, se paraban
las bombas, aunque no la agitaci6n del tanque, y se aiadian 100 mL de 1a disolucibn de glucesa o fructosa
preparada para conseguir una concentracion total de 17 g/L de glucosa y 180 g/L de fructosa. Tramscurridos
§ minutos las bombas peristéditicas eran puestas en funcionamiento y se comenzaba & contar el tiempo, &
intervalos requlares de tiempo se tomaban muestras de la carcasa y del tanque de almacenamiento analizdndo-
se el contenido en glucosa en ambos experimentos por el método de la glucosa oxidasa,

Los resultados abtenidos se muestran en l1a Tabla 3.3. Como se puede observar al minuto  de
funcionamiento 1a mezcla era perfecta, indicando una resistencia a 1a transferencia de materia précticamen-
te nula por parte de 1a membrana y las peliculas de ambos fluidos en las condiciones ensayadas.

Procedimiento operatorio.

Una vez preparada la disolucién de fructosa & pH = 7.5 y una concentracin de MgSO, 7 H,0 de 0.55
g/L, se llena el circuito con 600 mL de ésta y se ponen en funcionamiente las bombas hasta que se alcance
la temperatura de operacifn. En ese instante se inyecta 1a enzima en el circuito de la carcasa y se empieza
a contar el tiempo de reacci6n. A intervalos regulares se tomaban muestras del tanque de alimentacion, de
la salida del reactor y de la carcasa, analizdndose su contenido en glucosa. Las muestras extraidas de la
carcasa se filtraban con centrifugacidn utilizando unidades ultrafree de Millipore de 30 kDa de corte,
antes de proceder al ensayo de glucosa.

Los experimentos cinéticos se llevaban a cabo hasta un méximo de 3 horas, Para comprobar que 1a
enzima no pasabs a través de las fibras, se ralizaron varios ensayos en los que una vez finalizado el
experimento cinético se mantuve el sistema hasta 2 horas con agitacion en el tanque y sin circulacién a
través de la carcasa, observdndose que l1a concentraciin de glucosa en el tanque permanecia constante en

funcién del tiempo.

Una vez finalizados los experimentos se limpiaba el circuito con abundantes cantidades de ague
destilada y Tas fibras eran esterilizadas con una disolucién de formaldehido al 1X.
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TABLA 3.3
PRUEBAS DE CIRCULACION A TRAVES DE LA MEMBRANA

Experimento con glucosa

t, min [€lygpgue: 9/L [6egreasar 9/L
5 17.08 16.96
10 16.99 17.02
15 16.96 16.99

Experimento con fructosa

t, min (&1t anguer 9/t [6learcasar 9/
1.00 0.389 0.333
1.75 0.386 0.31

2,00 0.385 0.375
2.50 0.385 0.378
3.00 0.383 0.381
3.50 0.383 0.382
4.50 0.384 0.381

10.00 0.386 0.386
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3.3 Métodos de andlisis.

Anflisis de glucosa.

El andlisis de glucosa se ha realizado por el método de ls glucosa-oxidasa, método GOD-Perid,
propuesto por Werner y cel (1970}, basado en las reacciones

60D 11
glucosa +0y +H0 ——— Gluconato +Hy0 [3.1]

POD

W0y +ABTS ~ —————  Colorante +Hyo0, (3.2]

donde GOD es la enzima glucosa-oxidasa, POD 1la enzima peroxidasa y ABTS es el 2,2'-azimo-di-[3-etil-
benzotiazolina-dcido sulfénico-(6)]-sal diaménica. Esta G1tima sustancia es incolora mientras que su forma
oxidada, producida por la reaccidn [3.2] es de color verde.

La determinacion de glucosa se realiza en un tubo de ensayo afadiende 0.1 mL de disolucidn
problema, a 5 mL de reactivo; esta disolucién se incuba durante 15 minutos 8 37°C y se mide su absorbancia
a 610 om frente a un blanco compuesto por 5 ml de reactivo y 0.1 mL de una disolucién de la misma
composicion que 1a problema pero exenta de glucosa.

S¢ ha obtenido la recta patrén realizando el emsayo descrito previamente a una serie de
disoluciones de glucosa de concentracién comprendidas entre 50 y 500 mg/L. En la Figura 3.6 se muestra &
titulo de ejempio, una de estas rectas cuya ecuacidn es

6 =-0.0018 +0.6120 - Agygpn rl =0.99996 [3.3]
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E} reactivo utilizado es un preparado A
comercial (Boehringer Mannheim GmbH, No 124036) 1.000
que contiene, en proporciones definidas las enmzi-
nas GOD y POD, el compuesto ABTS y un tampén de 0.800 4
fosfato, siendo necesario tan solo diluirlo con
agua destilada a un volumen definido, Para cada 6805
nuevo preparado de reactivo se obtuvo una recta
patrén.
0.400
Valoraci6n de H,0,.
0.200 -
Se parte de una disolucién de H,0, comer-
cial, reactivo de andlisis, que se valora por el 0000 Yo
método iodométrico, 0.00 0.20 0.40 0.60

G. g/L
La valoraci6n del Hzoz se basa en las dos

reacciones siguientes Figura 3.6. Recta patrén para el reactivo de glucosa.

- 2

280 + I — S50 + 217 (3.4]

oy + 217 + 24 — I, + 20 - [3.4]

Debido a que el tiosulfato sédico mo es una sustancia patrén, una vez preparada la di§oluci6n del
mismo, se debe proceder a su valoraci6n con una sustancia que si lo sea, utilizéndose ‘ep este caso
dicromato potésico. La ecuacién ahora implicada, serd la siguiente, Kolthoff (1972): '

0 Y e 81T — 3L o+ 208t 4 Ty [l

Como concentraci6n del Hzob siempre se ha tonado ¢l valor medio del al menos tres deter#inaciones y
que en ningin caso diferian en mds de un 1% de dicho valor medio. '
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Preparacion de los patrones. Obtencién de 1a recta de calibrado.

Se prepara una disolucion madre de Hy0, 0.1 W en tampén citrico-citrato, pH = 5.5, mediante la
dilucion apropiada de la disolucién de Hy0, comercial utilizada, y que habia sido valorada previamente. Las
concentraciones de los patrones utilizados son 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5 y 3.0 mM de Hy0p.

La recta patrén se obtenia afadiendo 2.0 mL de glucoss 0.1 M a 2.0 mL del patrén elegido a 25°C. A
continuacidn se afiaden 2.0 mL de Ti(SO4)2 y se mide 1a absorbancia & 415 nm frente 8! blanco (preparado de
1a misma manera pero sustituyendo Tos 2.0 mL del patrén por la misma cantidad del tampén citrico-citrato),
en un espectrofotémetro con cubetas de t cm de paso. Para hacer la medida de la absorbancia es necesario
esperar 20 minutos para que se estabilice el color. La concentracién final de Hy0, serd la tercera parte de
la concentacion de los patrones utilizados, ya que el volumen total es de 6.0 mL.

En Ta Tabla 3.4 se muestran los resultados obtenidos, y por regresin lineal:

=-0.0008 +7.564-107% WG] ,  r? =0.9989 [3.7]
TABLA 3.4
(K90 patrgn» ™M [H0,], oM A
0.5 0.1667 0.123
1.0 0.3333 0.248
1.5 0.5000 0.378
2.0 0.6667 0.500
2.5 0.8333 0.634

3.0 1,0000 0.752
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3.4 Medida de 1a actividad enzisftica.

3.4.1 glucoss oxidasa.

Para poder determinar el volumen del circuito de la carcasa del reactor de fibra hueca se

realizaron ensayos de actividad enzimética para la enzima glucosa oxidasa a diferentes concentraciones de

enzima.

Para la realizacion de este ensayo se utilizé una concentracién de glucosa oxidasa, [GO], de 7.5

g/L en tampén citrico-citrato de ph = 5.6,

El procedimiento de trabajo era el siguiente:

Se afiaden g mL de enzima 8 4.0 mL de glucosa 0.1 M, en el mismo tampén, saturados de 0, {para allo

se introducian en un bafio a 25°C y se hacia pasar por ellos una corriente gaseosa de 0y puro durante 15
min), al cabo de 1 minuto se afaden 2.0 mL de Ti(50,)y. Durante el tiempo de reaccion se siguid burbujeando
0,. La absorbancia se mide a 415 nm frente a un blanco preparadc de igual modo pero ahadiendo antes el

sulfato de titanio y después 1a enzima. La lectura se realiza también transcurridos 20 minutos.

Con la absorbancia obtenida del ensayo de acti-
vidad se evalGa la concentracion de %%gmwmaa
partir de la ecuacién [3.7].

8i una unidad enzimdtica se define como los
pmoles de Hzob producidos por minute, se puedsn calcular-
las UE correspondientes a cada ensayo realizado por

_ ] (6 +3
t

UE . umolesuzoz/min (3.8]

Los resultados obtenidos se muestan en la Tabla
3.5, las unidades enzimdticas estdn relacionadas con los
gramos de enzima afadidos para realizar el ensayo de
actividad mediante 1a ecuacion

6.0

5.0 4

4.0 4

3.0 4

2.0+

1.04

CTT O S—
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

MPenz

Figura 3.7, Medida de actividad de glucosa-
oxidass
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TABLA 3.5
[GO]F, g/L A ["2021’ m 113 Senzing
0.0207 0.109 0.1465 0.6 1,25-107
0.0410 0.217 0.2892 1,764 2.50-1074
0.0610 0.320 0.4254 2.616 3.75-107
0.0806 0.402 0.5338 3,308 5.00-107¢
0.1000 0.507 0.6726 4,203 §.25-1074

UE =0.0485 +6660 - gpy, rt =0.9988 [3.9]

que se representa en la Figura 3.7. Las ecuaciones [3.7] a [3.9] nos permiten evaluar 1as concentraciones
de glucosa oxidasa anadida para realizar un ensayo de actividad.

3.4.2 Glucosa isomerasa libre.

El ensayo de actividad para 1a enzima libre se realizaba en tubos roscados de 20 mL de la
siguiente forma: a 5 mL de una disoluci6n de fructosa 1 M y pH = 7.5, obtenido ajustando con carbonato
s6dico 0.1 M y una concentracién de 0.55 g¢/L en MgS0, -7 Hzo se afiadfan 0.2 mL de disolucion de enzima,
spezyme GI, manteniendo la reaccidn a 50°C durante 10 minutos, Tramscurrido este tiempo se desactivaba
térmicamente ia enzima introduciendo el tubo en agua hirviendo durante 10 minutos. Las muestras eran
centrifugadas durante 5 minutos a 6000 rpm y su contenido en glucosa era determinado mediante el método de
1a glucosa oxidasa, mencionado anteriormente.

Los experimentos se realizaron a distintas concentraciones de enzima, 10, 20 y 40 g/L; los
resultados obtenidos se representan en la Figura 3.8. Como se observa, la actividad enzimdtica es
proporcional & la concentracién de enzima, evaludndose la actividad a partir de la pendiente, en Unidades
Internacionales, UI, como pmo! de glucosa producidas por minuto y gramo de enzima, resultando un valor de
1110 UI. EV valor de la ordenada en el origen obtenido de 0.629 g/L de glucosa es superior a la concentra-
cién inicial de glucosa contenida en la fructosa 0.421 g/L. Esta diferencia puede ser debida al efecto
delincremento de temperatura provocado en la muestra antes de la desactivacién total de 1a enzima contenida
en 12 misma,
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G, g/L
5.0

4.0 —

3.0

2.0 H

1.0 -

0.0 . : ' . : " . : .
0 10 20 30 40 50

E. g/L

Figura 3.8. Medida de actividad de la enzima spezyme.

Para comprobar este hecho se realizaron ensayos de actividad congelando la reaccién de diferentes
formas, y utilizando como blanco para e} ensayo de glucosa una disclucion de fructosa 1 M disueita en una
disolucion de 0,55 g/L de MgS0,-7 H,0 y pH = 7.5,

En unos ensayos la enzima era retirada de! medio mediante filtracién con centrifugacion,
utilizando unidades ultrafree de Millipore con un paso de membrana del 30 kDa, y en otros se desactivaba la
enzima con &cido acético 0.1 N. Llos resultados obtenidos se indican en 1a Tabla 3.6. Como se puede
observar, 1a forma de congelar 1a reaccién enzimdtica repercute en las medidas de actividad realizadas.

§in embargo en los experimentos cinéticos, en los que se utilizan concentraciones de eﬁzima nucho
menores, esta diferencia es prdcticamente despreciable, tal como se pone de manifiesto en la Figura 3.9,
donde se ha representado la conversi6n obtenida frente al tiempo de reaccién para un experimentb realizado
en el reactor homogéneo con una concentracion de enzima de 6.3 g/L & la temperatura de GO'C y ung
~concentracion de fructosa 1 M, ‘

En consecuencia se eligi6 la desactivaci6n térmica por su facilidad operatoria en los experimentos

de isommerizacifn en fase homogénea,
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TABLA 3.6
INFLUENCIA DE LA FORMA DE CONGELACION DE LA REACCION SOBRE LA
VELOCIDAD ENZIMATICA. G, g/L

Desactivacion Filtracion de Desactivacién

térmica, g/L enzima, g/L dcida
1.1 0.718 0.589
1.034 0.724 0.565
1.104 0.787 0,585
1.154 0.865 0.614

0.50

O Desact. térmica
ODesact. por filtracion
+Desact. con &cido

t, h

Figura 3.9. Comparacién de los distintos de desactivacidn enzimdtica.
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3.4.3 Glucosa_isomerasa inmovilizada.

Para la medida de la actividad enzimitica se han realizado experimentos de isomerizacién de
fructosa-qlucosa hasta conversiones del 10% de glucosa, manteniendo constante la concentracitn de sustrato
1 M, la temperatura, 50°C, y varidndose la cantidad de enzima utilizada, 3.5; 5.0; 7.0 y 14.0 g. Figura
3.10,

Ls actividad enzimdtica se define como 12 velocidad de reaccion a tiempo cero expresada como
umoles de glucosa producidos por minuto y gramos de enzima. En la Tabla 3.7 se muestra 1a actividad
enzimdtica obtenida para las distintas mesas de enzima ensayadas, comoc se puede observar, ést@ permanece
constante y se ha tomado e} valor medio de 109 pmoles de glucosa/minuto y enzima, en las condiciones

anteriormente expuestas.

TABLA 3.1
MEDIDAS DE ACTIVIDAD DE SWEETZYME

Manz 9 Actividad, umol/g-min
3.5 112.5
5.0 111.2
7.0 114.5
14.0 98.0
Actividad media 109.1

3.5 Estabilidad de 1a glucosa isomerasa.

3.5.1 Glucosa_isomerasa libre.

Para analizar la estabilidad de 1a enzima spezyme GI en las condiciones de operacién se realizaron
ensayos de actividad después de mantener a 1a enzima a las temperaturas de 50 y 60°C, pH = 7.5 y disolucién
de MgS0, -7 H,0 0.55 g/L durante 180 minutos, condiciones extremas de operacion en esta investigacion,
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umol glucosa, 1 03

t, min

Figura 3.10. Actividad sweetzyme T.

Para la temperatura de 50°C la enzima, a concentracién de 20 g/L se mantenfa a esta temperatura en
tubos de ensayo roscados dentro de unm bafic termostatizado. A diferentes tiempos eran enfriados y se tomaban
nuestras de la enzima para realizar el ensayo de actividad emzimética mencionado anteriormente. Los
resultados obtenidos se muestran en 1a Figura 3.11 observdndose que 1a actividad permanecia constante hasta
las tres horas, tiempo méximo utilizado en los experimentos de isomerizacion.

Los ensayos realizados a la temperatura de 60°C se hicieron en el reactor de fibra hueca,
introduciendo 3.78 g de la enzima en la carcasa del reactor {200 mL) manteniendo éste en funciona-
miento. A intervalos regulares de tiempo se tomaban muestras de 12 enzima y se realizaban
ensayos de actividad enzimética; los resultados obtemidos em estas condiciones se presentan en
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G, g/L
3.0
[m]
2.0_ (u] 0 —{) = O (n) =
[w}
1.0 ~
0.0 T v T v v T v v -
0.0 1.0 2.0 3.0

t, h

Figura 3.11, Estabilidad de spezyme. T = 50°C.

la Figura 3.12, Estos resultados ponen de manifiesto que 1a enzima no se desactiva hasta un tiempo de 180
minutos &8 la temperatura de 60°C ni tampoco parecen existir fendmenos de polarizacin debides a la
ultracentrifugacion, ya que 1a actividad enzimética perminece constante con el tiempc e igual a la
actividad de 1a disoluci6n enzimética antes de ser introducida en la carcasa.

§in embargo la actividad de esta enzima, aunque era mantenida a la temperatura de 4°C, disminuia
con tiempos prolongados de almacenamiento, este hecho puede observarse en la Tabla 3.8, dondeise nuestran
los valores de actividad obtenidos de 1a enzima spezyme en distintas fechas, .

la actividad enzimética era medida antes y después de la realizacion de series de eﬁperimentos,
comprobéndose que en ese intervalo la pérdida de actividad sufrida por 1a enzima era despreciablé.
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9

G, 9/L
3.0
.1
2.0 -
o o o e
o i
i o
1.0 -
0.0 : : ; : ; ; S :
0.0 1.0 2.0 3.0
t, h

Figura 3.12, Estabilidad de spezyme en el reactor de fibra hueca. T=60°C.

TABLA 3.8
VARIACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CON EL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO

Fecha hctividad, umO1esg) cocs/MiNGoping
6/11/92 e
6/11/92 1094
16/12/92 1110
2/ 4/92 %08

21/ 4/93 920
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3.5.2 Glucosa isomerasa inmovilizada.

La enzima sweetzyme T, en las condiciones de operacién utilizadas en esta investigacién debe
conservar su actividad al menos durante 200 horas de funcionamiento segin las indicaciones de NOVO
Industrias. Para compobar este hecho se realizaron varios experimentos de isomerizacién en el reactor de
lecho fijo con la misma enzima, para ello era sacada del reactor, lavada y mantenida a 4°C. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 3.13. Como se puede observar, la actividad de 1a enzima disminuye con el
tiempo de operacion en funcionamiento discontinuo, quizds debido & 1las pérdidas de enzima tras la
manipulacién. Sin embargo, puede considerarse constante en el tiempo miximo de experimentacion utilizado, 3
horas. De todas formas, los experimentos cinéticos se realizaron con enzima nueva y se comprobaba
peri6dicamente su actividad, Figura 3.14, que como puede observarse permanecia constante con el tiempo de

aimacenamiento.

Actividad, umol glucosa/g-min
120

100

80

60

40 -

20

r — v ———
0 50 100 150 200
t. h

Fiqura 3.13.
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6000
5000 013-6-90

a18-2-91
4000 -
3000

o
2000 -
1000 -
a
0 L 1) 1 L) i
0 10 20 30 40 50 60
t, min

Figura 3.14, Comprobacidn de la actividad de sweetzyme durante e) tiempo de operacidn.

3.6 Caracteristicas de 1as particulas de glucosa isomerasa inmovilizada.

Para la determinacidn de las caracteristicas fisicas de las particulas de enzima inmovilizada,

sweetzyme T, tanto secas como himedas que son necesarias para la interpretacifn cinética de los resultados

obtenidos, se recurrié a la técnica de penetracién de mercurio y también se realizé un tratamiento de

imdgenes sobre las fotografias realizadas a dichas particulas; estos procedimientos se describen a

continuacion,

3.6.1 Penetracién de mercurio.

La técnica de porosimetria de mercurio permite la determinacion del volumen de mercurio

introducido en los poros y espacios entre particulas, bajo presiones determinadas. Esta presién externa

ejercida se relaciona con el tamafio de poro, mediante la ecuacién desarroilada por Washburm
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p=20¢s® [3.10]
r

donde P es la presi6n total aplicada al mercuria,
0 es 13 tensibn superficial del mercurio en &! poro = 480 erg/cmz,
0 es el &ngulo de contacto mercurio en las paredes del séiido = 140°,
r es el radio del poro, supuesto cilindrico,

Seqln esta ecuacion, el radio del poro que se ha 1lenado de mercurio es inversamente proporcional
a2 la presién ejercida.

Para esta medida se ha utilizado un porosimetro de mercuric Quantachrome Autoscan 60, que alcanza
uha presién de 4200 kg/cmz, To que permite conocer el volumen de mercurio penetrado enm los poros Cuyo
didmetro sea superior a 3.7 nm. E1 equipo se completa con un ordenador, que mediante un programa apropiado,
convierte, calcula y almacena los datos obtenidos.

La determinacidn experimental se realiza colocando alrededor de 0.3 ¢ de mlestra en el dilatéme-
tro, el cual se introduce en un sistema de vacio, que estd provisto de una bomba rotatoria que permite
alcanzar un vacfo cercano a 10~ Torr. Una vez alcanzada ests presidn se invierte el sistema, de forma que
la entrada al dilatémetro queda sumergida en el mercurio; posteriormente, se deja entrar aire para que
empuje al mercurio hasta 1lenar el dilatémetro.

Una vez lleno, se extrae el dilatémetro y se Ilena el nivel de mercurio hasta un enrase concreto,
por diferencia entre las pesadas del dilatémetro vacio, 1leno de mercurio y 1lemo de mercurio més muestra,
en los dos G1timos casos 1levados al mismo enrase, se podrd calcular el volumen de mercurio desplazado por
la muestra y, asi, su densidad de particula. Después de realizar dichas cperaciones, el dilatémetro se
introduce en 12 cdmara de presién donde, tras ajustar las condiciones experimentales, tanto en el
porosimetro como en el ordenador, se comienza a aumentar la presifn hasta 3750 kg/cnz y se mide el volumen
ge mercurio introducido en los poros de la particula.

Los resultados obtenidos han sido, para una muestra de 0.375 g, los siguientes:
Volumen de mercurio desplazado:  0.2859 cn®

Densidad de las particulas secas: 1.3116 g/cm3
Volumen introducido en los poros: 0.0547 cm3/g
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por 1o que 12 porosidad de la particula seca seré:

% =V°L‘;";z';e:et:::$ =0.0547 - 1.3116 =0,0717 (3.11]

también se obtiene 1a distribucion de tamafio de poros demtro de la particula que se ha recogido en su

totalidad en el Apéndice, apartado 8.1 de esta Memoria, siendo los valores medios obtenidos los indicados
en 1a Tabla 3.9

TABLA 3.9
DATOS MEDIOS DE DISTRIBUCION DE POROS EN LAS PARTICULAS DE SWEETZYME

Presi6n, kg/cn’ Radio de poro, nm ; vOlunen‘de percurio
en el intervalo
7757.2 2.5 - 25 65.37
2844.3 25 - 50 B.34
1422.1 50 - 100 4.3
21 100 - 10000 14.63
Volumen en poros mayores de 10000 nm: 0.0000 cm3/g
Volumen en poros con radio entre 2.5 y 10000 nm:  0.0496 cm3/g
Volumen en pores con radio menor de 2.5 nm: 0.0051 cmalg
Volumen total: 0.0547 cm3/g

Como puede observarse mds del 65% de los poros presentan un didmetro comprendido entre 2.5 y 25
nm,
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3.6.2 Tratamiento de imdgenes.

Para caracterizar a las particulas himedas y evaluar la diferencia existente entre éstas y las
particulas secas se realizd un tratamiento de imégenes utilizando dos programas, ADOBE PHOTOSHOP y VISILOG
4.1,

En primer lugar, utilizando una ltupa que llevaba acoplada una cémara fotogrdfica se realizaron
fotografias sobre las particulas del catalizador, sweetzyme T, secas y otras que habian estado inmersas en
una disclucidn de pH = 7.5 y una concentracién de Mgso‘ﬂ H,0 de 0.55 g/L durante 24 h. A titulo de ejemplo
se muestran tres fotografias realizadas sobre partfculas secas y himedas en la Figura 3.15, en las que
también puede observarse el papel milimetrado que ha servido de escala.

Las fotografias se digitalizaron mediante un scaner SHARP, modelo COLORSCANER JX-450 con una
resolucién de 1200 ppi. Los ficheros de imdgenes obtenidos se 1levaron a un ordenador Macintosh IIFX con
procesador Motorola 68030, y mediante el programa ADOBE PHOTOSHOP se seleccionaron en cada fotografia las
particulas, una a una, y se pintaron para poder aplicar después el programs VISILOG, en estaciones de
trabajo SUN TPX, que permite diferenciar las particulas y calcular 1a superficie, sp, y el perimetro, P, de
cada particula. Los resultados obtenidos para un nimero de particulas, n, de 298 para las secas y 261 para
las himedas se incluyen también en el Apéndice apartado 8.2 de esta Memoria.

A partir de la superficie y el perimetro de cada una de las particulas se puede determinar la
esfericidad ¥ mediante '

- Superficie esfera igual volumen o Perimetro circulo igual drea [3.12]
Superficie particula Perimetro de particula

el didmetro medio basade en l1a superficie de particula, suponiendola esférica

i 4 2 Sy (3.13]
TN
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Figura 3.15. Fotografias de las particulas de sweetzyme.
a) Secas
by c) Himedas



88 | TECNICA EXPERIMENTAL

el perimetro medio

— [3.14]
n
y la esfericidad media
Y: |8 3; - "4 in 2 gm {3.15]
F 2, P

Con los valores medios de didmetro de particula y esfericidad el volumen de particu]q medio y la
supaerficie media de particula serdn: |

i i
?
5 _'g [3.17]
k.

Los resultados obtenidos para particulas secas y himedas son los indicados en la Tabla 3.10.

TABLA 3.10
CARACTERIZACION DE PARTICULAS. TRATAMIENTO DE IMAGENES
Particulas secas Particulas himedas
I§; = 178.931 ¢ 0.234 mn’ ISy, = 215,038 £ 0,318 ml
IPy= 922,908 ¢ 0.779 mn Py = 1278 £ 0.823mm
n= 298 n = 261
Gy = 0.874 £ 0.032 mn Gy = 1.024 £ 0.094 mn ‘
¥ - 0.887 ¥ - 0.887
V, = 0.3500 ma’ oy = 0.5626 mnd

. 2 - 2
§ = 0.4675 mn _ Sy = 0.6006 mn
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Una vez determinadas las caracteristicas de las particulas secas y himedas se puede definir un
factor de hinchamiento, f, a partir de 1a expresidn

f = dph o 1.024 m

=117 3.18
i; 0.874 mm [3.18]

y evaluar la porosidad de las particulas himedas, que tomando como base 1 en’ de particula seca, resulta
ser:

_ Volumen de huecos _ (1.17)3 -0.928

= = =0, 3.19
Bh Volumen total (1_”)3 e 13:14]

donde el valor de 0.928 corresponde & los cm3 de sGlidos que existen en 1 cn3

densidad de 1a particula himeda serd

de particula seca. La

b =_( ”s)3=o.m [3.20]
1,17

3.7 Estimacidn de las propiedades fisicoquimicas.

Las viscosidades de las disoluciones de fructosa y glucosa a las diferentes temperaturas ensayadas
se han estimado a partir de los datos encontrados en bibliografia, Weast (1980) y que se recogen en la
Tablas 3.11 y 3.12. Determinada la concentracién de fructosa y suponiendo constante la relacién de
viscosidad de 1a disolucién y la del agua a la misma temperatura, se estiman las viscosidades de las
disoluciones de fructosa a diferentes concentraciones y temperaturas, Tabla 3.13.

Una vez conocidas las viscosidades de las disoluciones de fructosa, 18 difusividad maleculsr, Oy
de éstas ha sido estimada suponiendo que el cociente D-u/T permanece constante con 12 temperatura, Wilke et
al. (1955), y conociendo 1a difusividad molecular de la disolucién de fructosa a 50°C para una concentra-
cién 0.5 M, 6.9-107F cmzls, Lee y Fratzke (1976). Los resultados obtenidos también se recogen en la Tabla
343,
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TABLA 3.11
PROPIEDADES FISICAS DE DISOLUCIONES DE GLUCOSA

M, mol/L Cr /L o Wy
0.426 R 1.0214 1,230
0.457 82.4 1.0204 1,208
0.487 a7 1.0314 1,267
0.518 93.0 1.0334 1,208
0.545 8.4 1.0354 1,306
0.576 103.7 1,037 1,321
0.636 14.6 1.0416 1,369
0.697 125.5 10457 1,413
0.758 136.5 1.0498 1,459
0.819 7.8 1.0540 1,509
0.681 158.7 1,052 1,563
0.944 170.0 1.0624 1,622
1,007 181.3 1.0667 1,685
1,070 192.8 10710 1,753
1134 204.3 1.0753 1,825
1,199 215.9 1,097 1,900
1,329 23,5 1.0884 2,059
1,462 2.4 1.,0973 2.238
1,597 287,65 11083 2,453
173 2.3 11154 2.102
1,873 31,4 1,124 2,992
2.014 382.9 1.1340 3,317
2.158 380.8 10434 3,697
2,304 45,1 1.1529 4,185
2,452 .8 1.1626 4178
2,603 169.0 1124 5,482
2,156 496.6 1,1823 6.275
2,912 524.7 11924 7.221
3,071 552 1,2028 8.437
3092 582.2 12130 3,863
3,38 5117 1,223 11,86
3,562 B41.8 1,234 14.48
3472 572.4 1,251 17.88
3,905 708.5 1,2562 22,84
4,081 135.2 1,267 29.33

4.261 167.6 1,2793 31.31
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PROPIEDADES FISICAS DE DISOLUCIONES DE FRUCTOSA

TABLA 3.12

N, moi/L Cor 8L ! W/
0.420 1 1.0282 1213
0.457 82.4 1.0303 1,230
0.487 817 1.0323 1.249
0.517 93.1 1.0344 1.267
0.547 9.5 1.0365 1.288
0.576 103.9 1,0385 1.308
0.637 114.7 1.0427 1,346
0.697 125.8 1,048 1,388
0.758 136.7 1,012 1432
0.620 147.8 1.0554 1.480
0.882 159.0 10597 1.530
0.945 170.2 1.0640 1.584
1.008 181.6 1,0684 1.640
1.072 193.1 1.0728 1.700
1,136 204.7 1.0772 1.764
1.201 216.3 1.0818 1,833
1,332 239.9 1,0908 1,982
1,485 263.9 1.0996 2,150
1.0 288.3 11089 2,343
1.738 3.1 1,182 2,557
1,878 338.3 11278 2.811
2,020 363.9 11372 3.106
2,165 3%0.0 RITE 3.455
2,312 8.4 1.1568 3.891
2,461 " 11668 4,408
2,813 0.8 11789 5,036
2,167 490.6 BRI 5,761
2,925 526.9 1.1876 6.831
3,084 555.7 1.,2080 .13
3,247 565.0 1.2187 9.042
3412 614.7 1,225 10.80
3,580 §45.0 1.2402 12.99
3,751 75.8 1.2614 15.84
3.925 707.1 12626 20,05
4101 138.9 12738 25.60
4281 m.2 1.2854 3241
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PROPIEDADES FISICAS DE LAS DISOLUCIONES DE FRUCTOSA

TABLA 3.13

0, 1078 cnl/s

T, ‘60 50 M iy P
30 0.5 1.002 L
1.0 1,302 3,42
2.0 2.444 1.82
0 0.5 0.821 5.60
1.0 1,066 4.3
2.0 2.000 2.0
50 0.5 0.687 6.90
1.0 0.893 5.31
1.5 1,203 3.94
2.0 1,875 2.83
60 0.5 0.506 8.34
1.0 0.762 .41
2.0 1,428 3.42




4, RESULTADOS EXPERIMENTALES.
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En esta parte de 1a Memoria se indican los resultados primarios obtenidos. En primer lugar los
correspondientes a )a determinacion del equilibrio de isomerizaci6n y a continuacién los resultados
cinéticos obtenidos en los tres tipos de reactores que se han utilizado en esta investigacién.

4.1 Determinacion de 1a composicibn de equilibrio.

Puesto que 13 composicibn de equilibrio debe ser Gnicamente funcifn de la temperatura y no del
dispositivo experimental utilizado, los experimentos para determinar 1a constante de equilibrio se 1levaron
a cabo en el primer reactor utilizado: reactor de ‘techo fijo de recirculacién con glucosa isomerasa
inmovilizada.

No obstante lo indicado anteriormente, 1a constante de equilibrio puede depender ligeramente de la
composicién & través de los coeficientes de actividad dado que generalmente se maneja 1a constante de
equilibrio expresada en concentraciones molares, Ke

" =( [F]
Te] en el equilibrio

por esta razén, con objeto de obtener valores de Ke proximos & los correspondientes a dilucién infinita,
constante termodindmica de equilibrio, en todos los experimentos realizados se utilizé una concentracidn
total de hexosas muy pequefia, 0.002 M.

El equilibrio de isomerizacidn se estudié en el intervalo de 30 a 60°C .2 pH = 7.5 y partiendo en
la mayor parte de los casos de composiciones iniciales a uno y otro lade del equilibrio con objeto de
confirmar mejor la posicién de éste. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 4.1 2 4.4, en las
que se indica, en funcidn del tiempo, la concentracién de glucosa determinada por anilisis y la conversin;
también se indica en dichas tablas 1a masa de enzima utilizada en cada experimento m, el caudal utilizado,
g, ¥ el volumen total de fase liquida, V. '
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En las Figuras 4.1 a 4.4 se ha representado para cada uno de estos experimentos la conversién
frente al tiempo. Se observa en estas figuras que para tiempos altos, 1a velocidad de cambio de 1la
concentracién de glucosa se anula précticamente y las dos curvas correspondientes a la misma temperatura
desde una y otra zona del equilibrio 1legan a juntarse précticamente, lo que permite una determinacion muy

precisa de la concentraci6n de equilibrio.
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T=30°C; m=10.009; q=40L/h; Vg=0.400L

TABLA 4.1

EQUILIBRIO DE ISOMERIZACION

[Hexosas] = 0.002 M

[F]u = 0.1703 g/L
[G]u = 0.1900 g/L

(Fly = 0.1603 g/L
[G]U = 0.2000 g/t

t, h G, g/t X 6, g/t X
0.0000 0.1804 0.5006 0.2000 {.55514
0.5000 0.1813 0.5032 0.1943 0.5393
1.0000 0.1851 0.5138 0.1905 0.5401
1.1667 0.1946 0.5288
1.3333 0.1867 0.5182 0.1918 0.5323
1.5000 0.1883 0.5208 0.1934 0.5367
1.6667 0.1877 0.5226 0.1346 0.5401
2.0000 0.1305 0.5261
2.1667 0.1931 0.5358
2.2500 0.1896 0.5287
2.3333 0.1927 0.5349
2.5000 0.1908 0.5298 0.1912 0.5306
2.7500 0.1902 0.5278 0.1934 0.5367
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TABLA 4.2

EQUILIBRIO DE ISOMERIZACION

T=40C; m=7.00q; =40 L/h; Vg = 0,400 L

[Hexosas] = 0,002 M

[Fl, = 0.1803 g/L
[6]y = 0.1800 g/L

t, h 6, g/l X

0.0000 0.1807 0.5015
0.2500 0.1822 0.5059
0.5000 0.1791 0.4971
0.6667 0.1801 0.4997
0.8333 0.1791 0.4971
1.0000 0.1778 0,493
1,167 0.1769 0.4910
1,3333 0.1797 0.4989
1.5000 0.1791 0.4971
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TABLA 4.3

EQUILIBRIG DE ISOMERIZACION
T:=50°C; m=7.009; q=40 L/h; Vu = 0.400 L
[Hexosas] = 0.002 M

[F]0 = 0,1903 g/L [Flﬂ = 0,1853 g/L
[6]y = 0.1700 g/L [6]y = 0.1950 g/L
t, h 6, 9/L X 6, g/L X
0.0000 0.1702 0.4722 0.1952 0.5418
0.2500 0.16895 0.4705 0.1908 0.5296
0.5000 0.1702 0.4722 0.1864 0.5174
0.6667 0.1723 0.4783 0.1855 0.5148
0.8333 0.1720 0.4714 0.1849 0.5131
1.0000 0.1705 0.4731 0.1817 0.5044
1.1667 0.1821 0.5052
1.3333 0.1811 0.5026
1.5000 0.1708 0.4739 0.1796 0.4983
1.6667 0.1117 0.4931
1.8333 0.1770 0.4913
2.0000 0.1705 0.4731 0.1780 0.4339
2.1667 0.1770 0.4913
2.3333 0.1770 0.4913
2.5000 0.1730 0.4800 0.1 0.4931
2.6667 0.1764 0.4896
2.8333 » 0.1761 0.4847
3,0000 0.1761 0.4887
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TABLA 4.4

EQUILIBRIO DE ISOMERIZACION
T=60°C; m=5.00g;, q=40L/h; VO = 0.400 L
[Hexosas] = 0.002 W

[Fy = 0.2003 g/t
[6]; = 0.1600 g/L

[Fly = 0.1603 g/L
[&]; = 0.2000 g/L

‘X

t, h 6, g/l X 6, g/L |
0.0000 0.1595 0.4427 0.2000 0.5851
0.2500 0.1617 0.4488 0.1899 0.5210
0.5000 0.1648 0.4568 0.1880 0.5218
0.6667 0.1668 0.4629 0.1861 0.5185
0.8333 0.1690 0.4690 0.1835 0.5093
1.0000 0.1684 0.4674 0.1823 0.5059
1,1667 0.1703 0.4726 0.1804 0.5007
1,3333 0.1696 0.4707’ 0.1772 0.4807
1.5000 0.1699 0.4735 0.1732 0.4918
1.6667 0.1741 0.4832
1.7500 0.1708 0.4743
1.6333 0.1731 0.4857
2.0000 0.1728 0.4882 0.1722 o.i779
2.1667 0.1715 0.4304
2.3333 0.1725 o.i1a7
2.5000 0.1715 0.4832 0.1709 0.4743
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0.60

0 [Fle= 0.1703 g/L; [G]o=0.1900 g/L
+[Fl,= 0.1603 g/L; [G].=0.2000 g/L
0.55

+ .+

T + 4+, +

a
0.50
i
0.45 —
o.4o+ SRR Sy S
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
t, h
Figura 4.1, Equilibrio de isomerizacién. T = 30°C.
X
0.60
] o [Fl= 0.1800 g/L; [G,=0.1803 g/L
0.55 —
-41 n
0.50 j’ - o . n_ g
0.45
n
0.40 - . — : ~
0.0 1.0 2.0
t, h

Figura 4.2, Equilibrio de Isomerizacion, T = 40°C.
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0.60

0.60

0 [Fl= 0.1903 g/L; {G],=0.1700 g/L
+[Fl,= 0.1653 g/L; [G]o=0.1950 g/L

i +
.l + +
: +
}F a 0-8 [x] ] [a]
]
1 v v v T v v T T ‘
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
t, h !
Figura 4.3. Equilibrio de isomerizacion. T = 50°C,
X
. 0 [Fl,= 0.2003 g/L; [G],=0.1600 g/L
] +[Fl= 0.1603 g/L; {Gl,=0.2000 g/L
]
T T v v T
0.0 1.0 2.0 3.0
t, h

Figura 4.4, Equilibrio de isomerizacién. T = 80°C.
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4.2 Reactor de techo fijo.
Con este dispositivo experimental se estudid 1a cinética de la transformacién fructosa-glucosa

analizando 1a influencia del caudal de circulacién, de 1a masa de enzima dispuesta en el lecho fijo, de la
temperatura y de 1a concentracién total de hexosas.

4.2.1 Influencia del caudal de circulacién.

E1 caudal de circulacién puede influir sobre la resistencia opuesta por el transporte externo y
sobre el grado de mezcla en el reactor. Para analizar esta influencia se realizaron cuatro experimentos con
5.0 g de complejo enzimético dispuestos en el lecho fijo a 50'C y pH = 7.5, y partiendo en todos los casos
de una disolucién de fructosa, sg= 1 H

Estos experimentos fueron realizados & caudales crecientes de 6.6; 11.4; 21.0 y 35.0 L/h
respectivamente. En cada experimento se media la concentracién de glucosa, en g/L, en muestras extraidas
del tanque agitado, G;, y a la salida de] reactor de lecho fijo, G, salvo en e) experimento de 35 L/h, en
el que sélo se tomaron muestras del tanque. Los resultados obtenidos en estos experimentos se encuentran en
las Tablas 4.5 a 4.8, en las que también se indica el volumen total de fase liquida existente en cada
intervalo de tiempo teniendo en cuenta las muestras extraidas para andlisis.

En la Figura 4.5 se ha representado la concentracion de glucosa en el tanque en funcién del tiempo
para los cuatro caudales de circulacién utilizados. Se observa en esta figura que los puntos experimentales
correspondientes a 1os cuatro experimentos comentados coinciden précticamente en una sola 1inea, lo que
indica que el cauda) més pequeiio utilizado es suficiente para eliminar 1a influencia de esta variable. No
obstante, de forma conservativa en todos los experimentos posteriores se utilizé el caudal de 11.4 L/h,
para asegurar mds la no influencia de esta variable.
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t, h

0.0000
0.1667
0.2500
0,3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.7500
2.0000
2.2500
2.5000
2.8333
3.0000

n=504

i!

0.250
0.250
0.248
0.246
0.244
0.242
0.240
0.238
0,236
0.234
0.232
0.230
0.228
0.226
0.224
0.222
0.220
0.218

TABLA 4.5

REACTOR DE LECHO FIJO
INFLUENCIA DEL CAUDAL DE CIRCULACION.

T=50"'C pH=1T.5
¢ = 6.6 L/h

§ - 1.OM

0.14

3.66

5.18

1.0

9,05
11.28
15,25
19.19
22,32
25.58
29.06
32.40
36.18
43,94
3.1
48,36
52.08
56.73

0.14
4,98
l
.04

.86

12,12

16.12

20,03

23.02

26.89

31,78

32,33

38.29

44.56

46.50

50.38

54,25

57.51
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t, b

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.6333
1.0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.6667
1,8333
2.0000
2.2500
2.5000
2,6667
2.8333

n=509

Vi L

0.250
0.250
0.248
0.248
0.244
0.242
0.240
0.238
0.236
0.234
0.232
0.230
0.228
0.226
0.224
0.222
0.220
0.218
0.216

TABLA 4.6

REACTOR DE LECHO F1JO
INFLUENCIA DEL CAUDAL DE CIRCULACION.

T=5"'C pH=17.5
q=11.4L/h

§ = 1.0M

0.14

3.12

5.74

1.44

8.95
11.58
16.20
19.53
24,34
26.97
29.99
34,18
38.76
41,54
44,80
48.52
50.69
51.46
56.42

G, o/t

0.14

3.8

6.17

8.43
10.26
12.12
16.59
20.46
24,96
.44
30,89
35.50
40.61
41.54
47,12
48.29
83.01
§3.32
56.73
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L, h

0.0000
0.1667
0.2500
0,3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1,1667
1.3333
1.5000

m=5.0g¢

0.250
0.250
0.248
0.246
0.244
0.242
0.240
0.238
0.236
0.234
0.232
0.230

TABLA 4.7

REACTOR DE LECHO FIJO
INFLUENCIA DEL CAUDAL DE CIRCULACION.

T=50"C pH=7.5
g=21.0L/h

§ = 1.0M

0.14
4,12
6.23
8.74
11.13
13.42
17.70
22,09
26,20
29.22
3.4
36.74
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t, h

0.0000
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.6667
1,8333
2.0000
2.2800
2.5000
2.7500
3.0000

TABLA 4.8
REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DEL CAUDAL DE CIRCULACION,

mn:=5.09g

T250°C pH=T7.5
q=13.0L/h

0.250
0.250
0.248
0.248
0.241
0.246
0.245
0.244
0.243
0.242
0.24
0.240
0.239
0.238
0.237
- 0.236
0.235

§ ° 1.0 M

0.14

3.85

8.28
13.07
16.86
20.75
24,97
21.76
31.24
34.60
38.26
40.50
42,98
45,22
49,94
52.0%
57.02
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G, g/L
100
7 0 6.6 L/h
80 + 11.4 L/h
O 21.0 L/h
1 O 350 L/n

] v i
2.0 3.0 40
t, h ‘

Figura 4.5. Influencia del caudal de circulacién. Reactor de lecho fijo,
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4.2.2 Influencia de 1a masa de enzima en el lecho.

En funcién de a masa de enzima contenida en el lecho y del grado de mezcla que pueda admitirse
para el fluido en el mismo, se determina la conversifn conseguida por paso. Para analizar la influencia de
esta variable se realizaron cuatro experimentos con un caudal de circulacion de 11,4 L/h 2 50°C, pH=1T7.,5y
partiendo de una disolucién de fructosa 1 M.

Las masas de enzima utilizadas fueron 3.5; 5.0; 7.0 y 14.0 g, y los resultados, obtenidos en la
misma forma que los comentados en el apartado anterior, se indican en 18s Tablas 4.9, 4.6, 4,10 y 4.11, En
la Figura 4.6, se representa la concentracitn de glucosa en el tanque fremte al tiempo para las cuatro
masas de enzima utilizadas, observéndose la fuerte influencia de esta variable en 1a transformacion global.
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t, h

0.0000
0.1687
0.2500
0.3333
0.4187
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.2500
1.5000
1.8333
2.0000
2.2500
2.5000
2.7500
3.0000
3.1667

q=11.41L/h

Vi L

0.250
0.250
0.248
0.246
0.244
0.242
0.240
0.238
0.236
0.234
0.232
0.230
0.228
0.226
0.224
0.222
0.220
0.218

TABLA 4.9

REACTOR DE LECHO FIJO
INFLUENCIA DE LA MASA DE ENZIMA
=50°C pH=T.5 sy=1.0M

m=35¢g

0.14
2.73
4.40

6.95

8.28
11,07
14,57
16.93
21,39
25.50
29.45
31,00
34.88
38.91
42,32
45,34
48.83

Gy g/t

0.14
.13
440
583
7.01
8.56
11,38
14,78
.19
22.32
26,21
30.38
32.24
35,34
3.91
w1l
45.51
.90
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t, h

0.0000
0.1667
0.2500
0,3333
0.4167
0.5000
0.6867
0.8333
1.0000
1,2500
1,5000
2.0000
2.3333
2.5000
2.6667

g=11.4L/h

Vir L

0.250
0.250
0.248
0.246
0.244
0.242
0.240
0.238
0.236
0.234
0.232
0.230
0.228
0.226
0.224

TABLA 4.10

REACTOR DE LECHO FIJO
INFLUENCIA DE LA MASA DE ENZIMA
T=50'C pH=17.5 sp=1.0M

n=7.04¢

0.14

4,65

1.88
10.97
13.80
17.36
2.32
28.31
.
38.45
47.28
57.04
62.16
64.02
64.79

G, /L

0.14

5.12

8.15
11.28
14.32
17.60
23.10
31.23
33.79
41.23
48.21
§8.28
62.62
67.12
§5.80
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t, h

0.0000
0.0833
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.7500
2.0000
2.2500
2.5000
2.9167
3.0000
3.0833

TABLA 4.1
REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA MASA DE ENZIMA

g:=11.4L/h

Vo L

0.250
0.250
0.248
0.246
0.244
0.242
0.240
0.238
0.236
0.234
0.232
0.230
0.228
0.226
0.224
0.222
0.220
0.218
0.216
0.214

T=50'C pH=17.5
n:140g

§g=1.0M

G, g/t

0.14

4.74

8.13
14,63
19.69
24,88
28.91
31.82
44,56
50.76
§7.20
61,07
66.65
69.60
14,87
17.50
81.22
82.15
84,94
83.70

0.14

539
""97?
15.87;
21,47
26.04
30,30
38.52
45,57
51,69
58,75
§1.69
§7.12
70,317
1549
9,67
81,22
85.56
85.47
85.56
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G;, g/L
100
] O 35¢g
AV
80 — + 5.0 g A\ A
/%
O 7.0¢ &
1 AN
A140 g A O ®
/X O
60 — A A
4 A T
/X > P . -
40 - A S A .
O "
i A ~ .
/N L, | ]
20 - ale N e
Ja '. N
i A‘o:.?lf. -
,}/,‘.‘_ilj-
0 -¢f T T T T — l
0.0 1.0 2.0 3.0

t. h

Figura 4.6. Influencia de 1a masa de enzima. Reactor de lecho fijo,

4.0
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4.2.3 Influencia de 1a temperatura y de la concentracién total de hexosas.

Seleccionade el pH de experimentacién, ph = 7.5, por la mixima actividad del complejo enzimitico
utilizado, los experimentos comentados en los dos apartados anteriores sirvieron para fijar el caudal de
circulacién, 11.4 L/h, y la masa de enzima en el lecho, 5 g¢. Para 1levar a cabo el estudio cinético en
estas condiciones, se analizé primero 1a influencia de 1a concentracién total de hexosas a 4 niveles: 0.5;
1,0; 1.5 y 2.0 M a la temperatura de 50°'C y posteriormente se repitié este estudio a tres niveles de Ia
concentracién total de hexosas, 0.5; 1.0 y 2.0 M, a las temperaturas de 30, 40 y 60°C. Para la temperatura
de 50°C se media también la concentracidn de glucosa a la salida del lecho.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se indican en las Tablas 4.6 y 4.12 a 4.23
respectivamente. En las Figuras 4.7 a 4.10 se representa la concentracién de glucosa en ei tanque en
funcién del tiempo para las cuatro temperaturas ensayadas en funcidn de la concentracién total de hexosas
como pardmetro, y en la Figura 4.11, & titulo de ejemplo, se representan las mismas variables para la
concentracién total de hexosas de 1.0 M a las cuatro temperaturas investigadas.

Se observa en las Figuras 4.7 a 4.10 que la velocidad de generacifn de glucosa auments con 1a
concentracién total de hexosas, y en la Figura 4.11 la apreciable influencia de ta temperatura sobre la
glucosa formada,
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t,h

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.5000
0.5833
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1,333
1,5000
1.7500
2.0000
2.2500
2.5000
2,8333
3.0000

TABLA 4,12

REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

q:=11.4 L/h
T=50°C

0.250
0.250
0.248
0.246
0.244
0.242
0.240
0.238
0.236
0.234
0.232
0,230
0.228
0.226
0.224
0.222
0.220
0.218

ph = 7.5

p=504
SU =05 M

0.08
2.78
4.06
5.07
1.55
8.88
10.08
13,37
15.69
17.45
20.85
22,94
25.89
28.06
.7
32.86
3418
36.43

G, o/l

0.08
2.93
4,09
§.30
7.86
8.94
10.29
13.64
15,69
18.26
2.17
2.7
26.20
28.99
31.23
33.87
34.08
36.81
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t, h

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1,3333
1.5000
1,8333
2,1667
2.6667
2.9167
3.0833

TABLA 4.13

REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

g = 1.4 L/h
Tz250%C

i1

0.250
0.250
0.248
0.246
0.244
0.242
0.240
0.238
0.236
0.234
0.232
0.230
0.228
0.226
0.224
0.222
0.220

pH = 7.5

m=504¢
su=1.5M

G-]r Q/L

0.21

4.06

6.48

8.84
11.10
13,67
18.69
24,10
28.52
33.02
37.36
41,85
50.45
58.59
68.98
75,33
18.74

G, g/L

0.21
4,59
7.04
9.52

12.12

14,54

19.56

2.80

zs.aﬂ
33,40
37,82
12.01
52,93
59,06
10,37
7595
79.05%
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t, h

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1,3333
1.5000
1.7500
2.0000
2.2500
2.5000
2.8333
3.0000

TABLA 4.14

REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

¢ =114 L/h
T=50C

0,250
0.250
0.248
0.246
0.244
0.242
0.240
0.238
0.236
0.234
0.232
0.230
0.228
0.226
0.224
0.222
0.220
0.218

pH = 7.5

r=5.09
§ = 2.0M

0.29

5.02

6.95

9,58
12.28
14.17
18.9
22,94
28.44
33,5
38.37
43.94
51.83
56.92
63.71
68.05
17.04
79,98

0.29

5.58

1.26
10.23
12.6%
14,60
19.00
.12
29.84
34.64
39.91
43.9%
52.33
58.03
66.96
71.46
17.19
79.98
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t, h

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1,3333
1.5000
1.7500
2.0000
2,2500
2.5000
2.6667
2.7500

TABLA 4,15

REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

g:=11.4 L/h
T:30°C

pH=17.5

it

0.250
0.250
0.249
0.248
0.247
0.246
0.245
0.244
0.243
0.242:
0.241
0.240
0.23¢
0.238
0.237
0.236
0.235
0.234

m=5.04
SO:O.5M

0.07
0.62

0.96

1,08 |
1,68
2.06

3,35
4,16
4,90
5.67
6.52
1.57
1.97

10.50
.11
1.37
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t, h

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.7500
2.0000
2.2500
2.5000
2,7500
2,9167
3.0833

TABLA 4.16

REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXQSAS

= 11.4 L/
Tz30°C

pi = 1.5

i?

0.250
0.250
0.249
0.248
0.247
0.246
0.245
0.244
0.243
0.242
0.241
0.240
0.239
0.238
0.231
0.236
0.235
0.234
0.233

n=5.0¢
s0=1.0M

0.14
0.717
2
1.65
2.10
2.51
3.3
4,26
5.21
6.25
1.0
8.03
9.25
10.91
12.59
14,35
15.47
16.06
17.14
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t, h

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.4187
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1,3333
1.5000
1.7500
2.0000
2.2500
2.5000
2.7500
2.9167
3.0833

TABLA 4.17

REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

q=11.41L/h
T=30C

pH = 7.5

Vi L

0.250
0.250
0.249
0.248
0.241
0.246
0.245
0.244
0.243
0.242
0.241
0.240
0.239
0.238
0.237
0.236
0.235
0.234
0.233

n=50¢g
s°=2.0M

G]‘) g/L

0.34
0.99
1.40
1.79
2.22
2.67
3.43
44
5.38
6.46
1,22
7.95
9.84
11,35
13.18
14,57
16.59
7.1
16.38
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t, h

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1,3333
1.5000
1.7500
2.0000
2.2500
2.5000
2.7500
2.9167
3.0833

TABLA 4.18

REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

g=11.4 L/
T=40°C

pH = 7.5

0.250
0.250
0.249
0.248
0.247
0.246
0.245
0.244
0.243
0.242
0.241
0.240
0.239
0.238
0.237
0.236
0.235
0.234
0.233

n=50¢g
g 0.5 H

0.09
1.4
.11
2.88
3.58
434
5.71
1.21
8.49
8.70
11.84
13.83
16.12
17.36
15.58
22.40
23.56
23.87
25.81
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0.0000
0.1667
0.2500
0,3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1,0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.7500
2.0000
2.2500
2.5000
2.7500
2. 9167
3.0833

TABLA 4,18

REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

q:11.4 L/h
Tz40'C

pH = 7.5

0.250
0.250
0.249
0.248
0.247
0.246
0.245
0.244
0,243
0.242
0.241
0.240
0.239
0.238
0.237
0.236
0.235
0.234
0,233

n=5.04
su=1.0M

0.14
1.78
.4
2.88
4,04
4.4
6.84

10.37
10.80
14,54
17.79
20.28
25.06
21.90
29.14
29.76
32.18
33.79
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t, h

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1867
1,3333
1,5000
1.7500
2,0000
2,2500
2.5000
2.7500
2.9167
3.0833

TABLA 4.20

REACTOR DE LECHO FIJO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

q=11.4L/h
T=40°C

pH=17.5

Vi L

0.250
0.250
0.249
0.248
0.247
0.246
0.245
0.244
0.243
0.242
0.241
0.240
0.239
0.238
0.237
0.236
0.235
0.234
0.233

n:=50¢g
Su=2-0“

Gil Q/L

0.34
1,53
2.50
3.16
4,43
5.59
1.50
10.15
12.65
14.42
16.90
18.45
21.30
25,20
29.38
33.98
38.57
1.1
3.2
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t, b

0.0000
6.0833
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1,1667
1.5000
1.6667
1.8333
2.0000
2.1667
2.3333
2.5000
2.6667
2.8333
3.0000
3.1667

TABLA 4.21

REACTOR DE LECHO F1J0

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

q:=11.4 L/h
Tz60°C

pH = 7.5

i1

0.250
0.250
0.249
0.248
0.241
0.246
0.245
0.244
0.243
0.242
0.241
0.240
0.239
0.238
0.231
0.236
0.235
0.234
0.233
0.232
0.231
0.230

n=5.09¢
§ =05

0.09

2.64

5.39

7.88
10.36
12.80
13.89
19.22
21.78
25.21
21.83
30.46
33.56
33.40
36.12
38,07
39.53
41,39
40,62
42,9
42,19
42,32
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t,h

0.0000
0.1667
0.2500
0.3333
0.4167
0.5000
0.6667
0.68333
1,0000
1.1667
1,3333
1,5000
1,7500
2.0000
2.2500
2.5000
2.7500
2.9167
3.0833

TABLA 4,22

REACTOR DE LECHO F1JO

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS

q = 11.4 L/h
T:=60'C

pH = 7.5

i

0.250
0.250
0.249
0.248
0.247
0.246
0.245
0.244
0.243
0.242
0.241
0.240
0.239
0.238
0.231
0.236
0.23%
0.234
0.233

m=509g
so=1.0!4

0.14

7.04
10.06
13.38
16.59
19.47
4.1
31.85
35.50
41,62
47,75
48.83
54.56
61,54
70.22
68.82
68.42
10.37
12.85
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TABLA 4.23
REACTOR DE LECHO FIJO
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
q=11.41L/h pH = 7.5 n:=50¢g

T80 § * 2.0 ¥
t, h Vi, L 6, 9/t
0.0000 0.250 0.3
00833 0.250 140
0.1667 0.249 5.9T
0.2500 0.248 R
0.3333 0.247 13.13
0.4167 0.246 RTINS
0.5000 0.245 2186
0.6667 0.244 32,24
0.8333 0.243 29,22
1,000 0.242 4.97
1,167 0.241 53.40
1.3333 0.240 62.62
1.5000 | 0.238 69. 44
1.7500 0.238 76.88
20000 0.237 84.48
2,2500 0.236 8. 90
2.5000 0.235 103.86
2,7500 0.234 107.49
2.9167 0.233 114,08

3.0833 0.232 ' 118.12
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G, g/L
100

005 M

4.0
Figura 4.7, Influencia de 1a concentracién total de hexosas. T = 50°C.
Reactor de lecho fijo.
G, g/L
30
] 00.5 M
+1.0M
20 - Q20 M
4.0

Figura 4.8. Influencia de la concentracién total de hexosas. T = 30°C,
Reactor de lecho fijo.
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G;, g/L

60

005 M

4.0

Figura 4.9, Influencia de 1a concentracion total de hexosas. T = 40°C.
Reactor de lecho fijo.

G;. g/L
120

100 —

4.0

Fiqura 4.10. Influencia de la concentracidn de hexosas. T = 60°C.
Reactor de lecho fijo.
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Gi, g/L o i N v gy, e
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Figura 4.11. Influencia de 1a temperaturs. §g = 1 M.

4.0
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4.3 Reactor homogéneo.

Con este dispositivo experimental en el que la enzima se encontraba disuelta en la fase
reaccionante, se estudié la cinética de la transformacién fructosa-glucosa analizande la influencia de la
concentracién de enzima a 50°C y con una concentracién total de hexosas 1 M, empleando 0.2; 2.0 y 6.3 g/L
de enzima respectivamente. Los resultados se indican en las Tablas 4.24 a 4.26, y se representan en la
Figura 4.12, en la que se observa que la velocidad de generacién de glucosa aumenta apreciablemente con la
concentracién de enzima. También se analizé la influencia de 1a temperatura a tres niveles, 40; 50 y 60'Cy
en cada una de ellos Ta influencia de la concentracidn tota) de hexosas a 0.5; 1.0 y 2.0 M respectivamente.

Los resultados primarios de estos experimentos se indican en las Tablas 4.26 'a§ 4,34 y se
representan en las Figuras 4.13 a 4.15 para las tres temperaturas investigadas con la ccncentfacién total
de hexosas como pardmetro y en la Figura 4.16 para la concentracién total de hexosas 1 M yia las tres
temperaturas a titulo de ejemplo.
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0.0000
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.6667
1.8333
2.0000
2.1667
2.3333
2.5000
2.6667
2.8333
3.0000

REACTOR HOMOGENEO. INFLUENCIA OE LA CONCENTRACION ENZINA

T=50°C

TABLA 4.24

G = 0.2 g/L

i

0.201
0.201
0.200
0.199
0.198
0.197
0.196
0.195
0.194
0.193
0.192
0.191
0.190
0.189
0.188
0.187
0.186

g = 10N

G g/t

0.18
0.68
0.89
1.00
1.17
1,38
1.56
1.67
1.93
2.08
2.35

2.64
2.90
2.92
3.09

3.3
3.68
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t, h

0.0000
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.6667
1.8333
2.0000
2.1667
2.3333
2.5000
2.6667
2,8333
3.0000

REACTOR HOMOGENEO. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION ENZIMA

T=50C

TABLA 4.25

¢ = 2.0 g/

i?

0.201
0.201
0.200
0.199
0.198
0.197
0.196
0.195
0.194
0.193
0.192
0.191
0.190
0.189
0.188
0.187
0.186
0.185
0.184

§ = 1.0M

6, g/l

0.18
4,10
5.83
1.60
8.42
10.13
10.18
12.97
14,01
15.75
17.48
18.53
19.96
20.31
21.89
22,93
24.75
26.80
21.84
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TABLA 4.26

REACTOR HOMOGENEO, INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION ENZIMA
T2 50°C ¢ = 8.3 g/L §=1.0M

t, Vi L 6 g/t
0.0000 0.201 0.18
0.1667 0.20t 11.54
0.3333 0.200 16.40
0.5000 0.199 21.97
0.6667 0.198 22.46
0.8333 0.197 21.12
1.0000 0.196 30.97
11687 0.195 32.81
1,333 0.194 35.50
1.5000 0.193 38.99
1.6667 0.192 42.70
1.8333 0.191 45.15
2.0000 0.190 45.61
2.1667 0.189 46.84
2,3333 0.188 48.37
2.5000 0.187 50.20
2.6667 0.186 50,97
2.8333 0.185 §5.25

3.0000 0.184 56.47
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t, h

0.0000
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1,0000
1.1667
1.3333
1,5000
1.6667
1,8333
2.0000
2.1667
2.3333
2.5000
2.6667
2.8333
3.0000

TABLA 4.27

REACTOR HOMOGENEO. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

T:=50°C §=05M

0.201
0.201
0.200
0.199
0.198

0.196
0.195
0.194
0.193
0.152
0.191
0.190
0.189
0.188
0.187
0.186
0.185

6 = 6.3 /L

G, 9/L

0.08

6.92

§.70
13.4
14,57
15,08
16.41
19.41
20.83
2.1
23.87
24,73
26.75
28.04
21.30
29,51
30.85
31,95
34,22
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t, h

0.0000
0.0167
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1.1667
1.3333
1.5000
1.6667
1.8333
2.0000
2.1667
2.3333
2.5000
2.6667
2.8333

TABLA 4.28

REACTOR HOMOGENEO. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

T=850°C s =2.0M

i

0.201
0.201
0.200
0.199
0.198
0.197

0,194
0,193
0.192
0.191
0.190
0.189
0.188
0.187

0.185

¢ = 6.3 g/L

6, g/L

0.84
16.75
21.59
24,90
28.44
32.69
3%.4
43.08
49,99
51.07
56.28
57.96
60.26
65.17
70.23
68.08
§9.77
12,22
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t, h

0.0000
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.6667
1.8333
2,0000
2.1667
2.3333
2.5000
2.6667
2.8333
3.0000

TABLA 4.29

REACTOR HOMOGENEO. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

T=z40°C § 0.5 M

i

0.201
0.201
0.200
0.199
0.198
0.197
0.196
0.195
0.194
0.193
0.192
0.191
0.190
0.189
0.188
0.187
0.186
0.185
0.184

CE = 6.3 9/L

G, g/L

0.09
5.04
X
1.41

8.60

8.73
10.69
.37
12.02
12.48
13.67
14.44
15,33
16.56
17.21
18.74
14.33
19.45
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t, h

0.0000
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1,0000
1.1667
1.3500
1.5000
1.6667
1.8333
2.0000
2.1667
2,3333
2.5000
2.66867
2.8333
3.0000

TABLA 4.30

REACTOR HOMOGENEG. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

T=40°C 5 = 1.0M

Vi L

0.201
0.201
0.200
0.18%
0.198
0.197
0.196
0.195
0.1%4
0.193
0.192
0.19
0.190
0.189 |
0.188
0.187
0.186
0.185
0.184

CE = 8.3 g/L

6 g/L

0.41

8.88
11,34
13.89
14,75
16.62
16.90
18.44
19.79
19.91
22.56
23.29
24,28
26.18
26.73
27,53
29,56
30.30
31.22
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t, h

0.0000
0.0333
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1.3333
1.5000
1.6667
1,8333
2.0000
2.1667
2.3333
2.5000
2.6667
2.8333
3.0000

TABLA 4.31

REACTOR HOMOGENEO. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

T=40°C §=2.0M

it

0.201
0.201
0.200
0.199
0.198
0.197
0.196
0.195
0.194
0.193
0.192
0.191
0.190
0.189
0.188
0.187
0.186
0.185
0.164
0,183

G - 6.3 g/L

6, g/L

0.86
12,70
15.52
16.56
18.32
19.681
22.82
24,35
25.45
27.36
28.69
32.26
34.29
35.88
.12
37.88
3%.41
41.25
42.63
44,63
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t, h

0.0000
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1,0000
1.1867
1,3333
1.5000
1.6667
1,8333
2.0000
2.1667
2.3333
2,5000
2.6667
2.8333
3.0000

TABLA 4,32

REACTOR HOMOGENEO. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

T=60°C s =0.5H

Vi t

0.
0.
0.
0.
0.

201
20
200
199
198

197
.196
195
%4
193
192
191
190
.189
.188
187
.186
.185
184

6 = 6.3 9/L

G, o/l

0.09

§.86
14,84
19,50
23.32
26.51
28.16
30.78
33.18
34,40
36.18
.M
38.20
39.67
40.28
41.51
42,00
42.12
42,73
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t, h

0.0000
0.1667
0.3333
0.5000
0.6887
0.8333
1.0000
1.1667
1,3333
1.5000
1.6667
1,8333
2.0000
2.1667
2,3333
2.5000
2.6667
2.8333
3.0000

TABLA 4.33

REACTOR HOMOGENEG. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

T=60°C S - 1.0M

i

0.201
0.201
0.200
0.199
0.198
0.197
0.196
0.185
0.194
0.193
0.192
0.191
0.190
0.189
0.188
0.187
0.188
0.185
0.184

¢ = 6.3 g/L

G, 9/L

0.18
17.69
22,31
29.38
36.60
41.13
48,52
50.81
54,33
57.24
61,68
§5.96
67.49
67.80
10.09
.18
76.36
74,53
16.82
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t, h

0.0000
0.1667
0.3333
0.5000
0.6667
0.8333
1.0000
1.1667
1,3333
1.5000
1.6667
1.8333
2,0000
2.1667
2,3333
2,5000
2.6667
2.8333
3.0000

TABLA 4.34

REACTOR HOMOGENEO. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

T=60C syt 2.0M

i!

0.201
0.201
0.200
0.189
0.198
0.197
0.196
0.18%
0.194
0.193

0.190
0.189
0.188
0.187
0.186

CE 6.3 g/L

6, g/L

0.37
24,30
34.40
48.06
52.34
62.14
69.17
11,16
74.83
82.48
88.30
95.64
95.95

105.61
107.14
110.50
106.22
116.32
112.03



182 RESULTADOS EXPERIMENTALES

G. g/L
60
40
20
-
0 ¢ v T T T T t
0.0 1.0 2.0 3.0 40
t, h
Figura 4,12, Influencia de la concentracién de enzima. T = 50°C,
Reactar homogéneo.
Gi. 9/L
100
1 o o5 M
80~ + 10M™
0 T T d T N 1
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
t, h
Figura 4,13, Influencia de 1a concentraci6n de hexosas. T = 50°C.

Reactaor homogénec.
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G;, a/L
100

0 0.5 M
+ 10M™
4 O 20M

80 —

0 4 v T T T Y T y
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0

t, h

Figura 4.14, Influencia de 1a concentracidn de hexosas. T = 40°C.
Reactor homogéneo.

G, g9/L
120

100 —

0 : T T T T T

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
t h
Figura 4,15, Influencia de la concentracién de hexosas, T = 60°C.

Reactor homogéneo.
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G;, g//L
100

y 0 40°C
80 — + s0°C

0.0 1.0 2.0 3.0
' t, h

Fiqura 4.16. Influencia de la temperatura. sg= 1 M.

4.0
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4.4 Reactor de fibra hueca de recirculacién.

En este dispositivo experimental la enzima se encuentra disuelta en 1a mezcla reaccionante
retenida en 1a carcasa de un médulo de fibra hueca y agitada por recirculacion mediante una bomba
peristdltica, tal como se ha explicado en la parte 3 de esta Memoria. Por el interior de las fibras circula
la disolucion de sustrato y producto que se recircula también a un tanque bien agitado.

Con este dispositivo Unicamente se realizaron algunos experimentos exploratorios para analizar su
aplicabilidad ai proceso. Se seleccionaron las condiciones de operacién siguientes

T =60 s 1.0 q=3 L/h pH = 7.5

y se utilizaron dos masas de complejo enzimético en la carcasa de 1.26 y 2.52 g respectivamente. Los
resultados obtenidos en estos experimentos se indican en las Tablas 4.35 y 4,36,

En estas tablas c; representa 1a concentracién de enzima en 12 carcasa, obtenida teniendo en cuenta
la masa de enzima introducida y el volumen de liquido en la carcasa, determinado en 1a parte 3 de esta
Memoria, Se indican las concentraciones de glucosa medidas a la entrada y la salida de) médulo de fibra
hueca, observéndose que ambos valores son muy préximos, siendo como era de esperar, 6 Tigeramente superior
& G;. Este resultado significa que este dispositivo esperimental se comporta también como un reactor
diferencial, por lo que el desarroilo de la reaccién puede sequirse por 1a variacidn de 1a concentracin de
glucosa en el tanque agitado.

En la Tabla 4.37 se indican los resultados obtenidos en un experimento a8 )a misma concentracién de
enzima del indicado en la Tabla 4.36, pero tomando ahora muestras de la carcasa. Se planificé este
experimento a la vista de que las conversiomes obtenidas en este dispositivo eran apreciablemente
inferiores a las que cabria esperar a partir de los resultados del reactor homogéneo.
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TABLA 4.35
REACTOR DE FIBRA HUECA
T=80'C s :10M g rBIg/l

£ b VL 6, /L &, g/l
0.0000 0.6010 0.42
0.0833 0.6010 147
0.2500 0.6000 3.4
0.5000 0.5990 6.07 6.10
0.7500 0.5970 .22
1.0000 0.5960 10.08
1.2500 0.5945 .62
1.5000 0.5935 13.16 13.25
1.7500 0.5915 14,41
2.0000 0.5905 15.61
2,250 0.5890 Y
2.5000 0.5680 18.03 18.13
2.7500 0.5860 18.74
3.0000 0.5850 19.63
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TABLA 4.36
REACTOR DE FIBRA HUECA
T=60°C 5 = 1.0M ¢ = 12.6 g/L

t, h Vi L G5, g/L G, 9/L
0.0000 0.6020 0.41

0.2500 0.6020 5.75

0.5000 0.6010 9.87 g.91

0.7500 0.6000 13.43

1.0000 0.5990 16.35

1.2500 0.5980 19.38

1.5000 0.5970 21.50

1.7500 0.5960 23.74 23.92
2.0000 0.5940 25.52

2.2500 0.5925 21.08 .42
2.5000 0.5905 28.28

2.7500 0.5890 29.75

3.0000 0.5880 30.79 31.16




158

RESULTADOS EXPERIMENTALES

TABLA 4,37
REACTOR DE FIBRA HUECA
T60C s =1.0K g 1269/

t, h Vi L 8, 9/ B L
0.0000 0.6020 0.4183
0.0833 0.6020 3. 3451 2.2413
0.2500 0.6005 7.0858
0.5000 0.5995 11,1687
0.7500 0.5980 14,1102
1,000 0.5970 17,1150 16.93108
1.2500 0.5955 19,2000
1.5000 0.5045 21,5303 21.26853
1.7500 0.5030 23.4926 23.47415
2.0000 0.5015 25.2710 25.20964
2,2500 0.5900 26,9880
2.5000 0.5630 285824 2901165
2.7500 0.5875 30.3608
3.0000 0.5865 31.5872 31.40324
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Los valores de G, indicados en esta G(1tima tabla, que coinciden prdcticamente con los de 6
correspondiente al tanque agitado, pomen de manifiesto que no existe un gradiente de concentracidn
apreciable entre ambos lados de 1a membrana, como ya se demostré en 1a parte 3 de esta Memoria y era de
esperar dado pequefic tamafic molecular de las hexosas.

Este resultado demuestra también que la recirculacién en 1a carcasa es suficiente para asegurar
una mezcla précticamente perfecta en ésta.

En este mismo sentido, por la diferencia encontrada entre e! comportamiento del reactor homogéneo
y el reactor de fibra hueca, se repiti6 el experimento en 1as mismas condiciones en fase homogémea, cuyos
resultados se indican en la Tabla 4.38,

Como se ha indicado ya en la parte 3 de esta Memoria este experimento puso de manifiesto una
ligera disminucin para perfodos de tiempo prolongados, aunque mo lo suficiente para explicar la diferencia
ya comentada.
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TABLA 4.38
REACTOR HOMOGENEOD
T=60°C 5= 1.0 M ¢ = 6.3g/L

t, h .vi, L G, g/L
0.0000 0.201 0.41
0.3333 0.201 18,73
0.6667 0.188 27,36
1.0000 0.187 3r.20
1.3333 0.195 44,23
1.6667 0.193 51.27
2.0000 0.191 55,56
2,3313 0.189 59.23
2.6867 0.187 2.44

3.0000 0.185 66.27
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En esta parte de la Memoria se procede a la discusién de los resultados experimentales en el mismo
orden en que estdn indicados en 1a parte 4 desarrollando también los modelos tedrices utilizados para la
interpretacion de los mismos.

5.1 Equilibric de isomerizacién.

A partir de las Figuras 4.1 a 4.4 se determind la conversidn de equilibrio a cada temperatura
promediando los valores finales en los que la conversidn era prdcticamente constante, oscilando en uno y
otro sentido, estando ya mezclados los puntos experimentales correspondientes a los dos experimentos. Los
valores obtenidos asi se indican en 12 Tabla 5.1.

TABLA 5.1
EQUILIBRIO DE ISOMERIZACION
[Hexosas] = 0.002 M ph = 7.5
T,'C Xg Ke
30 0.5313 0.882
40 0.4980 1.008
50 0,4836 1.068
60 0.4755 1.103
A partir de estos resultados, teniendo en cuents que
§g (1 =x) 1 =-x
Ke =( [F] = 0 ¢ = ¢ [5-1]
T6T Jop e equilibrio Sp Xe Xe

se han determinado los valores de la constante de equilibrio que se indican también en la Tabla §.1.
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En la Tabla 5.2 se indican los valores de Ky encontrados en la bibliografia junto con 1a
temperatura a8 la que corresponden y el pH y la concentracién total de hexesas cuando éstos datos son
indicados en 1a publicacion, asi como la referencia correspondiente.

Aunque los valores de pH varian en el intervalo de 6.5 a 8.5 y la concentracién total de hexosas
desde dilucidn infinita hasta 3.4 M no se observa ninguna tendencia al variar la concentracién total de
hexosas o el pH, lo que parece 16gico dado que los coeficientes de actividad de la glucosa y la fructosa

deben ser muy semejantes.

En la Figura 5.1 se representan los valores de Ln Ke indicados en las Tablas 5.1 y 5.2 frente a la
inversa de 1a temperatura absoluta. Se ha representado también en trazo discontinuo 1a linea prevista por
la ecuacién de Roels y Van Tilburg {tomados de Vos et al. (1990)). Se observa en esta figura que aunque con
cierta dispersion, la mayor parte de los resultados obtenidos se ajustan aceptablemente a la ecuacion de
Van't Hoff, por regresién lineal, excluyendo dnicamente aquellos datos que se apartan mds del 5% de la
ecuacifn resultante (8 de 36), se obtiene

Ke =243 exp (_1_0Tz_2 [5.2]

que también se ha representado en 1a Figura 5.1 en forma de Iinea continua. Esta ecuacién indica un calor
de reaccién para la isomerizacidn de 8494 KJ/mol y se ha utilizado en 1a interpretacién cinética para el
céiculo de 12 conversidn de equilibrio a cada temperatura.

5.2 Modelo cinético.

Teniendo en cuenta el mecanismo establecido en la bibliografia para la isomerizacion fructosa-
glucosa que se ha descrito en la parte 2 de esta Memoria, ecuaciones [2.1] a [2.13] y despreciando Ia
concentracién de intermedio frente a la de productos estables

[F] +6] =s 5.9

¢ introduciendo 18 conversidn

[Fl =sg - (1 =x) ' (5.4]
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TABLA 5.2
CONSTANTES DEL EQUILIBRIO DE ISOMERIZACION FRUCTOSA-GLUCOSA

T,°¢C oH §g0 M Ky Referencia
40 0.92 Takasaki et al. (1969)
50 1.00
60 1.15
65 1,20
50 1.0 0.0183-1.80 1.03 Lee ot al. (1976)

30 7.0 0.02, 0.16, 1.6 0.828 Sproull et al. {1976)
45 0.957

60 1.144

10 1.283

80 1.381

50 0.88 Lloid y Kheeluddin (1976)
60 1.00

65 1.04

60 8.3 1.15 Chen et al. (1980)
65 1.22

70 1.29

15 1.36

80 1.43

56.5 8.5 0.1,0.2 1.1 Park et al. (1981)
66.5 1.43

1.5 1.60

50 §.5, 3.4 0.93 Kikkert et al. (1981)
80 8.0, 8.2 1.06

65 1.12

60 8.2 1.0 0.763 Benaiges at al. (1986)
30 1.0 0.7 0,838 Visuri y Klivanov (1987)
60 8.25 2.0 0.99 Chen y Wu (1887)

65 1,02

170 1.13

75 1.23

80 1.38

60 7.5 3.0 1.037 Gram y Bang (1990)
30 1.5 0.002 0.882 Esta investigacion
40 1.008

50 1.068

60 1.103
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In Ke

0.50

0.25+

0.00

—0.25

—0.50

2.80

O Lee et al.
V Park et al.
® Visuri et al.

X Chen et al. (1980)

35.20 35.40

1

3.00
1 /T «10°, K

A Takasaki et al.

® Kikkert et al.

® Sproull et al.

4 Chen et al. (1987)

Y Gram et al. + Esta investigacién.

Roels y Van Tilburg

Figura 5.1. Constantes de equilibric.
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(6] =55 - x (5.5]

y sustituyendo en la ecuacién [2.7]

W [ ] ]
- K'f xe [5-6]
+

Xg = [5.7]

Obsérvese que aunque las constantes de Michaelis sean pequefias con respecto a 8 concentracion
total de hexosas, si ambas son iguales o muy parecidas 1a cinética se ajustard a una ecuacidn reversible de
pseudoprimer orden.

L& ecuacibn [5.6] puede ponerse en 1a forma

kp ey (xg =X

Ky (K1 +,'_] + (1 =x)
)

feg = [5.8]

donde e, representa los moles de enzima activa por gramo de complejo enzimitico utilizado y los parémetros
cinéticos kpy Koo K4 vienen dados por

ke kg +kag k
hp=at 377 [5.9]
k
o =t [5.10]
0

- [5.11]
Kk *k5 kg
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Por determinacion experimental de 1a constante de equilibrio y de estos pardmetros seria posible
determinar las cuatro constantes cinéticas del mecanismo propuesto [2.2]

ky
ke = kp Ky K
f . [5.12] g=k_'K'_+;_ [5.13]
KT +Kg) r TR
Ko K¢ k
= 5.14 = § 5.15
T Ll 4T -

5.2.1 Sistema homogéneo

§i la reaccién se verifica con enzima en disolucién, la velocidad de reaccién obserﬁada vendré
dada por

donde ry, es Ta velocidad de reaccién referida a la unidad de volumen, ya que N referida%a un gramo
de complejo y ¢, representa la concentracion de complejo enzimético en g/L. En estas condiciones

d[6] i kp e (xg =x)
Fih =— - =8 — =C
w Tog Tt e 1 [5.17]
Ko (K1 o ) +(xe 'K)
8
que puede expresarse en la forma
g _ kg Co (xg =x)

T 0 .
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siendo
= 5.19
ka Ku iK1 8p +1j [ ]
59
Ky = 5.20
U PR (TS} (5.2

Separando variables e integrando en 12 ecuacién [5.18]

In[ e x] +Ky (x =xg) =k cp t [s.21]

Xe"

que permite comprobar su aplicabilidad y si es asi determinar las constantes kg ¥ % para un experimento
cinético.

Teniendo en cuenta las ecuaciones [5.20] y [5.21] y realizando experimentos a diferentes
concentraciones totales de hexosas, 8g, €8 posible 1a determinacién independiente de Ko, K1 y kr'eT'

5.2.2 Sistemas heterogéneos

Cuando se utiliza la enzima inmovilizada en un soporte sdlido, la ecuacién [5.8] debe sequir
siendo vdlida, aunque en este caso la velocidad de reaccién observada dependerd ademds del grado de mezcla
en el reactor y de la influencia del transporte interno y externo. Evidentemente, 18 influencia del grado
de mezcla y del transporte externo estdn muy relacionadas puesto que ambas dependen de la turbulencia
relativa 1iquido-sé)ido, por el contrario, el transporte interno, es independiente del reactor utilizado, y
s6lo depende de la forma y tamafio de las particulas y de las velocidades relativas de la reaccién quimica y
de 1a difusién en el interior de las particulas,

Reactor de dispersifn

$i las particulas de catalizador sélido se encuentran dispersas en uh tanque bien agitado de
manera que pueda considerarse mezcle perfecta y sin influencia del transporte externo, el fenémeno seria el
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mismo que en el sistema homogéneo salvo por la influencia del transporte interno enm las particulas. La
ecuacion [5.16] es aplicable en este caso siendo Cq los gramos de catalizador s6lido dispersos en el seno
del liquido por unidad de volumen, e introduciends el factor de efectividad, g, en la misma para tener en

cuenta el transporte interno:

fop =Cp M I(regls [5.22]
Aungue 1la mezcla sea perfecta, si 1a velocidad de reaccifn es apreciable puedef determinar
gradientes de concentracién de sustrato y producto en la pelicula de contacto s6lido-fluide. ﬁeniendo en
cuenta que ambos tienen la misma magnitud molecular y que de acuerdo con la estequiometria de 1a reaccién,
la concentracidn total de hexosas permanece constante, de producirse estos gradientes tendria 1ugar en esta
pelicula de contacto una contradifusién equimclaf, de manera que

ky (615 - [6lg) =ky ( [Flg -[Fl5) [5.23]

indicando con el subindice @ las concentraciones em el seno del 1liquido y con el subindice s las
concentraciones en la superficie externa de las particulas. En estas condiciones, la velocidad de reaccion
observada seria

g =ky a5 8 (X5 =xg) =ce Nl reg s [5.24]

siendo a 18 superficie externa de las particulas por unidad de volumen de dispersién y debiendo aplicarse
feg Con la conversi6n correspondiente a la superficie externa de las particulas, Xge

En ocasiones se incluyen en el factor de efectividad la influencia del transporte interno y del
transporte externo expresandose la ecuacibén [5.24] en la forma |

Top =C¢ M (rrglg  [5.25]

Reactor de lecho fije

§i las particulas de catalizador s6lido se disponen en un lecho fijo por el que circula la fase
liquida y la velocidad de circulacidn es suficiente para que ésta se aproxime & flujo de pistén y para
anular la influencia del transporte externo, la variacién de la conversibn al circular a través del lecho
vendria dada por ‘
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Me Xe dx |
— =5 (5.26]
T [*i N (Fegls

En el caso de que el transporte externo influya, deberia utilizarse en la ecuacién [5.26] el
factor de efectividad o, que tiene en cuenta la influencia de ambos transportes y evaluar rp, en Tlas
condiciones existentes em el seno del fluido, y si el comportamiento del reactor se aparta de flujo de
pist6n, deberia utilizarse un modelo que tuviera en cuenta la dispersién axial y radial del sustrato y
producto,

Transporte interno

Los aspectos de grado de mezcla en el reactor y de transporte externo mencionados anteriormente
pueden eliminarse o atenuarse de manera importante aumentando la turbulencia s6lido-fluido y. en cualquier
caso deben eliminarse en un reactor de laboratorio para investigaciones cinéticas. Sin embargo, el
transporte interno s6lo puede atenuarse disminuyendo el tamafio de particula lo que en ocasiones no es
posible para 1a utilizacion practica de estos catalizadores s6lidos. Por esta razén, el transporte interno
se analizard a continuacién en profundidad,

La difusién de una hexosa hacia el interior de las particulas y de 1a otra en sentido contrario
supone una contradifusidn equimolar en fase liquida (difusién de Knudsen despreciable) en 1a que la
difusividad total se corresponderd con la difusividad molecular y s6lo serd necesario tener en cuenta la
porosidad y el factor de tortuosidad para determinar la difusividad efectiva

Dg =y £ (5.27]

1

Supuests la particula esférica la ecuacién de continuidad de la fructosa (para la transformacibn
fructosa ~ glucosa) seria

1
= T ( D r? = -® TR =0 {5.28]

con las condiciones limites
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=R [F] =[F]q | [5.28]
_ dIF] _
r =0 —— = {5.30]

Admitiendo D, constante e introduciendo 1a conversién

14 dx ka A e -x 5.31
r =R X =Xg [5‘32]
dx ‘
= = 5.3
r =0 p 0 | (5.33]

Este sistema puede resolverse de forma analitica para las dos situaciones limites de reaccin de
primer orden y reaccion de orden cero y de forma numérica para las restantes soluciones. Su solucibn
suministra el perfil de 1a conversi6n en el interior de ia particula

x =f(r) (5.34]

A partir de este perfil es posible determinar los moles transformados en la particula por unidad
de tiempo, Regs bien evaluando los gue penetran por su superficie externa

Rrg _4:R2[ Dg Sg ( ) ] [5.35]

o evaluando los que se consumen en el interior de la particula

R kg 89 (xg =x) 2 (5.36]
RFG-I [&-—*’mxe_-ﬂ]4lr dr

$i todo el interior de la particula estuviera sometido a las concemtraciones existentes en 1a
superficie externa los moles transformades por unidad de tiempo, R;G, en la misma vendrian dades por

ks 8p (X, =X
RFG_& g 8 [Xe =% 4 g (5.37]
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La relacion entre 1as expresiones Reg ¥ R;G se conoce con el nombre de factor de efectividad:

N =y [5.38]

Cuando 1a cinética se reduce a pseudoprimer orden, Ky=0, el sistema {5.31]-[5.33] se reduce a

1 d [ ,2 dx ke @ e
;7. T ( r T 1 I (xg =x) =0 [5.39]
r =t X =X (5.40]
dx
= = A1
r =0 F 0 [5.41]

gue pusde ponerse en forma adimensiona) mediante 1as nuevas varisbles

r
l = 5.42
% (5.42]
Xo =X
po=_° (5.43]
Xe —Xg
con lo que se transforma en
14 dA Rk )
___(12__)_ B, o [5.44]
zz dz dz D,
1 =1 A =1 [5.45]
dA
7 =0 = 5.46
& (5.46]

La ecuaci6n diferencial [55] puede resolverse analiticamente mediante el cambic de variable

a4 =Az [5.47]

con lo que queda en la forma
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da _y & o = [5.48]

siendo ¢, el médulo de Thiele que viene dado por

R kq - [5.49]
o=1 |28
740, |
La soluci6n general de [5.48] es
o =cteq exp (3 ¢y z) +ctey exp (-3 ¢y 2) - [5.50]

Deshaciendo el cambio de variable y aplicando las condiciones limite [5.45] y [5.46]

_y senh (3 ¢ 2)

=_ 5.51
F] senh (3 ﬁi 15.81]
Teniendo en cuenta la ecuacion [62] 1a ecuacién [46] queda de la forma
3y [5.52)
R =4 TR D, 55 (X, - -1 )
F6 e S (xg =) lm ]
y 1a ecuacién [5.37] para la cinética de pseudoprimer orden
* | 3
RFG -3 TR ka ﬁ 80 (Xe "Xs) [5-53]
Siendo el factor de efectividad por tante
Reg 1 1 1 |
ntow ﬁ[ TIET YT ) [5.54]
FG
En el caso de una cinética de orden cero, K1, Ta ecuacion de continuidad [5.28] queda en la
forma:
1 d ( R ALY,
— {2} =0 [5.55]
2o dr sp De
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y utilizando las variables adimensionales dadas por las ecuaciones [53] y [54] se transforma en

1 d 2 dA
ey — ) -18 =( A
AT ( ’ dz ‘ [3.56]

siendo ¢y el nddulo de Thiele para orden cero que viene dado por

_R kr et Py [5.57]
¢ 3 70, (X, —X¢] 8
e ‘g s/ S0
Integrando la ecuacidn [67] y teniendo en cuenta 1as condiciones limite [56] y [57]
b=t -3 (1 -2) [5.5]

ecuacion aplicable hasta x = Xg €N Cuyo caso A = 0, que se produce en

0= |1 - [5.59]

§i

' oy es decir R [5.60]
X

no se alcanza el equilibrio en la particula puesto que no hay soluciones reales de [5.59], por tanto

n=1 [5-61]

Se tendrén valores reales de 2 cuando

BRI es decir 4 "
y 5.62
36 o (5.62]

En este Gitimo caso e} perfil evaluado anteriormente, ecuacion [5.58], daria valores negativos de
Apara z {2, lo que no es posible; por lo que es necesario volver a resolver el sistema cambiando 1as
condiciones 1imites para tener en cuenta que tanto el gradiente de A como su valor en z, deben ser nulos.,
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Es decir, debe resolverse 1a ecuacion [5.56] aplicando las condiciones limites

1 =1 A=t [5.63]

? =2, A =0 [5.64]

z =1, 3 =0 [5.65]
La solucién obtenida es:

> '% 1 +6—1 '% =0 [5.66]

cuya solucién comprendida entre 0 y 1 es }a dnica que tiene sentido fisico y e! valor del: factor de
efectividad seria:

n=t -2 [5.67]

En el caso general serd precisa la integracién numérica del sistema [5.31]-[5.33] que puesto en
forma adimensional al igqual que anteriormente y preparado para su integracién numérica se reduce a:

g; =8 [5.66]
z =0 B =0 (5.70]
7 =1 A=t | \ (5.71]
donde
B =Ky (xg =X a2

Sistema que puede resolverse mediante el algoritmo de Runge-Kutta de 40 orden aunque se trata de

un problema de valor limite, es decir, en z = 0 se conoce el valor de B, que es 0, pero no el valor de A,




DISCUSION DE LOS RESULTADOS : 177

por lo que es necesario suponer A(0) hasta conseguir que A{1) = 1, el valor de B{1) determinado cuando esto
se cumple es el gradiente adimensional en la interfase de manera que Reg @8t

Reg =4 T R Dy g (Xg —xg) B(1) (5.73]

por 1o que el cociente entre el valor obtenido por esta ecuaci6n y el obtenido por 1a ecuscién [5.37] daria
e factor de efectividad en este caso

n=1 +8 B(1) [5'“]

4

Dado que las ecuaciones cinéticas de la forma [5.18] son muy frecuentes en cinética enzimética
puede ser interesante introducir un factor de efectividad que tuviera en cuenta conjuntamente ia influencia
del transporte interno y la desviacibn de la cinética de primer orden, es decir,

n =3—4—§— [5.75]

donde ' serd funcién de los dos médulos adimensionales que aparecen en el sistema de ecuaciones
diferenciales que se integran, ‘, y 8.

En el Apéndice I se desarrolla el algoritmo utilizado para esta integracion numérica junto con el
programa en Pascal.

Los resultados obtenidos por la aplicaci6n de este programa en los intervaloes de 01 y 8 de 0.01 a
100, se indican en 1a Tabla 5.3 y se han representado en las Figuras 5.2 y 5.3,

De acuerdo con Bischoff (1965) puede definirse un médulo de Thiele generalizadoc para temer en
cuenta diferentes expresiones cinéticas, su expresidn es

Lo o (regls

JZ Ixxe De @y (reg)s ox

(5.76]
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FACTORES OE EFECTIVIDAD

TABLA 5.3

] X n L] %
0.01 0.01 0.990039 0.009934 0.999941 1.000000
0.01 0.05 0.952323 0.009681 0.999944 1.000000
0.01 0.1 0.909046 0.009387 0.999947 1.,000000
0.01 0.5 0.666649 0.007666 0.999965 1.000000
0.01 1 0.499943 0.006382 0.999976 1.000000
0.01 2 0.333331 0.004965 0.999985 1,000000
0.01 5 0.166666 0.003290 0.999994 1.000000
0.01 10 0.0909809 0.002331 0.999997 1.000000
0.01 50 0.0196048 0.001021 0.999999 1.000000
0.01 100 0.009901 0.000717 1,000000 1.000000
0.05 0.01 0.988646 0.043670¢ 0.994523 1,000000
0.05 0.05 0.951088 0.048403 0.998597 1,000000
0.05 0.1 0.907966 0.046934 0.998681 1.000000
0.05 0.5 0.666222 0.038330 0.999120 1.800000
0.05 1 0.499813 0.031912 0.999389 1.000000
0.05 2 0.333278 0.024826 0.999630 1.000000
0.05 5 0.166660 0.016449 0.999838 1,000000
0.05 10 0.090908 0.011657 0.999914 1.000000
0.05 50 0.019608 0.005107 0.999984 1.000000
0.05 100 0.009901 0.003584 0.999992 1.000p00
0.1 0.01 0.984323 0.099339 0.994129% 1.000000
0.1 0.05 0.947236 0.096806 0.994422 1.000000
0.1 0.1 0.904612 0.093867 0.9947583 1.000000
¢.1 0.5 0.664892 0.076660 0.996492 1.000000
0.1 i 0.499250 0.063825 0.997564 1.000000
0.1 2 0.333111 0.049652 0.998524 1.000000
0.1 5 0.166639 0.032898 0.999351 1.000000
0.1 10 0.090905 0.023314 0.999674 1.000000
0.1 50 0.019608 0.010214 0.999937 1,000000
0.1 100 0.009901 0.007168 0.999969 1.000p00
0.5 0.01 0.869411 . 0.496696 0.877600 1.000b00
0.5 0.05 0.843018 0.484030 0.882750 1.000000
0.5 0.1 0.812037 0.463336 {.888666 1.000000
0.5 0.5 0.624430 0.383299 0.921655 1.000000
0.5 1 0.481307 0.319124 0.943782 1.000000
0.5 2 0.327649 0.248261 0.964871 1.000000
0.5 5 0.165955 0.164490 0.984133 1000000
0.5 10 ¢.090795 0.116572 0.991940 1,000000
0.5 50 0.019607 0.051069 0.996439 1.000900
0.5 100 0.009901 0.035842 0.999230 1.000°00
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TABLA 5.3 (continuacidn)
FACTORES DE EFECTIVIDAD

) § 1 J % %
1 0.01 0.667898 0.993381 0.674075 0.773114
1 0.05 0.653367 0.968060 0.683523 0.786754
1 0.1 0.636076 0.938673 0.594680 0.803008
1 0.5 0.524612 0.766598 0.763757 0.905758
1 1 0,428431 0.638249 0.818088 0.979872
1 2 0.309269 0.496521 0.877671 1,000000
1 5 0.163602 0.328981 0.940553 1.000000
1 10 0.090428 0.233145 0.968835 1.000000
1 50 0.019603 0.102137 0.993796 1,000000
1 100 0.009900 0.071684 0.996930 1.000000
2 0.01 0.414311 1.986782 0.418887 0.446138
2 0.05 0.408064 1,936121 0.427583 0.456249
2 0.1 0.399913 1.877348 0.438103 0.468551
2 0.5 0.347215 1.533196 0.510562 0.555675
2 1 0.301023 1,276497 0.579565 0.643367
2 2 0.240576 0.993043 0.674204 0.773299
2 5 0.150157 0.657961 0.809682 0.969915
2 10 0.088483 0.466289 0.889884 1.000000
2 50 0.019589 0.204275 0.975826 1.000000
2 100 0.009899 0.143369 0.987481 1.000000
5 0.01 0.185988 4.966956 0.187819 0.192270
5 0.05 0.183353 4.840302 0.192371 0.197056
5 0.1 0.180216 4.693364 0.197934 0.202916
5 0.5 0.159974 3.832990 0.238205 0.245651
5 1 0.142296 3.191244 0.280827 0.291332
5 2 0.119303 2.482607 0.348719 0.366302
5 5 0.085433 1.644303 0.484805 0.524191
5 10 0.061341 1,165723 0.614117 0.689401
5 50 0.019406 0.510686 0.871862 1.000000
5 100 0.009882 0.358421 0.930529 1.000000
10 0.01 0.096332 9.933911 0.087267 0.098407
10 0.05 0.095029 9.680605 0.099742 0.100821
10 0.1 0.093479 9,386728 0.102750 0.104004
10 0.5 0.083480 7.665980 0.124774 0.126651
10 1 0.074752 6.382487 0. 148496 0.151199
10 2 0.063408 4,965213 0.187660 0.192335
10 5 0.046723 3,289806 0.273170 0.283250
10 10 0.034893 2.331448 0.367595 0.387436
10 50 0.014763 1.021373 0.663824 0.758449
10 100 0.003206 0.716843 0.784662 0.936227
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TABLA 5.3 (continuacidn II)
FACTORES DE EFECTIVIDAD

) B 1 n L1 L]
50 0.01 0.019800 49,669557 0.019998 0.020043
50 0.05 0.019542 48.403023 0.020518 0.020565
50 0.1 0.019235 46.933639 0.021155 0.021206
50 0.5 0.017254 38.329900 0.025862 0.025938
50 1 0.015525 31.912436 0.031008 0.031117
50 2 0.013278 24,826067 0.039739 0.033819
50 5 0.009976 16.449030 0.059562 0.059971
50 10 0.007636 11,657231 0.083331 0.084144
50 50 0.003667 5.106864 0.183034 0.187248
50 100 0.002587 3.584213 0.253054 0.261560
100 0.01 0.009933 99.339113 0.010033 0.010044
100 0.05 0.009805 96.806047 0.010294 0.010306
100 0.1 0.009651 93.867217 0.010616 0.010628
100 0.5 0.008662 76.653800 0.012988 0.013007
100 1 0.007798 §3.824871 0.015586 0.015613
100 2 0.006676 49.652135 0.020005 0.020050
100 5 0.005027 32.898061 0.030089 0.030191
100 10 0.003859 23.314462 0.042279 0.042483
100 50 0,001877 10.213729 0.094712 0.085771
100 100 0.001338 7.168427 0.133014 0.135159
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Figura 5.2, Factor de efectividad frente al médulo de Thiele de primer orden,
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donde Ly es la longitud caracteristica de la particula definida como 1a relacion entre su volumen y Su drea
superficial externa, que para una esfera es R/3. Introduciendo en la ecuaci6n anterior la expresién de "eg
utilizada anteriormente

_ 8 kg (xg =x)

fge = 5.11
BoTs Ky (xg —X) T
se obtiene finalmente
B
n= 4” {5.78]

(1 +8) y2 (B =1n(1 +8))
También se indican en la Tabla 5.3 los factores de efectividad para brdemes 1 y 0, 9, y %,
calculados con el médulo de Thiele gemeralizado, m, ecuaciones [5.541, [5.61]1 y [5.67], ya que generalmente

se trata de relacionar el factor de efectividad con estos dos valores limites.

En este sentido se ha deducido 1a expresidn

o = fngt+tam (5.79]
§ +a) (8 +1]

para evaluar o' a partir de estos valores 1imites. El cdlculo se ha realizado mediante regresién no lineal
utilizando el algoritmo de Marquardt con el paquete integrade Statgraphics, obteniéndose un valor para a de
2,614,

Expresiones semejantes a la ecuaci6n anterior han sido publicadas en la bibliografia para el
cdlculo de) factor de efectividad, aunque sin incluir 1a desviacibn de la cinética de primer orden, es
decir, sin que aparezca el binomio (1 + B) en el denominador. Asi, Kobayashi y Moo-Young (1372), proponen
parg a el valor 1, Gondo et al. (1974) proponen un valor de 5 y Kobayashi et al. (1976) dan para a la
expresion

2 =26 g [5.80]

Los resultados obtenidos con las ecuaciomes propuestas por estos autores, adaptadas
para incluir la desviacion de la cinética de primer orden se comparan con los de la ecuacifn
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TABLA 5.4
COMPARACION ECUACIONES PROPUESTAS PARA EL CALCULO DE g’

ERROR RELATIVO

a SSR ] Referencia
1 1,08-1073 0,368 Kobayashi y Moo-Young (1872)
5 2,90 107 0.298 Gondo et al. (1974)
2.8 g2 431407 0.147 Kobayashi et al. (1976)
2.614 3.68+107° 0.107 Esta investigacion

propuesta en este trabajo en la Tabla 5.4, en la que se representa por SSR el sumatorio de los cuadrados

residuales,

Se observa en esta tabla que 1a ecuacién propuesta en esta investigacién reproduce mejor los
resultados obtenidos por integracidn numérica que los propuestos anteriormente. En particular si se compara
con la ecuacién propuesta por Kobayashi et al. (1976) la ecuacién [5.86] se ha deducido para un intervalo
mucho mds amplio de B (los autores citados utilizan un intervalo de B de 0.05 a 20) y con un pardmetro

ajustable menos.

En resumen, el factor de efectividad, incluyendo la desviacién de la cinética de primer orden,

puede calcularse mediante las ecuaciones

¢

n= {5.81]
(1 +8) y2(B =In(1 +p) )

1 1 ?

( 1
1 ms —
‘/3- (5.83]
". = 4
K 1
1 —Zc n ) _Jsz [5.84]
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donde z, es la solucién de

+—’2 -% = [5.85]
6 n

comprendida entre 0 y 1

By +2.614 qy
(B +2.614) (B +1)

eFUNCH = (5.86]

a partir de los valores de m y 8, con un error relativo medio inferior a1 0.11%. Por tanto, la velocidad
de reaccién por unidad de masa de enzima inmovilizada vendré dada por

g =m S kg (X =X), :_"; [5.87]

5.3 Glucosa isomerasa inmovilizada.

Para interpretar los experimentos realizados con glucosa isomerasa inmovilizada es necesario
desarrollar un modelo del dispositivo experimental utilizado: reactor de lecho fijo de recirculacién,
Figura 5.4,

Un balance de glucosa en el reactor de lecho fijo admitiendo flujo de pistdn, conduce a

Qsgx +rpgdm =q sp (x +dx) (5.88]

estando aplicado este balance a un elemento diferencial de volumen en direccitn axial que contiene una masa
diferencial de enzima, dm. La ecuacién [5.88] puede reagruparse en Ja forma

sg dx
AL [5.89]
g 0
y por integracién se obtiene
sg dx
n =I e T [5.90]
q X5 frg
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Figura 5.4, Esquema del dispositivo empleado con el reactor de lecho fijo.

que coincide con la ecuacidn [5.26] si se tiene en cuenta que Fep debe contener el factor de efectividad.

En la ecuacion [5.90] X ¥ X; representan las conversiones de entrada y salida en el reatfor en cada
instante.

Considerando despreciable la fraccion de fase liquida contenida en las conducciones y en el
reactor de lecho fijo respecto a la contenida en e! tanque, y admitiendo que la mezcla en este Gltimo es
perfecta, un balance de glucosa conduce a

g 8 Xf dt =q sy x dt +V sp dx RN

que puede reagruparse en 1a forma

(=9

X
t

v

=q (x -x) : 5]

[= X
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por tanto, l!as ecuaciones [5.901 y [5.92], teniendo en cuenta que x : Xi gobiernan la evolucién del
sistema con el tiempo junto con la condicién inicial

t =0 X [5.93]

[}
&

Es evidente, que la toma de muestras a la entrada y salida del reactor proporcionan la medida
experimental de la variacién con el tiempo de x y Xg. Por otra parte, rp, en la ecuacion [5.90] representa
1a velocidad de reaccién por unidad de masa de enzima en el lecho e incluye 1a influencia de las etapas de
transparte interno y externo,

§i el reactor de Techo fijo puede considerarse diferencial, 1a ecuacién [5.90] se aproxima a

My $
= - 5.94
v Treely =X 18]

ecuacion que permitiria obtener 1a velocidad de reaccibn, para 12 conversi6n media entre la entrada y la
salida del reactor.

q sy (xg =x)
Me

(rFG)h = [5.951

En la Tabla 5.5 se muestran a titulo de ejemplo los resultados obtenidos para el experimento cuyos
datos primarios se indican en la Tabla 4.11, que por haber sido realizado con 1a mayor masa de enzima
utilizada debe ser el que més se aleje del comportamientc como diferencial. Los valores de ('FG)n obtenidos
se han representado frente al tiempo en la Figura 5.5.

Se observs tanto en la Tabla 5.5 como en la Figura 5.5 que al ser las conversiones de entrada y
salida muy préximas, los errores experimentales en la determinaci6n de x y X¢ hacen que la estimacién de la
velocidad de reaccion a partir de [5.95] presente importantes desviaciones. Este resultado no permite
utilizar 1a citada ecuaci6n, pero confirma que e! comportamiento del reactor se aproxima & diferencial.

Por otra parte, de las ecuaciones [5.92] y [5.94] se obtiene



188

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

TABLA 8.5
ESTIMACION DE LA VELOCIDAD MEDIA DE REACCION
q:=11.4 L/h T=50C 8 ° [ m= 14,0 ¢
t, h X X M mol/g-h
0.000000
0.0000 0.000777 0.000777
0.0833 0.026310 0.032693 0.005198
0,1867 0.054008 0.060890 0.005605
0.2500 0.081206 0.088088 0.005605
0.3333 0.109292 0.118172 0.008045
0.4167 0.138099 0.144538 0.005243
0.5000 0.160468 0.168184 0.006283
0,6667 0.209925 0.213810 0.003164
0.8333 0.247336 0.252942 0.004565
1.0000 0.281750 0.286912 0.004203
1.1667 0.317496 0,326099 0.007006
1,3333 0.338978 0.342418 0.002802
1,5000 0.369948 0.372558 0.002124
1.7500 0.386323 0.390597 0.003480
2,0000 0.415575 0.419016 0.002802
2.2500 0.430173 0.442218 0.009808
2.5000 0.450821 0.450821 0.000000
2,9187 0.455984 0,474 0.015412
3.0000 0.471470 0.476632 0.004203
3.0833 0.464587 0.008407

0.474911
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(r¢6Im » mol/(g-h)
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Fiqura 5.5. Velocidad de reaccidn, ecuacibn [5.95]

o _ TR i
it UY) (5.96]
t =0 X =X

Ecuacifn que gobierna el comportamiento del dispositive experimental cuando el reactor de lecho
fijo se comporta como diferencial y que pone de manifiesto que 1a variacién de la conversidn con el tiempo
se hace independiente del caudal de circulacitn, como han puesto de manifiesto los experimentos comentados
en el apartado 4.2.1, Figura 4.5.

Es decir, los resultados obtenidos analizando la influencia del caudal de circulacién y con el
experimento de 14 g de enzima en el lecho fijo ponen de manifiesto que en las condiciones
experimentales utilizadas el reactor de lecho fijo y recirculacién se comporta como un reactor diferencial,
y ademds que la influencia del transporte externo sobre Ta cinética de la isomerizacién en el lecho es
despreciable. )
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Es evidente que este resultado debe confirmarse para los experimentos realizados en las mismas
condiciones y con diferentes masas de enzima, ya que el sistema [5.96] puede reagruparse en la forma

e _ R
d{mt) V5 (5.97]
nt =0 X =X

que sugiere que las conversiones obtenidas en los experimentos descritos en el apartade 4.2.2 deben Ser una
funcién Gnica del producto de 1a masa de enzima por el tiempo de operacién. Para comprobar esta hipétesis
se han calculado las conversiones correspondientes a los diferentes tiempos de los experimentos realizados
cambiando 1a masa de enzima en el lecha fijo que se indican en la Tabla 5.6 y que se representan en 12
Figura 5.6 frente al producto mt como sugiere la ecuacidn [5.97]. Se observa en esta figura gque los puntos
experimentales correspondientes a las cuatro masas de enzima coinciden précticamente en una sola 1inea, lo
que confirma las hipétesis implicadas en las ecuaciones [5.96] o [5.97].

Despejando 1a velocidad de reaccidn de la ecuaci6n [5.96] se obtiene

v dx
rg =t s 5.0
=g % g [5.%8]

Con el objeto de temer en cuenta 1la variacién del volumen de fase liquida provocada por la
extraccibn de muestras a lo largo de cada experimento, es conveniente sustituir el tiempo como variable
intensiva de tratamiento por

y =M ; W [5.99]

de manera que en cada perfodo de tiempo comprendido entre dos tomas de muestras se utiliza el volumen de
fase 1iquida que realmente hay en el sistema.

En las Tablas 5.7 8 5.19 se indican los valores de y y los de la conversién para los experimentos
cinéticos realizados a 50, 30, 40 y 60°C.
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TABLA 5.6
INFLUENCIA DE LA MASA DE ENZIMA
q: 1.4 L/ T=580°C sp=1M
¢ h n=35g n:=5.0¢g =709 m= 140 ¢
X X X X

0.0000 0.000777 0.000777 0.000777 0.000777
0.0833 0.026310
0.1667 0.015153 0.020648 0.025810 0.054008
0.2500 0.024423 0.031861 0.042684 0.081206
0.3333 0.030306 0.041297 0.060890 0.109292
0.4167 0.038577 0.055229 0.076599 0.138099
0.5000 0.045959 0.064165 0.096359 0.160468
0.6667 0,061445 0.089920 0.123890 0.209925
0.8333 0.060873 0.108404 0.157411 0.247336
1,0000 0.093972 0.135102 0.181561 0.281750
1.1667 0.149700 0.317496
1.2500 0.118728 0.218972
1,3333 0.166463 0.338976
1.5000 0.141541 0.188720 0.262433 0.369949
1.7500 0.386323
1.8333 0.163486 0.230573
2,0000 0.248668 0.316607 0.415575
2.2500 0,193606 0.269316 0.430173
2.3333 0.345027
2.5000 0.215975 0.281361 0.355351 0.450821
2.6667 0.285635 0.,359625
2.7500 0.234902
2,8333 0,313166
2,9167 0.455984
3.0000 0.471470
3.0833 0.464587
3.1667 0.271037
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Figura 5.6. Conversi6n frente al productom<. T = 50°C, § <1 M.

Sustituyendo [5.98] en [5.98]
ree =5 % [5.100]

ecuacion que permite determinar la velocidad de reaccitn en cada instante de los experimentos cinéticos

aplicando cualquiera de los dos métodos posibles de interpretacién de datos cinéticos: diferencial e
integral,

Asi, puesto que en cada experimento los valores de Ty S permanecen constantes, es posible ajustar
los valores de la conversifn frente & y a ecuaciones del tipo

x =f(y) [5.101]

reg =sp f'(y) ; [5.102]

que corresponde al método diferencial.
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TABLA 5.7
INFLUENCIA OE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T250C 8= 0.5

t,h y X
0.0000 0.000 0.0009
0.1667 3.333 0.0309
0.2500 §.013 0.0451
0.3333 §.707 0.0563
0.5000 10.123 0.0838
0.5833 11,844 0.0986
0.6867 13.580 0.1113
0.8333 17,082 0.1484
1,0000 20.613 0.1742
1. 1667 24174 0.1937
1,3333 21.766 0.2315
1.5000 31,389 0.2547
1.7500 36.872 0.2874
2.0000 42.403 0.3115
2.2500 47.983 0.3416
2.5000 §3.614 0.3648
2.8333 61.189 0.3784

3.0000 65.012 0.4044
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TABLA 5.8
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T:=350C §p= 1.0 M

t, h y X

0.0000 0.000 0.0008
0.1667 3.333 0.0206
0.2500 5,013 0.0319
0.3333 8.707 0.0413
0.4187 8.415 0.0552
0.5000 10,137 0,0642
0.6667 13.609 0.0899
0.8333 17,110 0.1084
1.0000 20.641 0.1351
1.3333 27.795 0.16865
1.5000 31.418 0.1897
1.6667 35,073 0.2151
1.8333 38.760 0.2306
2.0000 42,480 0.2487
2.2500 48,111 0.2643
2,5000 53.793 0.2814
2.6667 57.615 0.2856
2.8333 61.473 0.3132
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TABLA 5.9
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T250°C sp=t.5M

t, h ¥ X

0.0000 0.000 0.0008
0.1867 3.333 0.0150
0.2500 5,013 0.0240
0.3333 6.707 0.0327
0.4167 8,415 0.0411
0.5000 10.137 0.0506
0.6667 13.609 0.0892
0.8333 17,110 0.0892
1,0000 20,841 0.1055
1.1687 24,203 0.1222
1.3333 21,195 0.1362
1.5000 31,418 0.1549
1.8333 38,864 0.1867
2.1667 45,974 0.2168
2.6687 57,036 0.2553
2.9167 82,616 0.2788
3.0833 §6.370 0.2914
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TABLA 5.10
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T=350°C sg=2.0M

t, h y X

0.0000 0.000 0.0008
0.1867 3.333 0.0139
0.2500 5.013 0.0193
0,3333 6.707 0.0266
0.4167 8.415 0.0341
0.5000 10,137 0.0383
0.6667 13.609 0.0525
0.8333 17.110 0.0637
1.0000 20.641 0.0788
1.1667 24,203 0.0831
1.3333 21,795 0.1093
1.5000 31,418 g.1219
1.7500 36.900 0.1438
2,0000 42,40 0.1580
2.2500 48.012 0.1788
2.5000 53.642 0.1889
2.8333 61.218 0.2138
3.0000 65.041 0.2220
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TABLA 5,11
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T=230°C  spz0.5H

t, h y X
g.0000 0,000 0.0008
0.1667 3.333 0.0069
0.2500 5.007 0.0107
0.3333 6.687 0.0142
0.4167 8.374 0.0186
0.5000 10.067 0.0229
0.6667 13.469 0.0312
0.8333 16.884 0.0371
1,0000 20,313 0.0462
1.1667 23.757 0.0544
1.3333 271.215 0.0630
1.5000 30.687 0.0724
1.7500 35.917 0.0840
2.0000 41,168 0.0885
2.2500 46,444 0.1053
2.5000 51.740 0.1165
2.6667 55,286 0.1234

2.7500 §7.067 0.1262




198 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

TABLA 5.12
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T=30°C  spz1.0M

t, h Y X
0.0000 0.000 0.0008
0.1667 3333 0.0043
0.2500 5.007 0.0067
0.3333 §.687 0.0092
0.4187 8.374 0.0117
0.5000 10.067 0.0139
0.6667 13,469 0.0187
0.8333 16.884 0.0237
1,0000 20.313 0.028¢
1,1667 23,751 0.0347
1.3333 27.215 0.0389
1,5000 30.687° 0.0448
1.7500 - 35.917 0.0514
2.0000 41,169 0.0806
2.2500 46,444 0.0699
2.5000 51.740 0.0797
2.7500 §7.058 0.0859
2.9167 60.621 0.0891

3.0833 64.197 0.0952
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TABLA 5.13
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T=30°C sp=2.0M

t, h ¥ X

0.0000 0.000 0.0009
0.1687 3.333 0.0027
0.2500 §.007 0.0039
0.3333 §.687 0.0050
0.4167 8.374 | 0.0082
0.5000 10,067 0.0074
0.6867 13.469 0.0095
0.8333 16,884 0.0122
1.0000 20,313 0.0149
1.1667 23.757 0.0179
1,3338 21.215 0.0200
1.5000 30.687 0.0221
1.7500 35.917 0.0273
2.0000 41.169 0.0315
2.2500 46.444 0.0386
2.5000 51.740 0.0404
2.7500 57.059 0.0460
2.9167 §0.621 0.0475
3.0833 §4.197 0.0510
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TABLA 5. 14
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T40'C  sy=0.5M

t, h ¥ X
0.0000 0.000 0.0010
0.1667 3.333 0.0163
0.2500 §.007 0.0241
0.3333 §.687 0.0321
0.4167 8.374 0.0398
0.5000 10,067 0.0482
0.6667 13.469 0.0640
0.8333 16.884 0.0807
1.0000 20.313 0.0943
1.1667 23.787 0.1077
1.3333 21.215 0.1315
1.5000 30.687 0.1535
1.7500 35.917 0.17%0
2.0000 41,169 0.1921
2.5000 §1.740 0.2487
2.7500 57.058 0.2616
2.9167 §0.621 0.2650

3.0833 64.197 0.2865
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TABLA 5.15
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T=40°C sp=1.0M

t, h Y X
0.0000 0.000 0.0008
0.1667 3.333 0.0089
0.2500 5,007 0.0137
0.3333 6,687 0.0160
0.4167 8.374 0.0224
0.5000 10,067 0.0245
0.8667 13,469 0,0378
0.8333 16.884 0.0506
1.0000 20,313 0.0576
1.1667 23.757 0.0605
1.3333 21.21%5 0.0807
1.5000 30.687 0.0988
1,7500 38.917 0.1128
2.0000 41,168 0.1391
2.2500 46.444 0.1549
2.5000 51.740 0.1618
2,7500 57.059 0.1652
2.9167 60.621 0.1786

3.0833 64.197 0.1876
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TABLA 5.16
INFLUENCIA OF LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T=40°C sg=2.0M

t, h y X
0.0000 0.000 0.0009
0.1667 3.333 0.0042
0.2500 5.007 0.0089
0.3333 6.687 0.0088
0.4187 8.374 0.0123
0.5000 10.067 0,0155
0.6667 13.469 0.0208
0.8333 16.884 0.0282
1.0000 20.313 0.0351
1.1867 23.787 0.0400
1.3333 21,215 0.0469
1.5000 30.687 0,0512
1.7500 35,917 0.0591
2.0000 41,169 0.0893
2,2500 46.444 0.0816
2.5000 51.740 0.0843
2,7500 57.059 0.1070
2.9187 60.621 0.1141

3.0833 64.197 0.1188
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TABLA §.17
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T=60°C sp=0.5M

t, h y X
0.0000 0.000 0.0010
0.0833 1.867 0.0293
0.16867 3.340 0.0599
0.2500 5.020 0.0883
0.3333 6.707 0.1150
0.4187 8.401 0.1421
0.5000 10,101 0.1542
0.6667 13.517 0.2134
0.4333 16,948 0.2418
1.0000 20,390 0.2805
1.1667 23.847 0.3089
1.5000 30.782 0.3381
1.6667 34,279 0.3725
1.8333 37,780 0.3708
2,0000 41,296 0.4009
2.1667 44,821 0.4337
2.3333 48,313 0.4308
2.5000 51,935 0.4585
2.6667 55.511 0.4509
2,8333 58,103 0.4767
3.0000 62,711 0.4750

3.1667 66.334 0.4698
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TABLA 5.18
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
T=60°C sp= 1.0 M

t, h y X
0.0000 0.000 0.0008
0.16867 3.333 0.0391
0.2500 5.007 0.0558
0.3333 6.667 0.0742
0.4187 8.374 0.0821
0.5000 10.067 0.1081
0.6667 13.469 0.1338
0.8333 16.884 0.1768
1.0000 20,313 0.1870
1.1667 23.757 0.2310
1.3333 21.215 0.2650
1.5000 30.687 0.2710
1.7500 35.817 0.3029
2.0000 41,1869 0.3416
2.2500 46.444 0.30888
2.5000 51,740 0.3820
2.7500 57.059 0.3820
2.9167 60.621 0.3906

3.0833 64,197 0.4044
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TABLA §5.18
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION TOTAL DE HEXOSAS
:60°C  sp:2.0M

t, h ¥ X

0.0000 0.000 0.0009
0.1667 3.340 0.0166
0.3333 6.707 0.0364
0.4167 8.401 0.0402
0.5000 10,101 0.0607
0.6667 13.517 0.0885
0.8333 16.948 0.1088
1,0000 20,390 0.1331
1.1667 23.847 0.1482
1,3333 21.320 0.1738
1,5000 30.406 0.1927
1.7500 36.059 0.2134
2.0000 41,333 0.2344
2.2500 46.629 0.2745
2.5000 §1.948 0.2882
2.7500 §7.290 0.2994
2.9167 60.867 0.3166
3.0833 64.459 0.3278
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0 considerando 1a ecuaci6n [5.77], desarrollada en el modelo cinético

i _ ke (g =x)

T T i

gue por integracidn permitiria la comparacion con los resultados experimentales, método integral.

5.3.1 Aplicacién del método diferencial.

Para la aplicacion del método diferencial se han ajustado mediante funciones spline:chicas los
resultados indicados en las Tablas 5.7 a 5.10 correspondientes a 1a influencia de la concentracidn total de
hexosas 8 50°C. E! fundamento del método, el programa utilizado y los resultades obtenidos: conversiones
calculadas y las derivadas de la conversidm con respecto a la variable y se indican en el Apéndice II de
esta memoria. Puesto que la variable y contiene 1a influencia de la masa de enzima en el lecho, en el caso
del experimento realizado con sg= 1M se han utilizado para el ajuste por splines cibicas los resultades
correspondientes a todos los experimentos realizados con diferentes masas de enzima que se describen en el
apartado 4,2.2,

La ecuacién [5.103], si la derivada que aparece en 1a misma se determina de forma independiente,
puede reordenarse a

=kL + 2 (xp =x) [5.104]

con o que reprasentando el primer miembro frente a la fuerza impulsora, (xe-x), deberian obtenerse rectas
si el modelo cinético es consistente con los resultados experimentales. Esta representacion se ha realizado
en la Figura 5.7 para los experimentos comentados anteriormente. !

Se observa en esta figura que los resultados experimentales parecen ajustarse a lineas horizonta-
les, 1o que implica que el parémetro Ky es précticamente cero. Los valores de Ky disminuyen al hacerlo la
concentracion total de hexosas y se obtienen los resultados que se indican en la Tabla 5.20.
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xe = x)/(dx/dy)
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1 g 05 M
+ 10m oB 2
1004 O 15M 224 aapns
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Xe — X

Figura 5.7, Representacion de la ecuacién [5.104]. T = 50°C

0.5

TABLA 5,20
s N kyr L/geh
0.5 0.0268
1.0 0.0164
1.5 0.0133
2.0 0.0088

Estos resultados se representan en la Figura 5.8 en la forma que sugiere la ecuacién [5.19] que
expresa 1a influencia de §y sobre k,. Se observa en esta figura que los resultados se ajustan aceptabiemen-
te a la ecuacidn citada, por lo que 1a aplicacibn del método diferencial realizada sugiere que la cinética

s de pseudeprimer orden.
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|/k.,. g-h/L
150
100
+

50

o 1 i

0.0 1.0 2.0

S0
Figura 5.8

5.3.2 Aplicacién de] método integral.

Con objeto de eliminar los errores inherentes al célculo numérico de las derivadas se ha aplicado
también el método integral, reordenando la ecuacion [5.103] en la forma

1 +Kp (xg =X
J* Irh b oH =JV kg dy [5.105]
. :
ln[ e "N ] +Kp (X =xg) =kgy ; (5. 106]
ecuacién que puede linealizarse en la forma
Xe 'Ko i
| —— - [5.107
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y/ (x—%p)
500

En 1a Figura 5.9 se han representado los
resultados obtenidos en los experimentos realiza- 4004 et
dos con diferentes masas de enzima en la forms que +
sugiere Ta ecuacién [5.107]. Se observa en esta 3004 + '
figura que los puntos experimentales paracen indi- 4
car que se cumple la ecuacién anterior con una 200+ 14;
ordenada en el origen précticamente cero, lo que
corresponde al comportamiento de pseudoprimer 1004
orden. No obstante, 12 Jinealizacién conseguida al
dividir por x - x, aumenta apreciablemente 1la 0 LA B B i M A S R

dispersién de los datos y reduce considerablemente
el intervalo de abcisas, lo que dificulta la de-
terminaci6n de los pardmetros cinéticos.

Estos resultados confirman lo deducido anteriormente por el método integral e indican que la
constante Ky es précticamente cero, es decir, que Kt ¥ Kng son précticamente iguales, lo que indica que la
afinidad de ambos isémeros por la enzima es muy préxima. '

Inf(xe—x0)/ (Xe~2)}/ (x—20)

Figura 5.9

En efecto, en la Tabla 5.21 se indican lo valores de estas constantes que se han encontrado en la

bibliografia, se observa en ella que los valores de K ¥ Kl‘9 publicados son siempre muy préximes y no

varian 16gicamente con las condiciones de operacidn en que han sido determinados, temperatura y pH, ni con

el complejo enzimdtico utilizado, siendo unas veces mayor Kpe ¥ Otras K,

§

sin relacién con otras variables,

Figura 5.10, con bastantes resultados experimentales correspondientes a valores iguales o préximes de ambas

constantes,
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* Lee et al.
X Kikkert et al.
O Chen y Wu
¢ Dutch pat.

Kmf
+ Sproull et al. B Chen et al(1980) ® Van Keulen et al.
¢ Adachi et al. & Chen et al.(1983) 2 Chin y Ho
V Lioid et al. Y Takasaki et al. ® Krasnobajewy B.
A Rye et al. ® Saini y Vieth O Esta investigacion

Figura 5.10.



DISCUSION DE LOS RESULTADOS

m

TABLA 5,21
VALORES DE K¢ Y Kng
T,'C pH M K. M Tipo d Referencia
e w sist:ella(‘t
25 0.016 0.062 1 Takasaki et al. (1969)
60 0.23 0.14
10 0.94 0.50 3 Dutch pat.
§0 0.40 0.40 1 Krasnobajew y Bdniger {1975)
10 0.25 0.38 4 Saini y Vieth (1975)
85 0.25 0.26 1 Lloid y Khaleeluddin (1976)
g5 0.17 0.23 2
50 1.0 0.40 0.2 2 Lee et al, (1976)
40 1.0 0.691 0.572 3 Sproull et al. (1876)
60 0.472 0.498
80 0.553 0.722
10 0.24 0.49 3 Rye et al. (1977)
60 8.3 1.80 1.73 2 Chen et al. (1983)
65 1.70 1.61
10 1.62 1.50
15 1.53 1.41
80 1,45 1.33
50 8.2 0.20 0.30 2 Kikkert et al. (1981)
60 8.2 0.2 0.36
60 1.1 0.53 0.39
60 8.0 0.31 0.34
§5 8.2 0.32 0.39
60 1.9 0.380 0.300 3 Van Keulen et al. (1981)
60 1.9 0.300 0.340 4
80 0.270 0.360 2
60 0.310 0.340 2
50 8.0 0,262 0.259 2 Adachi et al. (1881)
70 1.5 2.47 1.79 2 Chen et al. (1980)
60 1.0 1.28 1.05 2 Ching y Ho (1984)
10 8.5 0,205 0.211 2
60 8.2 3.643 0.466 2 Benaiges et al. [1986)
60 1.0 0.45 0.70 2 Chen y ¥u (1987)
65 0.60 0.78
70 0,83 0.84
15 1.13 0.93
80 1.57 1.01
30 1.5 0.137 0.137 ? Esta investigacitn
40 0.190 0.190
50 0.423 0.423
80 0.313 0.313

' 1) Glucosa isomerasa aislada, no inmovilizada; 2) glucosa isomerasa aisiada, no inmovilizada; 3) conjunto

de células no inmovilizadas; 4} conjunto de células inmovilizadas.
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Es también corveniente destacar que generalmente estos valores han sido determinados a partir de
velocidades iniciales de reaccién, desde disoluciones de fructosa pura y glucosa pura respectivamente y que
en general, siempre que se ha aplicado el método integral a experimentos de isomerizacion prolongades, se
encuentra que la cinética se ajusta a una cinética de pseudoprimer orden, Havewala y Pitcher (1974), Tsmura
e Ishikawa (1967), Straatsma et al. (1983), Vos et al, (1990).

Este resultado no indica que 1a cinética de 1a isomerizacién no esté influida por la concentracién
total de hexosas, ecuacion [5.18], sino que como ya se ha indicado anteriormente, la afinidad por 1a enzima

de ambas hexosas es pricticamente equivalente.

Por tanto, de acuerdo con la ecuacibn [5.106] considerando Ky = 0 debe cumplirse

Xe =Xg

[5.108]

ecuacién que ha resultado consistente con los resultados obtenidos en los experimentos cinéticos como se
observa en las Figuras 5.11 a 5.14 para las cuatro temperaturas investigadas. Tal como indica la ecuacién
[5.108] los resultados experimentales se ajustan a rectas que pasan por el origen y cuya pendiente
disminuye al aumentar la concentracidn total de hexoses.

Para eliminar los errores de 12 linealizaci6n se han determinado los valores de ky por regresién no
lineal mediante el algoritmo de Marquardt, que se indican en la Tabla 5.22. Los resultados correspondientes
2 50°C son consistentes por los obtenidos anteriormente por el método diferencial, Tabla 5.20, aunque
evidentemente los indicados en la Tabla 5.22 son més precisos al no incluir el error inherente en el
cdlculo numérico de las derivadas,

Es evidente que si el transporte interno en las particulas de enzima inmovilizada influye en la
cinética del proceso los valores de k, obtenidos incluirdn el factor de efectividad. De acuefdo con el
modelo cinético desarrollado en el apartade 5.2 y teniendo en cuenta la conclusidn ya obtenida de que la
cinética se reduce a una ecuacién de pseudoprimer orden, y por tanto kf o kg, la expresidnfpara esta
constante cinética seria
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Y, 9-h/L

80

ofF— : . . ’
0.0 0.t 0.2 0.3

n{(xe=%0)/(xe=x)]

Figura 5.11. Representacién de 1a ecuaci6n [5.108], T = 30°C.

y. g-h/L
80

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
'“[("."‘o)/(x."‘)] .

Figura 5.12. Representacitn de la ecuaci6n [5.108]. T = 40°C.
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y, gh/L

80

. T T T T v T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

[ (xe~%0)/(xe—)]

Figura 5.13. Representacifn de la ecuacidn {5.108]. T = 50°C.

Y. gh/L

T v ) M L 4 1 ¢
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0

n[(xe—%a)/(xg—x)]

Figura 5.14. Representacidn de la ecuacién [5.108]. T = 60°C.
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TABLA 5.22
To '€ sg0 ¥ kyp LIG
30 0.5 0.0454
1.0 0.0290
2.0 0.0145
40 0.5 0.1190
1.0 0.0694
2.0 0.0381
50 0.5 0.2433
1.0 0.151%
1.5 0.1223
2.0 0.0308
50 0.5 0.5186
1.0 0.3010
2.0 0.1799
ke e
kg = T [5.108]
Ky sp +1
donde Ky se reduce a
k
Kyo= 1 [5.110]
k.! +k_f
La ecuacion [5.109] puede linealizarse en la forma
K
A N e [5.111]

que ha sido ya utilizada en la Figura 5.8 para analizar la influencia de N sobre 1os valores experimenta-
les de k, estimades por el método diferencial. Puesto que los valores indicados en la Tabla 5.22 incluyen
el factor de efectividad, 1a ecuacién [5.111] debe expresarse en 1a forma

K
Lot w1 g [5.112]
(keJep  mkper  mkser -



216 | DISCUSION DE LOS RESULTADOS

para su empleo con 1los valores experimentales (1/k0)exp /L

obtenidos. Esta representaci6n se muestra en la 800
Figura 5.15, en la que puede apreciarse que 10s 200
resultados experimentales son consistentes con la |
ecuacién [5.112], aunque realmente, la concentra- 6004
cibn total de hexosas, al influir sobre Ta visco- —
sidad de la fase lfquida también lo hard sobre la
difusividad efectiva de la fructosa en las parti- 400+
culas de enzima inmovilizada y por consiguiente 300
influird ligeramente en el médulo de Thiele y con
el factor de efectividad, 2°°i
100
Puesto que 1a velocidad de reaccion se ha
0
ajustado a una ecuacién de pseudoprimer orden, 0.0
el factor de efectividad, g, dependerd exclusiva- so» M
mente del médulo de Thiele ¢ que para partfculas
esféricas vienen dados por las expresignes Figura 5.15, Represenacidn de 1a ecuacion [5.112].
@ 5113
= U (5.114]
" E[tgn(am 343.]
siendo 1a constante cinética determinada anteriormente
(kylep = nky (58]

re:iante estas tres Oltimas ecuaciones podria calcularse la constante cinética ka siempre que sé disponga
del tamafio de las particulas, su densidad aparente y la difusividad efectiva. Las caracteristi&as de las
particulas se han determinado por los métodos de penetracién de mercurio y tratamiento de imigenes
descritos en la parte 3 de esta memoria, y la difusividad efectiva generalmente se relaciona con la
~difusividad molecular mediante la expresion '
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0 =ty 2 [5.116]

puesto que 1as dos hexosas son muy semejantes y se trata de un sistema de contradifusién equimolar en fase
iquida en el que la influencia de la difusién de Knudsen es despreciable. Sin embargo no se dispone del
factor de tortuosidad de las particulas de enzima inmovilizada.

5.4 Glucosa isomerasa libre.

En el apartado 4.3 de esta memoria se describen los experimentos realizados y se dan sus
resultados primarios con glucosa isomerasa en disolucidn, en un reactor bien mezclado.

Para el andlisis de la influencia de 1a concentracién de enzima se han calculado las conversiones
que se indican en la Tabla 5.23 y que se representan en 1a Figura 5.16 frente al producto et

0.40

0.30

Ce

0 0.2 g/L

0.10 - + 209/

O 6.3 g/L

0.00 . . . . . .
0 5 10 15 20

Cg-t, g-h/L

Figura 5.16. Conversién frente al producto et T+ 50°¢, sp= 1 M
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TABLA 5.23
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA. SISTEMA HOMOGENEC.
T=50C, § = 1.0M pH =T.5

Cg = g/L cp = 2.0 g/L cp = 6.3 g/L

t, h
X X X

0.0000 0.0010 0.0010 0.0010
0.1667 0.0037 0.0228 0.0641
0.3333 0.0049 0.0329 0.0911
0.5000 0.0055 0.0422 0.1220
0.6667 0.0065 0.0467 0247
0.8333 0.0077 0.0562 0.1505
1.0000 0.0087 0.0565 0.1718
1.1667 0.0093 0.0720 0.1821
1,3333 0.0107 0.0778 0.19M
1.5000 0.0116 0.0874 0.2164
1.6667 0.0130 0.0971 0.2370
1,8333 0.0134 0.1028 0.2506
2.0000 0.0146 0.1108 0.2532
2.1667 0.0181 0.1127 0.2600
2.3333 0.0162 0.1215 0.2685
2,5000 0.0 0.1213 0.2787
2.6667 0.0191 0.1374 0.26829
2.8333 0.0187 0.1487 0.3067

3.0000 0.0204 0.1545 0.3135
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La forma de esta figura, al coincidir todos los puntos experimentales en una sola 1inea, pone
de manifiesto que 1a conversidn depende del factor intensivo cgt, y por tanto, que la velocidad de
reaccién es directamente proporcional a la concentracin de enzima de acuerdo con el modelo cinético

propuesto.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio cinético con glucoss isomerasa
inmovilizada para estudiar la influencia de 1a temperatura y de la concentracifn total de hexosas en este
sistema, experimentos realizados a concentracién de enzima constante, se utilizé directamente la ecuacion

[5.108] adaptada a las condiciones homogéneas

=In {xg =x) ==1n(xg =%p) +kg Cp t (5.117]

Las conversiones obtenidas se indican en las Tablas 5.24 a 5.26 y la representacién correspondien-

te a 1a ecuacidn [5.117] se ha realizado en las Figuras 5.17 a 5.19.

Los resultados de este sistema se ajustan también a la cinética de pseudoprimer orden como se
observa en las (1timas figuras citadas, por regresion no lineal mediante el algoritmo de Marquardt se han
obtenido los valores de ky Que se indican en la Tabla 5.27 en funcion de 1a temperatura y la concentracién

total de hexosas.

De iqual manera que en el apartado anterior, los valores de ka se representan frente a la
concentracién total de hexosas en la forma que sugiere la ecuacidn [5.111] en la Figura 5.20. Se observa

con ella que los resultados se ajustan bien a la citada ecuacién.

Es evidente que en este caso no existe interferencia del transporte interno y por tanto las
ordenadas en el origen y las pendientes de las rectas indicadas em la Figura 5.20 deben estar
relacionadas con las constantes cinéticas elementales del modelo cinético propuesto de acuerdo con la
ecuacion [5.111].
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TABLA 5.24
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO. SISTEMA HOMOGENEO
T:40°C, G = 8.3 a/L, pH=17.5

50:0.5" 30:1.0" SO:Z.DM

£,
X X X

0.0000 0.0010 0.0023 0.0024
0.033 0.0352
0.1667 0.0580 0.0493 0.0431
0.3333 0.0648 0.0629 0.0460
0.5000 0.0829 0.0771 0.0536
0.6667 0.0867 0.0819 0.0550
0.8333 0.0955 0.0923 0.0633
1.0000 0.0969 0.0938 0.0876
1.1667 0.1187 0.1023 0.0706
1.3333 0.1262 0.0759
1.3500 0.1098

1.5000 0.1334 01105 0.0824
1,667 0.1385 0.1252 0.0895
1.8333 0.1518 0.1293 0.0952
2.0000 0.1603 0.1347 0.0996
2.1667 0.1702 0.1453 0.1030
2,333 0.1839 0.1484 0.1051
2.5000 0.1910 0.1528 0.1094
2.6667 0.2081 0.1641 0.1145
2,3333 0.2146 0.1682 0.1183

3,000 0.2158 0.1733 10,1239
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TABLA 5.25
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO. SISTEMA HOMOGENEO
T=350'C, ¢ =6.39/L, pH=T.5

50:0.5“ 50:1.0M 80:2-0"

£
X X X

0.0000 0.0010 0.0010 0.0023
0.0167 0.0485
0.1667 0.0768 0.0641 0.0599
0.3333 0.1077 0.0911 0.0691
0.5000 0.1488 0.1220 0.0817
0.6667 0.1617 0.1247 0.0907
0.8333 0.1763 0. 1508 0.108
1,0000 0.1822 0.1718

11667 0.2154 0. 1821 0.1196
1,3333 0.2290 0.1971 0.1387
1.5000 0.2528 0.2164 0.1417
1.6667 0.2650 0.2370 0.1562
1.8333 0.0146  0.2506 0.1609
2,000 0.2970 0.2532 0.1673
2.1667 0.3112 0.2600 0.1809
2,333 0.3031 0.2685 0.1349
2.5000 0.3275 0.2781 0.1890
26667 0.3425 0.2629 0.1936
2.8333 0.3547 0.3067 0.2004

3.0000 0.3799 0.3135
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TABLA 5.26
INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO. SISTEMA HOMOGENEQ
T=60°C, ¢ = 6.39/L, pH=T.5

05N s lOM s 20K

t,h
X X X
0.0000 0.0011 0.0010 0.0010
0.1667 0.1084 0.0982 0.0674
0.3333 0.1648 0.1242 0.0955
0.5000 0.2164 0.1631 0.1334
0.6667 0.2589 0.2032 0.1453
0.8333 0.2943 0.2283 0.1724
1.0000 0.3126 0.2693 0.1920
1.1667 0.3418 0.2820 0.1978
1,3333 0.3663 0,3016 0.2017
1.5000 0.3818 0.3177 0.2289
1.6687 0.4016 0.3423 0.2451
1,8333 0.4186 0.3661 0.2654
2.0000 0.4241 0.3746 0.2663
2.1667 0.4404 0.3763 0.2831
2.3333 0.4472 0.3890 0.2973
2.5000 0.4608 0.3950 0.3067
2.6667 0.4662 0.4239 0.2948
2.8333 0.4676 0.4137 0.3228

3.0000 0.4744 0.4264 0.3108
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0.60 —_———
0 5 10 15 20
Ceot, g'h/L
Figura 5.17, Representacidn de la ecuaci6n [5.117], T = 40°C.
— In(xe—x)
2.50
So
8]
O 05 M

2.00 —

T T T T Y T T Y ™

0 5 10 15

ceet, geh/L

Figura 5.18. Representacibn de 1a ecuacion [5.117], T = 50°C.

20
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— In(xe—x)
8.0
1
] O 05M
609 + oM o
1 © 20m
4.0 a
’ +
2.0 4
0.0 T T T
0 10 15
ceet, geh/L

Figura 5.19. Representacién de la ecusciém {5.117], T = 60°C.

TABLA 5.27
T, ¢ 5y, ¥ Ky L/geh r
0 0.5 0.0274 0.987
1.0 0.0162 0.985
2.0 0.0107 0.985
50 0.5 0.0666 0.983
1.0 0.0455 0.963
2.0 0.0249 0.989
60 0.5 0.1921 0.969
1.0 0.1155 0.994
2.0 0.0609 0.992

20
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1/kq, g-h/L
120

100 S

80 4

60

40 -]

20+

Figura 5.20.

5.5 Comparacién de los resultados obtenidos con glucosa isomerasa libre e inmovilizada,

La concentracién de enzima activa de los dos complejos enzimdticos utilizados, inmovilizado y en
fase liquida, es diferente, y por consiguiente los valores de k, por gramo de compiejo enzimitico serdn
también diferentes. Ademds, los microorganismos utilizades para la obtencién de estos complejos enziméticos
son distintos, aunque de! mismo género, por lo que las constantes cinéticas elementa .es podrian también ser
diferentes si las enzimas lo son.

Sin embarqo, si se admite que las enzimas son iguales o con un comportariento cinético igual, no
deben existir diferencias entre el comportamiento de la enzima en disolucién acuosa y el comportamiento de
la enzima retenida en la matriz de un gel, ya que en este dltimo caso se encuertra también en disolucién
acuosa aunque encerrada en pequefias bolsas dentro de la estructura del gel, por tants, admitiendo el mismo

comportamiento cinético para ambas enzimas, deberia cumplirse

(ka)[ = [5-“81
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ke (er)y

— (5.119
K1 e} +1 !

(ka)L =

donde los sutindices Iy L se refieren a la enzima inmovilizada y libre respectivamente. Dividiendo ambas

gcuaciones
(kg)g - (er)g -
W Tl L
(k) =ep

Admitiendo esta hipftesis, el médulo de Thiele y el factor de efectividad para%la enzima

inmovilizada podr<an expresarse en la forma

V ep (kg
Y 'Pp R Kl [5.121]
Q _q De

(ka)exp :
- 5,122
" ep (Kqlt 122

Teniendo en cuenta las caracteristicas de las particulas himedas determinadas en la parte 3 de

esta memoria

Yp
P 0.0151 cn
Ap

f =0.818 g/cm3

gy =0.42

y que el factor de efectivicad y el modulo de Thiele estdn relacionados por la ecuacién [5.114], para cada
temperatura y cada concentrzcifn total de hexosas en las que se dispone de experimentos realizados con

enzima libre y enzima inmovilizada, puede plantearse una ecuacidn de l1a forma

8 1

r o
LI T tgh(Bb’/eR—t) 31 T

(5.123]
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donde
(KaJexp
- 5,124
8 T ( ]
b =00 | B (kal [5.125]
Sp D" Bp

Para cada experimento que se ha realizado simultédneamente con enzima inmovilizada y libre, es
posible determinar Tos valores de 2 y de b y mediante 1a ecuacién [5.123] obtener asi los valores medios de
& )y T, por regresion no lineal, mediante esta G1tima ecuaci6n se obtienen los valores

ep =0.500
[5.126]

T =1.53

Con este factor de tortuosidad es posible evaluar ya el modulo de Thiele y el factor de
efectividad para los experimentos realizados con la enzima inmovilizada y obtemer asi la verdadera
constante cinética (k,);. Mediante el factor & se ha reducido la constante cinética obtenida en fase
homogénea a 1a misma concentracién de emzima activa correspondiente a la enzima inmovilizada. En la Tabla
5,28 se indican los valores de la constante cinética determinados para diferentes temperaturas vy
concentraciones totales de hexosas, haciendo referencia también a la forma en que se ha determinado, libre
0 inmovilizada.

Estos valores de ka se representan en la forma que sugiere la ecuacién [5.111] en funcion de la
concentracifn total de hexosas, en las Figuras 5.20 y 5.21 en las que se observa que los resultados
experimentales se ajustan aceptablemente. Mediante regresidn no lineal a la ecuacidn citada se obtienen los
valores de las constantes cinéticas ke y Ky, ¥ teniendo en cuenta la ecuacion [5.110] y la ecuacién [2.8]
correspondiente al equilibrio, es posible determinar a cada temperatura las tres constantes cinéticas
elementales que intervienen en la reaccion de isomerizacion enzimética. Los valores obtenidos para estas
constantes se indican en la Tabla 5.29. '
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TABLA 5.28
T,'C Sy Ky Método
30 0.5 0.00510 Inmovilizada
1.0 0.00319 Inmovilizada
2.0 0,00159 Inmovilizada
40 0.5 0.01516 Inmoviltizada
0.5 0.01370 Disolucibn
1.0 0.00834 Inmovilizada
1.0 0.00810 Disolucién
2.0 0.00460 Inmovilizada
2.0 0.00535
50 0.5 0.03615 Inmovitizada
0.5 0.03330 Disolucidn
1.0 0.02093 Inmovilizada
1.0 0,02275 Disolucidn
1.5 0.01736 Inmovilizada
2.0 0.01304 Inmovilizada
2.0 0.01245 Disolucion
60 0.5 0.10043 Inmovilizada
0.5 0.09605 Disolucidn
1.0 0.05046 Inmovilizada
1.0 0.05775 Disolucién
2.0 0.03188 Inmovilizada
2.0 0.03045 Disolucidn
TABLA 5.29
1,°C kger Ky K k.¢ey kg
30 0.0153 3.981 0.8342 0.00175 0.@0210
40 0.0465 4,480 0,9290 0.00500 0.00539
50 0.0829 2.552 1.0278 0.01512 0.01471

0 0.4223 6.622 1.1302 0.03384 0.02994
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1/kqe, g-h/L
800
Q 30¢
+ «gc, masovVILIZADA
0 40C, UBRE
600
400
(-]
o
200 *
o M ] I t
0.0 1.0 2.0

Figura 5.21,

1/kq, g:h/L
100

80 +

60

40 1

20

So, M

Figura 5.22
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Figura 5.23. Representacién de Arrhenius.

En la Figura 5.22 se representan estos resultados en la forma que sugiere la ecuacién de Arrhe-
nius, a la que se ajustan aceptablemente. Por regresién lineal se obtienen las ecuaciones

kfer =kg o7 =2.08+10" exp ( —%’ﬁ . Ugh [5.127]
k —5er =5.12-10"" exp ( -E%e_;i ) , mol/g  [5.128]
k —q & =2.10-101 exp ( -7_:_?‘_;0_ ; mol/g+h C[5.129]

Puesto que los valores de las constantes cinéticas incluyen la concentracién de enzime activa del
~complejo enzimético utilizado, no es posible una comparacidn directa con los publicados en la bibliografia,
pero si de las energias de activacidn resultantes, que se ha realizado en la Tabla 5.30. Lbs valores
obtenidos en esta investigacin para las energias de activacién de las constantes cinéticas de déscomposi-
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cibn del complejo intemedio coincide aceptablemente con las de Sproull et al. (1976) y son del mismo orden
0 superiores a los restantes valores propuestos. Por el contrario, la energia de activacién de las
constantes de formacién del complejo intermedio son generalmente superiores a los valores publicados en la
bibliografia; en este sentido es interesante sefialar que la influencia del transporte interno tiende a
disminuir la energfa de activacidn aparente.

TABLA 5.30
| ke | o | o o
68.5 12,1 81.9 92.0 Sproult et at. (1976)
g7.21 §4.90 49.88 58.20 Chen et al, (1980)
40.00 35.00 55.00 55.00 Kikkert et al. {1981)
11.00 54,57 59.49 86.94 Chen y Wu (1987)
87.93 87.93 75.34 83.84 Esta investigacién

5.6 Interaccidn transporte interno-reaccién en enzimas inmovilizadas en la matriz de un gel.

Considerese el catalizador formado por una matriz de celdillas que contienen disolucién acuosa de

la enzima 1ibre limitadas por membranas de ge! y que por simplicidad se supondrd en forma de ldmina, Figura
5.24,

Admitase que la resistencia al transporte interno se produce en las membranas de gel microporosas
que separan las bolsas de disolucién acuosa de 1a enzima, mientras que en éstas, dadoc su pequefic tamafio y
gue 1a difusién molecular actla libremente, la composicibn puede considerarse constante. En estas
condiciones el transporte hacia el interior de la particula y la reaccitn enzimitica no se producen
nunca simultdneamente sino que en las membranas que separan las celdillas hay gradiente de

concentracion y difusién pero no reacciém, y en el interior de las celdillas reaccién a composicidn
uniforme.
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Figura 5.24

_ Admitase también que todo el sustrato que penetra por la superficie externs I correspondiente a
una celdilla alcanza la primera de éstas, de manera que el caudal de sustrato que llega a la primera

celdilia es

1y =1 D{E (cg ~cy) [5.130]

de férmula semejante & la sequnda celdilla
1wy =1t % (¢ -cy) [5.131]
y 8si sucesivamente,

En Tas ecuaciones anteriores, Deg es la difusividad efectiva en 1a membrana de gel y los flujos Ny,

N, ... van disminuyendo debido al consumo de sustrato en cada celdilla,

Para una reaccidn de pseudoprimer orden con constante Ky

Ny =Ny +k ¢ (1 =) - [5.132]

0 en general
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Nj =Ny +kycq (1 —d) [5.133]

Sustituyendo 1a expresion del flujo en esta ecuacitn:

Deg

D
1_ﬂ(q4 —q)=%§ﬂ(ci-q4)+hciﬂ ) (5.4]

que puede reducirse a 1a forma

Cig +Cig —2 Cj =6c1 (5.136]
donde
§ =" -afd ki [5.136]
]2 Deg

representa el cuadrado de! médulo de Thiele modificado.

§i n es el nimero de celdillas por unidad de longitud en la direccién x, los valores de las
sucesivas concentraciones en las celdillas pueden asignarse al centro de éstas, y el perfil de concentra-
cidn de sustrato en 1a direccién x serd e! indicado en la Figura 5.25.

De esta forma, una aproximacién de la derivada sequnda en el punto i serd

Ci¢ =Ci _Cf =0y 2
1/n 1/n 9 d°c [5.137]
= : -2 C;
10 n°( cig *Cig i )= [ 7 ]]

dx

que serd tanto més exacta cuanto mds pequefio sea el tamafio de la celdilla.

Teniendo en cuenta las ecuaciones [5.137] y [5.135] e) proceso considerado vendria regido por

:
& 2n? g o [5.138]
it

gs evidente que
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& > & >

> + X

1/n 1/n

Fiqura 5.25

. =1 —e, nz‘é 0 -a'e -d)3 d M

[5.139]

Admitiendo que la porosidad determinada por las celdillas coincide con el hinchamiento producido

por el "swelling” de las particulas, porosidad de macroporos (celdillas)
1 —~d d d
R 1et-yw

la ecuacién {5.138] queda en la forma

que comparada con la correspondiente a la difusidn y reaccién en una particula porosa con ¢

primer orden

[5.140]

[5.141]

inética de
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2 k
fi_g -1 ¢ =0 [5.142]

pone de manifiesto que el modelo propuesto es equivalente a este fltimo con una difusividad efectiva dada

por
D
g = . [5.143]
g (1 -/& |
y aplicando e} modelo de poros paraieles
D" %
Oy & T (5.144]

& li-ya)

donde g e la porosidad debida a los microporos del gely g la total de la particula D, la ecuacién

[5.144] se deduce

T = tg T
§ 3
(g +q) g (1 - /o

[5.145]

Admitiendo que la porosidad de las membranas de gel es la determinada con las particulas secas por
el método de intrusion de mercurio:

0.072

N 3
(0.42) (0.38) (1 - y0.38 )

T

que teniendo en cuenta el factor de tortuosidad cilculado anteriormente implicarfa un valor de Tg* 2.5
para la membrana de gel, més préxime al tedrico de . para poros orientados al azar.

5.% Reactor de fibra hueca.

Puesto que los resultados experimentales han puesto de manifiesto que el médulo de fibra hueca
se comporta como un reactor diferencial, que ea la carcasa puede admitirse mezcla perfecta y que no se
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producen gradientes de concentracién asraciables para las hexosas en las membranas de las fibras, la
interpretacién de los experimentos reaii:ados con este dispositivo, puede realizarse por la ecuacidn
[5.108]

admitiendo la aproximacién de pseudoprimer o-Jen ya comprobada en los dos dispositivos anteriores. Sin
embargo, puesto que en estos experimentos st -xtrayeron muestras de la carcasa, serd necesario tener en
cuenta la masa de enzima retirada en el factor intensivo y, que zhora, en vez de por la ecuacién [5.99]
vendrd dado por

p =Y 0y [5.147]

En las Tablas 5.31 a 5.34 se indican los vz ares de y y de 1a conversi6n en el tanque calculados a
partir de los resultados primarios indicados en las “zblas 4.35 a 4.38,

Estos resultados se han representado en )¢ Figura 5.26 en ta forma que sugiere ‘ld ecuacidn
[5.108], y en ella se observa que el comportamiento ce’ médulo de fibra hueca se separa de los obtenidos en
fase homogénea, no s6lo en que se alcanzan conversicnes apreciablemente inferiores sino también en que no
se cumple la ecuacién [5.108], pues los puntos corraciondientes a los tres experimentos realizados con
este dispositivo que coinciden bien entre si, tienen :n: tendencia clara a desviarse de la linealidad que
indica la ecuacién [5.108].

:

Puesto que la actividad de 12 enzima encerrada ar la carcasa, en ausencia de sustrato péro en las
mismas condiciones experimentales no cambiaba con el tisrpo, apartads 3.0, y se ha ccmprobadoirepetidas
veces 1a no existencia de gradientes transmembrana, sélo n:n podido explicarse estos resultados @dmitiendo

que es este dispositivo experimental se produce desnatural z:zi6n de 1a enzima en presencia del sustrato.

Esta desnaturalizacion s6lo puede ser debida a la irictivacidn del complejo enzima-sustﬁato en la
capa de polarizacién de la membrana, ya que todas las restentes condiciones se producen también en los
experimentos ya comentados de medidas de 1a estabilidad de 1a ¢nzima aislada. |
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y’ g'h/L f?'l'-v:-.vrm,,.;, S
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Figura 5.26. Representacidn de la ecuacidn [5.108].

Como ya se indicé en la parte 4, el estudio de este dispositivo experimental ha sido s6lo a nivel
exploratorio y la conclusién anterior es opuesta a lo gemeralmente encontrado en la bibliografia de que la
presencia del sustrato aumenta la estabilidad de 1a enzima, Park et al. (1981), Chen y Wu (1986).

La interpretacién de los experimentos realizados en el reactor de fibra hueca admitiendo

desnaturalizacién enzimitica de primer orden, y cinética de pseudoprimer orden:

Ve cp r dt =V sp dx (5.148]

r =kep s (x -x) [5.149]
d

B kg e [5.150]

@t
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Porintegracién de esta (1tima ecuacidn

er =erg exp( —kg t) (5.151]

y sustituyendo [5.149] y [5.151] en [5.148]
mkergexp( %gt) (xg —x) dt =Vy dx [5.152]

Separando variables e integrando entre dos tomas de muestra consecutivas se obtiene

w| 2o | o, M expl —kg ty) —expl Kg tig) [5.153]
Xe ~Xi4 1 kg |

gue puede generalizarse para todo el experimento sumando las ecuaciones correspandienies a cada
intervalo

Xe —Xg mioexpl —kgty) —expl *gtijsg) 3
| = | =kep Y - : (5.154]
1 Ti d

La aplicacién directa de esta ecuacifn a los resultades experimentales se complica al no conacerse
la constante de desnaturalizacion kg que interviene en el sumatorio, sin embargo, utilizando valores medios
de la masa de enzima y del volumen tota) de fase 1iquida, dada la pequedia variacién de ambos, ﬂa ecuacion

RN NLILEE -exp( ¢ t) (5.155]
Xg = X Vil Kq

que aplicada a los resultados de los tres experimentos realizados, por regresién no lineal, se obtiene

[5.154] se reduce &

k erg =0.0639 L /g kg =0.433 n rt =0.992 - L5156

Mediante el valor de kd estimado asi se ha calculado el sumatorio de la ecuacién [5.134] que
permite la linealizacién de los resultados obtenidos con el médulo de fibra hueca. La representacién
correspondiente se realiza en la Figura 5.27 junto con los resultados obtenidos en el experimento en fase
homogénea realizado en las mismas condiciones y con enzima de la misma edad. Se aprecia en esta fiqura que
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los resultados experimentales realizados con el médulo de fibra hueca se ajustan bien a la ecuacidn [5.154]
y coinciden prdcticamente con el valor de k &y obtenido para el experimento homogéneo de referencia, Tabla
5.35.

TABLA 5.35
INTERPRETACION DE LOS EXPERIMENTOS DE FIBRA HUECA

Experimento k~em, L/g-h r2
Homogéneo 0.0758 0.998
Hollow fiber
m=1.269 0.0718 0.999
n=2.52¢ 0.0629 0.99%
m=2.824¢ 0.0614 0.996

Por tanto, a falta de una mejor comprobacién experimental los resultados obtenidos en este
dispositivo experimental parecen sugerir que se produce la desnaturalizacidn del complejo enzima-sustrato
probablemente en 1a capa de polarizacién de 12 membrana,
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Como resultado de la presente investigacidn se ha ilegado a las siguientes conclusiones:

1.- Se ha determinado 1a constante del equilibrio de isomerizacién glucosa 2 fructosa, a pH = 7.5
y una concentracidn total de hexosas de 0.002 M, en el intervalo de 30 & 60°C, su comparacién con los
resuitados publicados en 1a Bibliografia pone de manifiesto que los valores de Ko son consistentes en un
intervalo de pH de 6.5 a 8.5 y hasta concentracin total de hexosas de 3.4 M, su variacion con la
temperatura viene dada por

Ke =24.3 exp ( _Biazi)

que reproduce también aceptablemente la mayor parte de los valores publicados en el intervalo de 30 a
80°C.

2.- Se ha desarrollado un modelo cinético para el proceso considerado a partir del mecanismo de la
reaccion establecide en 12 Bibliografia que se aplica 2 los diferentes tipos de reactores
deduciéndose las ecuaciones que se aplican posteriormente a la interpretacion de los resultados experimen-
tales.

3.- Se ha desarrollado un modelo para tener en cuenta la influencia del transporte interno en
sistemas con enzimas inmovilizadas sobre un soporte s6lido que introduce un factor de efectividad
modificado para temer en cuenta ademds del transporte interno la desviacion de la cinética de
180 orden. Para cualquier ecuaci6n cinética la integracién de la ecuacién de continuidad del sustrato en
el interior de la particula se realiza por el algoritmo de Runge-Kutta de 40 ordem y aunque se trata de
un problema de valor 1imite se han resuelto las dificultades de convergencia por eleccidn del valoer inicial
supuesto teniendo en cuenta el limite &l que tiende la ecuacién de continuidad en el centro de la
particula. ‘
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4,- la aplicacion del programa de cdlculo del modelo anterior ha permitido desarroliar una
correlacion para el cdlculo del factor de efectividad modificado para ecuaciones cinéticas tipo Michaelis-
Menten semejante a la propuesta por Kobayashi et al. (1976), pero que reproduce ligeramente mejor los
resultados obtenidos por integracion numérica, es védlida en un intervalo mds amplio de los pardmetros
cinéticos v tiene un parédmetro ajustable menos.

5.- Los resultados obtenidos en el reactor de lecho fijo y recirculacién, variando el caudal de
circulacion y la masa de enzima inmovilizada en el lecho ponen de manifiesto que este dispositive
experimental se comporta como un reactor diferencial, lo que facilita la interpretacién de los resultados

experimentales obtenidos, {

6.- La interpretacion de los experimentos cinétices con el dispositivo anteriormente comentado ha
pueste de manifiesto que la cinética de 1a reaccién se ajusta a un proceso reversible de pseudoprimer

orden, lo que indica que las constantes de Michaelis-Menten en ambos sentidos son prdcticamente iguales y
por tanto que 12 afinidad de ambos isémeres por la enzima es muy préxima,

7.- la conclusién anterior se ha confirmado con los resultados obtenidos en fase homogénea, en un
reactor mezcla perfecta con la enzima en disolucidn. En ambos casos, la constante cinética aparente de
pseudoprimer orden es funcién de la concentracifn total de hexosas en la forma prevista por el modelo
cinético,

8.- Para la comparacion de los resultados obtenidos con la enzima inmovilizada y libre se ha
desarrollado un método para e] cédlculo simulténeo de la actividad relativa y de la difusividad efectiva en
la enzima inmovilizada o el factor de tortuosidad si se admite el modelo de poros paraleloé para esta
difusividad. E1 valor resultante para e) factor de tortuosidad es de 1.53, es inferior a los generalmente

encontradas con particulas porosas y al tefrico de 3 para una orientacidn al azar de la direccifn de los

pores.
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9.- Los resultados conjuntos con enzima libre y con enzima inmovilizada, una vez evaluado el
factor de efectividad para estos G(ltimos, han permitido determinar las tres constantes cinéticas
elementales independientes y su variacién con la temperatura que se ajusta a la ecuacién de Arrhenius,

10.- Los valores obtenidos esta investigacion para las energias de activacion de las constantes
cinéticas de descomposicicén del compizjo intermedio son del mismo orden que los valores encontrados en la
Bibliografia. Por el contrario, la energia de activacién de las constantes de formacién del complejo
intermedio son generalmente superiores a los valores publicados; en este sentido, es interesante sefalar
que 1a influencia del transporte intarno tiende a disminuir 12 energia de activacién aparente.

t1.- Se propone un modelo para las enzimas retenidas en la matriz de un gel que permite explicar
que el factor de tortuosidad para estos sistemas sea algo inferior al correspondiente a una particula
porosa,

12.- E1 estudio experimsstal de este sistema utilizando un mGdulo de fibra hueca para retener la
enzima ha puesto de manifiesto quz las conversiones obtenidas en este caso son apreciablemente inferiores.
Sin embargo, medidas de la actividad de la enzima retenida en la carcasa del médulo de fibra hueca en
ausencia de soluto, indican que la enzima no se desactiva en estas condiciones.

Estos resultados s6lo han 10dido ser explicados.admitiendo que en presencia del sustrato si se
produce desnaturalizacién de la enziza, probablemente por adsorcién del complejo enzima-sustrato en la capa
de polarizacién de la membrana,
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Tor

variable adimensional, ecuacién [5.43]

superficie externa de las particulas por unidad de volumen de dispersidn, 'y
médulo adimensional, ecuacién [5.68]

concentracion de) complejo enzimético, g/L

difusividad efectiva, cm/s

difusividad molecular, cm?/s

didmetro de particula, m

energfa de activacion para k,, Ki/mol

relacién de concentraciones enziméticas entre sweetzyme T y spezyme GI
concentracidn de enzima activa por gramo de enzima inmovilizada
concentracién de glucosa en e! tanque, g/L

concentracién de glucosa a 1a salida del reactor, g/L
constante cinética de la ecuacion

constante cinética, ecuacidn [5.19], L/g-h

constante cinética, ecuacién [5.20]

constante de equilibrio

constante de desactivacibn enzimética, p!

constantes cinéticas de isomerizacién, ecuacién [2.2], mol/g-h
constantes cinéticas de isomerizaci6n, ecuacidn [2.2], L/g-h
coeficiente de transferencia de materia, m/h

constante de Michaelis Menten para fructosa, M

constante de Michaelis Menten para glucosa, M

constante cinética, ecuacion [5.9]

constante cinética, ecuacidn [5.10]

constante cinética, ecuacién [5.11]

longitud equivalente, m

médulo de Thiele globalizado

masa de enzima, ¢

caudal de circulacién, L/min

velocidad de reaccion en el sentido fructosa=glucosa, mol/g-h
velocidad de reaccion en el sentido glucosa~fructosa, mol/g-h
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velocidad de reaccion observada, mol/g-h

velocidad de reaccion volumétrica en el sentido fructosa=giucosa, mol/h
velocidad de reaccifn volumétrica en el sentido fructosa--glucesa sin influencia del transporte,
mol/h

concentracion inicial de sustrato, mol/L

tiempo de reaccidn, h

temperatura, °C

volumen total de fase 1iguida

velocidad maxima de reacci6n para fructosa, mol/heg

velocidad mdxima de reacci6n para glucosa, mol/h-g

conversidn

conversién inicial

conversidn de equilibrio

conversién a 1a salida de! reactor

variable intensiva de tratamiento, g-h/L

variable adimensional, ecuacién [5.42]

variable adimensional, ecuacion [5.47)

nédulo adimensional para la desviacidn de la cinética de primer orden
factor de efectividad para el transporte internc

factor de efectividad para transporte interno y externo

factor de efectividad para una reaccién de orden cero

factor de efectividad para una reaccién de primer orden

porosidad de las particulas

médulo de Thiele

médulo de Thiele de orden cero.

médulo de Thiele de primer orden.

densidad de particula, g/cm3

tortuosidad
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8.1 Penetracién de mercurio.

En este apartado se recogen los resultados obtenidos al utilizar la porosimetria de mercurio

2

las particulas de enzima sweetzyme T de Novo. En 1a Tabla 8.1 se presentan las presiones aplicadas, P, el

radio de poro, R, el volumen introducido en los poros, Wy el parémetro dvn/dlgR. En la Figura 8.1 se

representa el volumen de mercurio frente al radio de poro y en la 8.2 an/dlgR frente a R, observéndose que

1a mayoria de los poros presentes en las particulas tienen un radio comprendide entre 2 y 20 nm,

TABLA 8.1
Presitn, kPa Radio, nm Volumen, cm/q dv/dlogP

178 4102.35 0.0000 0.0093
455 1616.08 0.0450 0.00686
765 960.91 0.0530 0.0045
1123 654,36 0.0610 0.0023
1571 487.91 0.0610 0.0011
2080 386.73 0.0640 0.0039
2570 285.95 0.0690 0.0043
3094 237.85 0.0720 0.0015
3618 203.16 4.0720 0.0000
4162 176.59 0.0720 0.0000
4707 156.17 0.0720 0.0000
5265 138,61 0.0720 0.0030
5823 126.23 0.0750 0.0059
6409 114,69 0.0770 0.0061
7001 104.98 0.0800 0.0033
7608 96.61 0.0800 0.0039
822 89.41 0.0830 0.0079
9344 78.66 0.0880 0.0101
10618 69.22 0.0910 0.0127
11908 61.73 0.1010 0.0132
13231 55.55 0.1040 {.0028
14554 50.50 0.1040 0.0127
15905 46.21 0.1120 0.0094
17248 42.61 0.1120 0.0108
18620 39.47 0.1170 0.0110
20012 36.73 0.1200 0.0038
21390 34.36 0.1200 0.0046
22810 32,22 0.1230 0.0094
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TABLA 8.1 (CONTINUACION)

Presién, kPa Radio, nm Volumen, cms/g dv/dlogP
24443 30.07 0.1250 0.0148
26593 27.64 0.1330 0.0177
28771 25,54 0.139%0 0.0115
30940 23.72 0.1410 0.0161
33229 22.12 0.1470 0.0129
35503 20,70 0.1490 0.0140
37798 19.45 ¢.1550 0.0294
40120 18.32 0.1650 0.0450
42477 17.30 0.1760 0.0472
45413 16.18 0.1890 0.0345
48631 15.11 0.1970 0.0259
51890 14,16 0.2030 0.0418
55198 13,32 0.2190 0.0580
58540 12.56 0.2350 0.0346
61931 11.87 0.2370 0.0213
65542 1.2 0.2450 0.0436
69814 10.53 0.2610 0.0417
14245 9.90 0.2690 0.0386
78759 9.33 0.2800 0.0404
83328 §.82 0.2910 0.0421
87979 §.35 0.3010 0.0475
9217 7.8¢ 0.3120 ¢.0402
98971 1.43 0.3230 0.0345
104828 1.01 0,3310 0.0359
110748 .64 0.3390 0.0374
116970 6.28 0.3490 ¢.0313
124034 5.93 : 0.3550 0.0251
131359 5.60 0.3630 0.0307
1388717 5.29 0.3710 0.0373

146520 5.02 0.3810 0.026%
154562 4,76 0.3840 0.0309
163665 4,49 0.3950 0.0362
172921 4,25 0.4030 0.0375
182443 4,03 0.4130 0.0323
192380 3.82 0.4190 0.0315
203517 3.61 0.4290 0.0476
214894 3.42 0.4400 0.0272
226540 3.24 0.4430 0.0164
239102 3.07 0.4480 0.0489
252471 2.9 0.4670 .0655
266374 2.16 0.4800 0.0501
280601 2.62 ¢.4910 0.0500
295996 2.48 0.5010 0.0546
312397 2,38 0.5120 0.0489
329268 2.23 0.5200 0.0334
346825 2.12 . 0.5250 0.0388

365631 2.01 05390 0.0509
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8.2 Tratamiento de imigenes.

Los valores obtenidos de superficie de particula y serimetro para particulas secas y himedas de la
enzima sweetzyme T como consecuencia del tratamiento de iméd:enes, se recogen en las Tablas 8.2 y 8.3
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TABLA 8.2
PARTICULAS SECAS

5 P 5, 2 5 2 5 2
0.579  3.077 0.8813  3.699 0.3564 2,249 0.6728  3.554
0.4805  2.734 0.6429 3155 0.3125  2.244 0.857  3.249
0.5642 2,897 0.4317 2.5 0.2992 2,011 0.4664 2,705
0.4905  2.726 0.7357  3.617 0.5131 2,778 0.3779 2,224
0.9209  3.848 0.6174  3.242 0.6782  3.140 0.7640  3.345
0.4157 2887 0.4556  2.519 0.4230  2.519 0.2997 1,961
0.7211  3.430 0.4200  2.4%0 0.2131 1,953 0.3703  2.411
0.4132  2.529 0.4185  2.372 0.4821  2.561 0.5099  2.898
0.4832  2.582 0.4143  2.323 0.7305  4.020 0.3854 2,32
0.4811  2.722 0.6364 3321 0.7591 3.3 0.538  2.935
0.343 2214 0.4811 2,775 0.4317 2440 0.5919 3,081
0.4087  2.701 0.3766  2.374 0.8726  4.039 0.4735  2.T12
0.3048  2.490 0.7341  3.549 0.3969 2,352 0.7614  3.816
0.5712  2.966 0.8172  3.863 0.5528  2.847 0.9474  4.332
0.4985  2.708 0.6217  3.126 0.5180 2,767 0.5336 2855
0.2085  1.740 0.5718  2.944 0.6690  3.442 0.5443  3.149
0.4214  2.568 0.4110 2,501 0.3882  2.292 0.8181  3.709
0.3443  2.172 0.5008  2.915 0.6652 3,226 0.4448 2,485
0.5289  2.782 0.6060  3.011 0.5212 2,900 0.9021  3.851
0.6548  3.259 0.727  3.382 0.5012  2.704 0.6652  3.152
0.4995 2,842 0.3584 2,222 0.3122  2.240 0.5170  2.759
0.5506  2.815 0.4252 2,439 0.6690  3.369 11314 4,825
0.5799  3.068 0.5435 2,929 0.3  2.445 0.3688  2.315
0.2150  1.793 0.5048  3.018 0.8215  3.814 0.6679  3.157
0.5110  2.887 0.7211 3.4 0.5647 2,959 0.8296  3.736
0.4208 2,519 0.6206  3.402 0.5745  3.034 0.7063  3.210
0.6658  3.736 0.5767 3,015 0.7113  3.34 0.6533  3.190
01917 1.813 0.6559  3.563 0.5799 2,991 0.559 2,889
0.3318  2.266 0.9372  4.213 0.4713  2.659 0.5030  2.971
0.7911  3.548 0.32683  2.042 0.4040 2,400 0.5544 2899
0.6635  3.068 0.6271  3.385 0.5348 2,675 0.5295  2.T49
0.329  2.176 0.5500  2.790 0.3483 2,418 LT 4,322
0.7238  3.308 0.5017 2,692 0.5175  2.764 1.0308  4.016
0.4132  2.389 0.4252  2.563 0.5327  2.870 LA 447
0.6500  3.235 0.5148  3.003 0.4092  2.678 0.4218 2,438
0.4608  2.892 0.2131 2,083 0.9855  4.493 0.6950  3.277
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TABLA 8.2 (CONTINUACION)

i i i i i i i i
0.5582  2.913 0.4762 2,999 0.9296  4.389 0.6901  3.397
1,3056  5.248 0.3389 2.393 0.2447  1.831 0.4558  2.638
0.7685  3.611 0.7786  3.436 0.5031 2.781 0.8135  3.526
0.4251 2.3 0.2641 2.1 0.5619 2,853 0.5796  3.015
1.4873  6.529 0.874¢ 4,031 0.4885  2.144 0.7805  3.852
0.8729  3.762 1.0892 4,918 0.4042 2,419 0.4480 2.508
1.0600  4.387 0.7812  3.785 0.3829  2.630 0.4924  2.632
1.2455  4.884 0.7158  3.453 0.8834 4,335 0.4504  2.607
0.7664 3.7 0.8895  4.035 0.6843  3.418 0.5862 2,822
0.5003  2.835 0.7692  3.576 0.3588  2.461 0.3601 2}260
0.7491 3473 0.9649  3.747 0.5076  2.974 0.7997 3.
0.8410  3.829 0.9358  5.15% 0.8633 4,375 0.5316  3.101
1,3856  5.219 1.0810 4,367 0.5280  3.033 0.5019 2,863
1,2315  4.874 0.6312  3.341 0.3673  2.343 0.7048  3.799
0.74714 3.4 0.6251 3181 0.8333  3.884 0.5514 2,807
0.5500 2.1 0.6214  3.556 0.5418 2,817 0.7019 3,455
0.8367  3.876 0.4677  2.743 0.6432 2,998 0.7694  3.703
0.6468  3.084 0.7031  3.319 0.3019  2.008 0.7112 3,787
0.3223  2.246 0.5178 2,931 0.3937  2.270 0.5136 2.915
0.5760  2.939 0.3100 2,126 0.8198  4.870 0.7361  3.295
0.6831 3,225 0.5121 2,735 0.4597  2.950 0.2891 1.919
1.0460  4.348 0.3445 2,157 0.2669  1.929 0.5199  2.986
1.2288  4.790 0.2276 1.736 0.2405  1.888 0.3895 2,419
0.6220  3.084 0.5580  2.869 0.1738  1.603 0.5553  2.876
0.4878  2.7131 0.2636 1,984 0.8537 4,206 0.6516  3.533
0.5679 2,737 0.2981  2.076 1.8528 71.722 0.3738 2,415
0.8789  3.739 0.278%  2.054 0.7778  3.748 0.4546 2,559
0.7436  3.809 0.6540  3.354 1.0786 4,831 0.8966 . 4.078
0.6912  3.486 0.4852 3,293 0.4765  3.167 0.7079  '3,680
0.3730  2.555 0.7844  3.703 0.6243  3.359 0.5697 2,982
0,3431  2.481 0.5736  3.199 0.3652  2.411 1.0168 4,053
0.3865 2.545 0.5112 2,715 0.6891  3.468 0.5835 3;072
0.9061  4.534 0.3502  2.204 0.5319  2.805 0.7202 3,487
0.2983  2.249 0.6981 3.434 0.4150  2.455 0.8231 3,478
0.3901  2.59%9 0,3190  2.192 0.5112  3.037 0.4336 12,427
0.6158  3.197 0.9385 4,145 0.4072  2.350 0.5823 3,245
0.5092 2.793 0.7148  3.619 0.4642  2.557 0.62%1 3,043
0.6037  3.393 0.8261  3.890 0.6891  3.420 0.7874 3,474

0.5016  2.706 0.8765  3.935
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TABLA 8.3
PARTICULAS HUMEDAS
5 P 5, P 5, P, 5 2
13804 4.600 0.8250  3.837 0.9532 4,048 1.0465  6.212
0.3950  2.380 0.7155 3,268 0.8749  3.686 0.4787  2.824
0.8811 4,161 0.8891  3.839 11687 4.421 0.8098  3.548
0.7211 3,258 0.7507  3.415 0.7182  3.432 0.6560  3.244
12120 4.946 0.6631  3.198 0.6748 3,030 0.6530  3.147
0.919  3.754 0.4121 2,469 2.0179 5,978 0.3981  2.393
0.4235 2,414 0.4420 2,528 19084 5.672 0.8398  3.738
12053 5.044 0.8302  3.828 0.6243 2,927 0.9409  4.114
0.7063  3.632 0.6274 3,255 0.945 4,118 0.7702 3.6
0.5019  3.129 0.7518 3,387 0.6947 3,162 0.7208  3.501
0.5482 2,997 0.6896 3.1t 10019 4,042 0.7264 3,283
1.0195  3.928 0.7528 3,554 11435 4.245 10178 4.436
0.4018 2365 0.4718 2,572 0.7135 3,218 14513 5197
0.7214  3.388 0.5404 2,887 0.8420  3.724 0.6205  3.545
11163 4,893 10885 5.030 0.7768  3.875 0.4244  2.528
0.5403 2,934 0.6522  3.529 0.7602  3.384 0.913  3.880
10387 4.706 0.5964  3.432 0.885  3.659 12083 5.086
10852 4.201 1.0032  3.834 11088 4.493 0.970  4.1%4
Lony 4327 0.8477 3,562 0.4911  2.533 0.5722 2,962
0.4256  3.084 10692 4.333 0.7630  3.238 0.5014 3,356
0.5024  2.689 0.6379 3,258 0.7931  3.478 0.6356 3,648
0.4930 2,632 2,233 6.615 0.9169  3.85 0.6889  3.654
0.8918 4,032 18838 5.671 0.5482  2.817 0.7822  3.797
0.5706  2.893 0.6118  2.879 0.6320  3.213 0.3313 2,28
0.7 3.65 13276 4,937 T3 4,902 LI 4318
0.535  2.888 10043 4.281 0.7376  3.510 0.5520 2,944
10746 4,426 0.9640 3,893 12863 4.873 0.5339  3.012
0.5381  2.797 0.7646  3.361 0.741 3,837 0.6221 3243
0.6977 3,515 0.7445 3218 11878 4,347 0.7549 3,800
0.766¢  3.321 0.834 3,585 0.5695 3,275 0.7130 3,576
0.7409  3.628 0.7624  3.748 0.6205  3.237 0.5256  2.691
11763 4.530 0.7908  3.454 0.6209  3.143 0.4713 2,612
0.9735 4,164 0.8079  3.611 10212 4.805 0.6460 3,278
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TABLA 8.3 (CONTINUACION)

§ P § P; §; Z § Pi
11650 4,442 1.0237  4.520 0.9102 4,166 0.9164  3.868
0.6793  3.223 0.7061  3.145 0.5164 2,966 0.8182  3.4%4
0.7107  3.325 0.8034 3.4 0.8101  3.842 0.7053  3.400
1,128 4.204 0.8187 3710 0.0889  3.747 0.7788  3.684
0.5539  2.861 1.0683  3.831 0.5379  2.745 0.6162  3.257
0.6584 3,067 0.5252  2.756 1,3631  5.363 0.3793 2,372
1.2545 4,484 0.8615  3.908 0.6720  4.358 0.7662  3.534
0.5745  3.168 0.8203  3.493 0.5641 2,799 1,6280  5.204
0.5840  2.895 0.9471 3,855 0.6610  2.998 0.9795  4.032
0.2825 1,979 0.8164  3.644 1.0622 3,810 0.6435 3,066
0.9891 4,241 0.6706  3.823 0.6190  3.096 1,350 4,527
0.6673  3.080 0.9628 4,267 0.3157 2,141 1,021 3.795
0.5672 2,819 1784 4,722 1,2366  5.340 1.8579  5.226
1,0310  3.963 0.4256 2,441 0.3659 2,265 0.3741 2,457
1,218 4.543 1.5869 5,068 0.7407  3.265 0.6122  2.981
0.9858  3.895 0.7973  3.788 0.4446 2,579 0.8015  3.498
0.4131  2.480 0.8796  3.522 0.9411  4.139 07302 3.207
0.9527  4.338 0.9785  4.113 0.3703 2210 0.8940  3.770
0.8535 3,903 0.8160  3.460 0.4819  2.664 0.7406  3.425
0.5903 2,928 1,028 4.511 0.4511  2.657 1,1808 4,132
1,335 5.030 0.8926  3.577 0.6843  3.146 0.5701  2.900
0.6313  3.018 1,561  5.718 0.4699 2,525 1,385 5.640
1.3647  4.345 07202 3.182 0.7076  3.353 0.4759  2.724
0.8529  3.719 0.7052  3.119 0.6308  2.892 0.853  3.703
0.3708  2.530 0.7990  3.587 0.5097 2,695 1.4635  5.383
1AT19 4,196 11221 4,898 0.9961  3.976 07832 3.887
0.7842  3.496 0.4274  2.408 1,081 3.825 0.9053  3.829
0.4476 2,475 0.7631  4.629 0.5985  2.917 0.8421  3.512
0.5865  3.304 0.7199  3.384 0.2624 2,040 0.9404 3,804
0.8735  3.454 1,165 4.120 0.7376  5.722 0.7832 3,341
0.6484 2911 0.6897  3.072 0.4749 2,585 0.8882 3,894
1,3048  4.802 0.6673  3.089 11567 4,249 0.7937 3,602
0.4361  2.689
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8.3 Ajuste mediante funciones spline cibicas de los resultados experimentales.

8.3.1 Fundamento.

L

Considérese una funcién spltine de orden expresada en la forma:

X Xy X =X X =Xy [1]
B(x) =agg+ag- lx_k +a- T(k_ +ay - —W

para el intervalo k, entre los nodos k y k+i, de manera que

Axk= Xk*"‘k [2]

y tratemos de sustituir los coeficientes 40 Yy oy ¥ 3y POT los valores de la funcién y su derivada
segunda en los nodos:

Yk =gk (3]
Y4 =k Aty +ay [4]
1a sequnda derivada viene dada por
2a ba X =X
By =y [ - “] [0.5]
Axk Axk k
que aplicada en ambos nodos
28y
Ck =—2 (6]
Axk
2ay Sy
Gt = — *—y [8.7]
Axk Axk

De las ecuaciones [8.3], [8.4], [8.6] y [8.7] se obtiene:

g =Y [8.8]
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2
_ oyt Axy [8.9]
azk = __—_E——-_—
)
Ax 8.10
ag ={ck4 =Cyl -5 .11}
2 2
Axy Ax, o e1]

g =Y+ — Yk _—3— * Ck T O 4

que sustituidos en [8.1] conducen a:

aix) = 1 X =Xy Jrong .
S B Yol R - Yl B
Axl 2 2 2
R pxo-x | Ax fxo-x ] A [ -x [8.12]
+| = + = Cy + :
3 Axy 2 Axy § Axy

2 2
Axg x -xg| | A% |x -xy
+| - + *Cye
§ Axy § Axy

ecuacion que como puede comprobarse cumple ya las condiciones de continuidad de la funcién y de su sequnda

derivada entre los diferentes intervaloes.

La continuidad de la primera derivada exigiria que en cada nodo interno

By 4(x) =Bylxy) k=23 ..., n- (8.13]

siendo n el nimerc de nodos.

Derivando [8.12] se obtiene:

Yk Yk 4 Axg X =X Axg v -x
Bi(x) == — + " +] — = - -
() Axy  Axg 8 + Ay [ Xk ] 2 [ X J
(8.14]

+| -

Ax Axp | x —x
ko, k[ - e

§ 2 X
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que aplicada a1 nodo k en los dos polinomios que coinciden en é1:

Yk 4 Yk Ay g4 Ay,
B L(xy) =~ + + “Cyy + . ¢ [8.15]
k+( (| ka4 ZxH 6 k+ 3 k
Yk Yhe  Axg Axy
B' = - — - c - . 8-16
U Vo, v el S s & 18.18]

y por tanto 1a ecuacién [8.13] queda en 1a forma:

1 1 1 1
- + + - +
Ay K [ Ay Ax ]yk Y

A’;H . +( Ax 4 +Axk ]

[8.17]

+ _ c“ =0

Se desea determinar los valores de Y ¥ €y {(k=1,2 ... n) que hacen minimo

]
F ‘; i (Y1 - By ()(1))2 (8.18]

siendo m, el nimero de puntos experimentales (Xi’ yi) del intervalo k

n4

EE: n =" [8.19]
3

sometidos a las restricciones de n-2 ecuaciones de la forma [8.17].

Para ello puede utilizarse el método de los multiplicadores de Langrage y llamando v, a las
variables: 2n (n Yy n ck)

8.20
g:;*_a_v_n (8.20]

donde ‘k son las ecuaciones [8.17] lk los carrespondientes multiplicadores de Lagrange.

Se dispone por tanto de 2n ecuaciones de la forma [8.20] y n-2 ecuaciones de 1a forma [8.17] y 2n
incognitas mas n-2 multiplicadores de Lagrange por 1o que el sistema estd determinado.
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§.3.2 Programa.

El organigrama simplificado de cdlculo se muestra en la Figura 8.3. y el listado del programa en

Pascal se recoge a continuacion.

Leer numero de parejas
de datos, y—x

Fijar ndmero de nodos, N
y razén para el incremento

Cdlculo de los coeficientes de un
polinomio cabico entre cada dos nodos,
de manera que su valor y las dos primeras
derivadas sean continuas

Evaluar el sumatorio de los
cuadrados residuales

Modificar N hasta
minimizaor SSR

Es correcto
el valor de N

Evaluar las pendientes, dx/dy
en los puntos preestablecidos

Figura 8,3, Organigrama simplificado para el programa de ajuste mediante splines

chbicas.
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PROGRAM AJUSTE_SPLINE3;
USES CRT,

CONST
NMAX=10;
MMAX=100;
PRECISION=1E-12;

TYPE
REAL=EXTENDED,
FICHERO=STRING[12];
VECTORM=ARRAY[1. .MMAX] OF REAL;
VECTORN=ARRAY[1. .NMAX] OF REAL;
MATRIZSX=ARRAY[1..NMAX,0..6] OF REAL;
MATRIZSYX=ARRAY[1..NMAX,0.,3] OF REAL;
HATRIZB=ARRAY[1..3%NMAX-2,1, ,3¥NMAX-1] OF REAL;
VECTORR=ARRAY[1..3¥NMAX-2] OF REAL;
VECTORB=ARRAY[1..3%xNMAX-2] OF BYTE;

VAR
DATOS,SALIDA:TEXT;
NOMBRE_FICHERO,FICHERO_SALIDA:FICHERO;
X,Y,Z,YCAL,ZCAL,DYCAL,DZCAL:VECTORM;
FM,CH,E,J M, N,NE,F,I:BYTE;
DXT,G,XINICIAL,BMAX,SSR,SVP, §ST,FACTOR,E0,S0,PM,v: REAL;
DX,XI,C,YK,AQ,A1,A2,A3:VECTORN;
SX:MATRIZSX;
SYX:MATRIZSYX:
B:MATRIZB;
JB:VECTORS;
SOLUCION:VECTORR;
CONT :CHAR;

PROCEDURE LEER_DATOS{NOMBRE_FICHERO:FICHERO;VAR M:BYTE;VAR EC,50,PM,v:
REAL;VAR X,Y,Z:VECTORM);
VAR
XAUX, XAUXZ,VOL:REAL;
BEGIN
ASSIGN(DATOS, NOMBRE_FICHERO);
RESET(DATOS);
READLN(DATOS,M,80);
FOR I:=1 70 M DO
BEGIN
READLN(DATOS,X[1],Y(I]);
X[11:=X[11/60; [PARA PASAR LOS TIEMPOS A HORAS}
END;
CLOSE(DATOS);
~END;

FUNCTION POT(BASE:REAL;EXPONENTE:BYTE):REAL;
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BEGIN
IF BASE=0 THEN POT:=0 ELSE POT:= EXP(EXPONENTEXLN(BASE))
END;

PROCEDURE CREAR_INTERVALOS(N:=YT;G,DXT,XINICIAL:REAL;VAR DX,XI:VECTORN);
VAR
DXB,DENOMINADOR : REAL;
BEGIN
DENOMINADOR: =0;
FOR I:=1 TO N-1 DO
DENOMINADOR:= DENOMINADOF - POT(G,I-1);
DXB:= DXT/DENOMINADOR;
XI[11:=XINICIAL;
FOR 1:=1 70 N-1 DO
BEGIN
DX[1]:=DXBxPOT(G,I-1);
XI{I+1]:=XI[1] + DX[I]
END;
XIIN]:=X[M];
END;

PROCEDURE CREAR_INTERVALO32(N:BYTE;G,DXT,XINICIAL:REAL;VAR DX,XI1:VECTORN);
VAR
DXB1,0XB2,DENOMINADOR1,DENOMINADORZ : REAL;
N1,N2:BYTE;
BEGIN
IF 0DD(N) THEN
BEGIN
Nt:=(N-1) DIV 2;
N2:=Nt
END
ELSE
BEGIN
N1:=(N-2) DIV 2:
N2:=N1+1
END;
DENOMINADOR1:=0;
FOR I:=1 70 N1 DO
DENOMINADOR1:= DEOMINADOR! + POT(G,I-1);
DXB1:= DXT/{2xDENC4INADOR1);
XI[1]:=XINICIAL;
FOR I:=1 70 Nt DO
BEGIN
DX{I]:=DXB1xPC™{G,N1-1);
XTLT+13:=X1{1] + DX[I]
END;
DENGMINADORZ:=0:
FOR I:=1 70 NZ £0
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DENOMINADOR2: = DENOMINADOR2 + POT(G,I-1);

DXB2:= DXT/(2%DENOMINADOR?);

FOR I:=1 70 N2 DO

BEGIN
DX[N1+1]:=DXB2%POT(G,I-1);
XI[N1+I+1]:=XI{N141] + DX[N1+I]

END;

XIN]:=X[M];

END;

PROCEDURE CALCULO_SUMATORIOS (N,M:BYTE;X,Y:VECTORM;DX,XI:VECTORN;
VAR SX:MATRIZSX;VAR SYX:MATRIZSYX);
VAR
J,P:BYTE;
U:REAL;
BEGIN
FOR J:=1 TO N-1 DO
BEGIN
FOR P:=0 TO 6 DO
$x{y,P]:=0.;
FOR P:=0 70 3 00O
SYX[J,P]:=0.
END;
§X[1,01::1;
SYX[1,0]:=¥[1];
I:=t;
FOR J:=1 70 N-1 DO
BEGIN
¥HILE (I<=M) AND (X{I]¢=XI[J+1]} DO
BEGIN
Urz (X{II-XT[JT)/0N[4];
FOR P:=0 T0 6 DO
SX[J,P]:= SX[J,P] + POT(U,P);
FOR P:=0 T0 3 DO
SYX[J,P]:=SYX[J,P] +Y[1]*POT(U,P):
I:z141;
END
END
END;

PROCEDURE MATRIZ_COEFICIENTES(N:BYTE;DX:VECTORN;SX:MATRIZSX;SYX:MATRIZSYX;
VAR B:MATRIZB);
BEGIN
FOR F:= 1 TO 3%
FOR I:=1 TO 3%
B(F,I]:= 0;
B[1,11:=POT(DX[1],4)%(4xSX[1,2]-12%8X[1,3]+13%SX[1,4]-6%SX[1,5]+SX[1,6])/6;
B[1,2]:=POT(DX[1],4)x(28SX[1,2]-3%sX[1,3]-SX[1,4]+3x8X[1,5]-SX[1,61)/6;
B{1,N+11:=POT(OX[1]1,2)%(-228X[1,1]45%SX[1,2]-4%8X(1,3]+5X[1,4]);

N-2 DO
N-1 DO



268 APENDICES

B[1,N+2]:=POT(DX[1],2)%(-2%SX[1,2]+3x8X[1,3]-SX[1,4]);
B{1,2eN+1]:20X[1]/2;
B[1,3%N-1]:=POT(DX[1],2)%(-2%SYX[1,1]+3%SYX[1,2]-SYX[1,3]);
FOR F:=2 TO N-1 DO
BEGIN
B[F,F-1]:=POT(DX[F-1],4)*(2%8X[F-1,2]-3%SX[F-1,3]-SX[F-1,4]+38SX[F-1,5]
-SX[F-1,6])/6;
B[F,F]:=POT(DX[F-1],4)¥(SX[F-1,2]-2%SX[F-1,4]+SX[F-1,6])/6 +
POT(DX[F],4)%(4xSX[F,2]-12%SX[F,3]+13%SX[F,4]-6%SX[F,5])+SX[F,61)/6;
B[F,F+1]:=POT(DX[F],4)8({2%SX[F,2]-3#SX(F,3]-SX[F,4]+3%SX[F,5]-SX[F,6])/6;
BLF,F4N-1]:=POT(DX[F-11,2)*(-SX[F-1,1]+SX[F-1,2)+SX[F-1,3]-SX[F-1,4]);
B[F,F4N]:=POT(DX[F-1],2)%(-SX[F-1,2]+SX[F-1,4])+
POT(DX[F],2)%(-2*SX[F,1]+5%SX[F,2]-4%SX[F,3]+SX[F,4]):
B{F,F4N+1]:=POT(DX[F],2)%(-2%SX[F,2]+3%SX[F,3]-SX[F,4]);
B[F,3%N-1]:=POT(DX[F-1],2)*(-SYX[F-1,1]48YX[F-1,3])+
POT(DX[F],2)*(-2%SYX[F, 1]+3%SYX[F,2]-SYX[F,3]);
END;
B{2,2xN+1]:=DX[114DX[2];
B[2,2xN+2]:2DX[2]/2;
FOR F:=3 T0 N-2 DO
BEGIN
B[F,F+2¥N-2]:=DX[F-1]/2;
B[F,F+2%N-1]:=DX[F-1]+DX[F];
B[F,F+2N]:=DX[F}/2;
END;
B[N-1,3xN-3]:=DX[N-2]/2;
B[N-1,3%N-2]:=DX[N-21+DX[N-1];
B[N,N-1]:=POT(DX[N-1],4)%(2%SX[N-1,2]-3%SX[N-1,3]-SX[N-1,4]+32SX[N-1,5]
-$X[N-1,6])/6;
B[N,N]:=POT(DX[N-11,4)%(SX[N-1,2]-2%SX[N-1,4]+SX[N-1,61)/6 :
B[N, 2%N-1]:=POT(DX[N-11,2)%(-SX[N-1, 1]+SX[N-1,2]+SX[N-1,3]-SX[N~1,4]):
B[N, 2%N]:=POT(DX[N-1],2)%(-SX[N-1,2148X[N-1,4]):
B[N, 3xN-2]:=DX[N-1]/2:
B[N, 3%N-1]:=POT(DX[N-11,2)%(-SYX[N-1,1]+SYX[N-1,3]);
B[N+1,1]1:=POT(DX[1],2)%(-2#SX[1,1]+5%8X[1,2]-4%SX[1,3]+SX[1,4])/6;
B[N+1,2]:=POT(DX[1],2)%(-8X[1,1]+SX[1,21+8X[1,3]-SX[1,4])/6:
B[N+1,N+1]:=8X[1,0]-2%8X[1, 1]48X[1,2];
B[N+1,N+2]:=8X[1,1]-8X[1,2];
B[N+1,2¢N+1]:2-1/(DX[1]%2);
BIN+1,3%N-11:=SYX[1,0]-8YX[1,1];
FOR F:=2 T0 N-1 DO
BEGIN
BIN+F,F-1]:=POT(DX[F-1],2)%(-2xSX[F-1,2]+3%SX[F-1,3]-SX[F-1,4])/6;
B{N+F,F]:=POT(DX[F-1],2)%(-SX[F-1,2]+SX[F-1,4])/6 +
POT(DX[F],2)%(-2%SX[F,1]+5%SX[F,2]-4%SX[F,3]+SX[F,4])/6;
B[N+F,F+1]:=POT(DX[F],2)%(-SX[F,1]+SX[F,2]+SX[F,3]-SX[F,4])/6;
BIN+F  F4N-11:2SX[F-1,1]-8X[F-1,2]:
BIN+F,F+N]:=SX[F-1,2]+SX[F,0]-2%8X[F, 11+SX[F,2];
BIN+F, FN+1]:=SX[F,1]-SX[F,2];
B[N+F, 3xN-1]:=8YX[F-1,1]+8YX[F,0]-SYX[F,1];
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END;
BIN+2,25N41]:21/( 220X [ 1]} +1/(25DX[2]);
B[N+2,2%N+2]:2-1/(DX[2]%2);
FOR F:=3 70 N-2 DO
BEGIN
B[N+F,F+22N-2]:=-1/(DX[F-1]%2);
BIN+F, F+2sN-1]:=1/(25DX[F-1])+1/(2%DX[F]);
BN+F,F+2xN]:=-1/(DX[F]%2);
END;
B[2xN-1,3xN-3]:=-1/(DX[N-2]%2);
B[2xN-1,3%N=2]:=1/(2%DX[N-2])+1/(2%DX[N-1]);
B[2#N,N-1]:=POT(DX[N-1],2)%(-2%SX[N-1,2]+3xSX[N-1,3]-5X[N-1,4])/6;
B2%N,N]:=POT(DX[N-11,2)%(-SX[N~1,2]+SX[N-1,4])/6 ;
B[2xN, 2%N-1]:=SX[N-1,1]-8X[N-1,2];
B[2xN, 2#N]:=SX[N-1,2];
B{2N,3xK-2]:=-1/{DX[N-1]%2):
B[2%N, 3¥N-1]:2SYX[N-1,11;
FOR F:=1 TO N-2 DO
BEGIN
B[2%N+F,F]:=DX[F]/S6;
BL2AN+F F+1]:=(DX[FT+DX[F+11)/3;
B2*N+F F+2]:=DX[F+11/6;
B2*N+F N+F]:=-1/DX[FI;
B2EN+F, N+F+1]:=1/DX[FI+1/DX[F+1];
B2AN+F N+F+2]:=-1/DX[F+1];
END;
END;

PROCEDURE BUSCA_PIVOT _MAXIMO{B:MATRIZB;NE,E:BYTE;VAR FM,CH:BYTE;
VAR BMAX:REAL);
BEGIN
BMAX:=ABS{B[E,E]);FM:=E;CM:=E;
FOR F:=E T0 NE DO
FOR I:=E TO NE DO
BEGIN
IF ABS(B[F,I]))BMAX THEN
BEGIN
BMAX:=ABS(B[F,I]);FM:=F;CM:=]
END
END
END;

PROCEDURE CAMBIA_PIVOT_MAXIMO(NE,E,FM,CM:BYTE;VAR JB:VECTORB;VAR B:MATRIZB);
VAR
AUXX:BYTE,;
RUXB:REAL;
BEGIN
IF FMOE THEN
BEGIN
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FOR 1:=E TO NE+1.D0
BEGIN
AUXB:=B[E,I];B[E,I]:=B(FM,1];B[FM,I]:=AVXB
END
END;
IF CM(OE THEN
BEGIN
AUXX:=JB{CM];JB[CM]:=JB[E];JBLE]:=AUXX;
FOR F:=1 TO NE DO
BEGIN
AUXB:=B[F,E];B[F,E]:=B[F,CH];B[F,CM]:=AUXB
END
END
END:

PROCEDURE REDUCCION_GAUSS_JORDAN(NE,E:BYTE;VAR B:MATRIZB);
VAR
DIVISOR,POR:REAL;
BEGIN
DIVISOR:=B([E,E];
FOR I:=E TO NE+1 DO
B[E,1]:=B[E,I]/DIVISOR;
FOR F:=1 TO NE DO
BEGIN
IF FOE THEN
BEGIN
POR:=B[F,E];
FOR 1:=E TO NE+1 DO
B[F,1]:=B[F,I]-B[E,1]*POR
END
END
END;

PROCEDURE GAUSS_JORDAN(NE:BYTE;VAR B:MATRIZB;VAR SOLUCION:VECTORR);
BEGIN
FOR I:=1 TO NE DO
JB[1]:=I;
FOR E:=1 TO NE DO
BEGIN
BUSCA_PIVOT_MAXIMO(B,NE,E,FM,CM,BMAX);
IF (BMAX(PRECISION) THEN
BEGIN
WRITELN(’SISTEMA INDETERMINADO');
HALT,;
END;
CAMBIA_PIVOT_MAXIMO(NE,E,FM,CM,JB,B);
REDUCCION_GAUSS_JORDAN(NE,E,B);
END;
FOR I:=1 TO NE DO
SOLUCION[JB[T]]:=B[I NE+1];
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END;

PROCEDURE POLINOMIOS (N:BYTE;DX,XI:VECTORN;SOLUCION:VECTORR;
VAR C,YK,AQ,A1,A2,A3:VECTORN):
BEGIN
FOR I:=1T0 N DO
C{1}:=SOLUCION[I];
FOR I:=N#1 TO 2xN DO
YK[I-N]:=SOLUCION[I];
FOR I:=1 70 N-1 DO
BEGIN
AO[T]:=YK[I];
MIIT:=YK[T+1]-YK[T]-DX[T]%0X[T]x(C1]/34C[1+11/6);
A2[1]:=CIT]*DX[1]*DX[1]/2;
AS[I1:=(CLI+1]-C{I])*DX[1]*DX[1]/6;
END;
END;

PROCEDURE CALIDAD_AJUSTE (M,N:BYTE;FACTOR:REAL;DX,XI,A0,A1,A2,A3:VECTORN;X,Y:VECTORM;
VAR SSR,SVP,SST:REAL;VAR CAL,DCAL:VECTORNM);
VAR
~ INTP,U:REAL;
BEGIN
8SR:=0;
SVP:=0;
§58T:=0;
I:=1;
FOR J:=1 TO N-1 DO
BEGIN
INTP:=4x(A2(J]*A2[J]+3xA2[J]%A3[J]+3%A3[J]%A3[J])/POT(DX[J],3);
SVP:=SYP+INTP;
WHILE (I¢=M) AND (X[I]¢=XI{J+1]) 0O
BEGIN
U= (X[TI-XIQAT)/OX[4];
CAL[I]:=AO[J]+A1{U1xU+A2[J ] *URU+AS[J]XPOT(U,3);
DCALLI]:=(A1[J]w2xA2 [ ]U+3xA3{J J2SQR(U)}/DX[J];
SSR:=SSR+SQR(Y[TI-CAL[1]);
I:=141;
END;
END;
§ST:=SSR+FACTORRSVP;
END;

BEGIN
CLRSCR;
WRITELN('INTRODUCIR NOMBRE DEL FICHERO DE DATOS');
READLN(NOMBRE_FICHERO);
LEER_DATOS(NOMBRE_FICHERO,M,E0,S0,PM,v,X,Y,2);
WRITELN{'INTRODUCIR FACTOR CALIDAD AJUSTE');
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READLN(FACTOR);

REPEAT
WRITELN(’INTRODUCIR NUMERG DE NODOS Y RAZON SERIE GEOMETRICA’);
READLN(N,G);
DXT:=X[M]-X[1];
XINICIAL:=X[1];
CREAR_INTERVALOS(N,G,0XT,XINICIAL,DX,XI);
CALCULO_SUMATORIOS(N,M,X,Y,DX,XI,8X,8YX);
MATRIZ_COEFICIENTES(N,DX,SX,SYX,B);
GAUSS_JORDAN(3N-2,B,SOLUCION);
POLINOMIOS(N,DX,XI,SOLUCION,C,YK,AQ,A1,A2,A3);
CALIDAD AJUSTE(M,N,FACTOR,DX,XI,A0,A1,A2,A3,X,Y,58R,SVP,SST, YCAL,DYCAL);
CLRSCR;

WRITELN(® N= Nt G=",6:5:3,
' FACTOR DE PESO =',FACTOR:5:2);

WRITELN(' §SR = ',88R:12,’ SVP = ', SVP:12,

! 85T = ',887:12);
WRITELN;

WRITELN(' XI YK ¢');
WRITELN(' ',

FOR 1:=1 70 N DO
WRITELN(XT[1]:15:3,YK[I]:18:3,’ ",C[I1:12};
WRITELN(' AQ A1 A2 A3');
WRITELN("' _ oF

FOR 1:=1 70 N-1 00
WRITELN(AO[1]:15:4,A1[1]:18:4,A2[1]:18:4,A3[1]:18:4);
WRITE('GUARDAR EN FICHERO (Y/N)');
READLN{CONT);
IF (CONT='Y') OR (CONT='y') THEN
BEGIN
WRITELN('INTRODUCIR NOMBRE DEL FICHERO DE SALIDA');
READLN(FICHERO_SALIDA);
ASSIGN(SALIDA,FICHERO_SALIDA);
REWRITE(SALIDA);
WRITELN(SALIDA, 'SSR = ',SSR:15,'SVP = ' SVP:15);
WRITELN (SALIDA,
' TIEMPG  ENTRADA CALC. DERIVADA ENT. ENTRADA EXP.'):
FOR I:=1 70 W DO
WRITELN (SALIDA,X[1]:10:2,YCAL[I]:15:10,DYCAL[I]:15:10,Y[1]:15:10);
CLOSE(SALIDA);
END;
WRITE('CONTINUAR (Y/N)'});
READLN(CONT);
UNTIL {CONT='N') OR (CONT="n');
END.
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8.4 Cdlculo del factor de efectividad.

El programa para calcular el factor de efectividad de una particula esférica porosa, por
integracién numérica mediante el algoritmo de Runge-Kutta de 40 orden de 13 ecuacion de continuidad en
coordenadas esféricas, se ha planteado para una ecuacidn cinética de 1a forma:

v, = 5 nol/n’ de particulas (8.21]

siendo 1a ecuacién de continuidad:

l[d[rzn de ]]-v =1 [8.22]
T e(m, J

sometida a las condiciones 1imites

(Clg =C : ( %g )u =0 [8.23]

que en coordenadas adimensicnales:

= , 1!
Cs R (8.24]
¢ =Cg dx : dr =R d
resulta ser
2
_‘.(."_(zzﬂ”,»mne) My/ke) (9.25]
Al d 0 T +(Cg/Ky) X
con la condicién limite
dx
X)y =1 ; 2] =0 8.26
W ( dz )a 21

Introduciendo e} médulo de Thiele para primer orden
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(8.27]

y llamando BETA = Cs/Kn y reduciendo la ecuacion diferencial de 20 orden a dos de 18C orden, el sistema

queda en la forma:

& ay
@

o 2y Em)x

WS T T 6. 2¢]
PARA 7 =0 : Y =0

PARA 2 =1 : X =1

Para la resolucién del sistema es necesario suponer X hasta que x, coincida con 1, en cuyo caso se

-evalla

(Y)4 =(% } [8.29]

El programa, para valores de nyy BETA dados, calcula el factor de efectividad que incluye también

la desviscidn cinética de una reaccién de primer orden a partir de

R
FACTOR = i - [8.30]

REE (para cinética de 1EI orden)

donde RFG representa los moles transformadss en la particula por unidad de tiempo, evaludndolos como 1os

que penetran por su superficie externa
Reg =4 & RE D, ( d_c) a1
ar h

¥ R;G los moles transformados si toda la particula estuviera sometida a las concentraciones existentes en

la superficie externa, siendo su valor
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* 43 VpCs
=4 s 8.32
Reg ; TR » (8.32]

por lo que el factor de efectividad, introduciendo las coordenadas x y Z y el médulo de Thiele m, resulta
ser
1 x 1
3 n% @hoy mf )

también calcula el programa el médulo de Thiele para una cinética de primer orden y orden cero

o=t LINPE [8.34]
n tgh 3 my imy
2 /2
75
Fu =1 -} 1 -_2 [§.5]
Ky

Definiendo el factor de efectividad

Yy
FACTOR 1 - C
Vobservada Ky ° ;
FACTOR = = [6.3¢
Vsuperficie ,,"1’ 9 0,
Cs
RZ

donde se ha introducido el parémetro Vm/Kn en funcién del médulo de Thiele

:
Vo 30 [8.37]

Ky "

donde e) pardmetro FACTOR m% se conode con el nombre de mddulo de Thiele basado en observables:

FACTOR ] =M [8.36]
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Puesto que para un m dado cualquier valor de BETA disminuye 1a velocidad de reaccién como primer

valor de Xq 3e utiliza el correspondiente a la reaccién de 1&° orden:

3M1
= §.39
% senh (3 m1i [ ]

que seré ras pequedio que el real. Los siguientes valores se seleccionan multiplicando el anterior por (1 +
BETA), hasza que se dispone de dos valores almacenados unc mds pequefic y otro mds grande que la solucidn. A
partir de este momento se emplea el método de la réqula falsi, pero a través de los logaritmos, cuya

relacién 25 mucho més lineal y la convergencia mucho mis répida:

n Xouax =10 Xqur
Inxg =1n xoupy + < {In xg =1n Xeypy) (8.40]
! LI (e [T ;

La convergencia del método se facilita y el tiempo de cdlculo se reduce muy apreciablemente si en
las preximidades del centro de la particula se tiene en cuenta que para cualquier cinética, la ecuacidn de
continuidad se puede poner como:

“_22+2-£‘E_[V_f]=o [8.41]

|
|
-

Puesto que en el centro de la partfcula dC/dr y r son ceros, el segundo término de la ecuacin
anterior queda indeterminado, aplicando la regla de L'Hopital

e ,, . ok _ E]=o [8.42]
dr? dr? De ~

2
LA (8.43]

El programa realizado en Pascal se presenta a continuacién, y el organigrama del mismo en la
Figura 8.4, '
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‘ PRINCIPIO ’
y

INTROOUCIR VALORES
DE m1,BETA,PRECISION

VALOR INICIAL DE
X0=3m1/senh(3m1)

|XS-‘I; CONT='S" |
| 4
b

3

INTEGRACION POR RUNGE KUTTA
DE 4* ORDEN.SE OBTIENE XF EN LA
SUPERFICIE EXTERNA DE LA PARTICULA

[xomiN=x0
XFMIN=XF

XOMAX=X0
XFMAX=XF

.
[ o=t |

st

ES

€s
ABS([XS—XF]/XS)<P BS([XS—XF1/XS)<P

LN(XOMAX)—LN(XOMIN)
XO=EXP(LN(XOMIN) # == === === === (LN(XS)~LN(XFMIN))

XON=(1+BETAIXO LN(XFMAX)— LN(XFMIN)

CALCULAR Y ESCRIBIR
FACTORES

X0=((1+BETA)*XS+X0)/(2+BETA}

]

Figura 8.4, Organigrama para el cdlculo del factor de efectividad.
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PROGRAM TRANSPORTE_INTERNO_ESFERA;
USES CRT,PRINTER;

CONST
P=0.00001;

TYPE

FICHERO=STRING[12];
REAL=EXTENDED;
VECTOR=ARRAY[1.,20] OF REAL;

VAR
IND,I,J:BYTE,

m1,BETA,XS,X0,XON,FACTOR,F1,FO, M, XF,YF, XOMAX, XOMIN, XFMAX, XFMIN:REAL;

CONT:CHAR;
NOMBRE_FICHERO:FICHERO;
RESULTADOS: TEXT;
BET,MET:VECTOR;

FUNCTION F12(Z,X,Y:REAL):REAL;
{SEGUNDC MIEMBRO DE LA PRIMERA ECUACION DIFERENCIAL}
BEGIN
F12:=Y;
END;

FUNCTION F22(Z,X,Y:REAL):REAL;

{SEGUNDO MIEMBRO DE LA SEGUNDA ECUACION DIFERENCIAL}

BEGIN
IF (Z¢0.00001) THEN F22:=((3xSQR(m1)%xX)/{14BETAXX)) ELSE
F22:=((9xSQR{m1)xX)/( 1+BETAXX))-2%¢Y/1;

END;

PROCEDURE RK42_ETAPA(DZ:REAL;VAR ZV,XV,YV:REAL);

VAR

Z,%,Y,LX0,LX1,LX2,LX3,LY0,LY1,LY2, LY3 REAL;

BEGIN
IAETAR S U BEM A
LX0:=DZXF12(Z,X,Y);LY0:=DZ%F22{Z,X,Y);
1:=IV4DZ/2; X = XV4LX0/2; Y =YVLYO/2;
LX1:=DZxF12(2,X,Y);LY1:=DZ%F22(Z,X,Y);
TizIVADZ 2 X XVALX1/2; Y 2YVHLY/2;
LX2:=DZxF12(Z,X,Y);LY2:=D2xF22(Z,X,Y);
Lo=IV4DZ; X =XVHLX2; Y sYVELY2,
LX3:=DZ%F12(Z,X,Y);LY3:=DZ5F22{Z,X,Y};
IV:=IV4DZ;
AVo=XVH(LXO+2%LX142%LX24LX3)/6;
YV:zYVH(LYO+25LY142%LY2+LY3)/6;

END;
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PROCEDURE RUNGEKUTTA42

(X0,
VAR

XS:REAL; VAR XF,YF:REAL);

PRIMERO,CORRECTO: BOOLEAN;

DZ,IV,XV,YV,XU,EX,EY:REAL;

BEGIN
DZ:=0.001;PRIMERO: =TRUE ; CORRECTO: =FALSE;
WHILE CORRECTO=FALSE DO
BEGIN

LV:=0,;XVo=X0;YV =0, ;XU =XV,
WHILE ZV<=1 DO
BEGIN
RK42_ETAPA(DZ,ZV,XV,YV);
IF PRIMERO=TRUE THEN
BEGIN
IF (XVCXU) OR {YV(D) THEN
BEGIN
DZ:2DZ/2;2V:=0.;XV:=X0;YV:=0.;
END
END
END;
IF PRIMERO=FALSE THEN
BEGIN
EX:=ABS{(XF-XV)/XF);EY:=ABS((YF-YV}/YF);
AF: =XV YF:=YY,
IF (EXCP) AND (EY(P)
THEN CORRECTO:=TRUE ELSE DZ:=D7/2
END
ELSE
BEGIN
PRIMERO:=FALSE; XF:=XV;YF =YV,
0Z:207/2
END

END

END;

PROCEDURE ESCRIBIR_RESULTADOS

(NOMBRE_FICHERO:FICHERO;m! ,BETA,FACTOR,F1,FO,M,X0,YF:REAL);

BEGIN
ASSIGN(RESULTADOS ,NOMBRE_FICHERO);
APPEND(RESULTADOS);
WRITELN(RESULTADOS,m1:14:2," ' BETA:14:2," ' FACTOR:14," ',F1:14," ',FO:14," ", M:14," " X0:14," ",YF:14);
CLOSE(RESULTADOS);

END;

BEGIN
CLRSCR;

MET[1]:20.01;MET[2]:20.05;MET[3]:20,10;MET[4]:=0.50 MET[5]:=1.00;
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~MET[6]:=2.00;MET{7]:=5.00;MET[8]:=10,00;MET[9]:=50,00;MET[10]:=100.00; -
BET{1]:=0,01;BET[2]:=0.05;BET[3]:=0.10;BET{4]:=0.50;BET[5]):=1.00;
BET[6]:=2.00;BET[7]:=5.00;BET[8]:=10.00;BET[9]:=50.00;BET[10]:=100.00;
FOR J:=1 TO 10 DO {MODIFICAR ESTOS CICLOS PARA OTROS VALORES}
BEGIN
mi:=MET[J]:
FOR I:=1 TC 10 DO {MODIFICAR ESTOS CICLOS PARA OTROS VALORES}
BEGIN
BETA:=BET[I];
IND:=0;CONT:="§":XS:=1;
X0:=(6%m1}/(EXP(3*m1)-EXP(-3%m1});
WRITELN(' X0 = ', X0:12);
REPEAT
RUNGEKUTTA42(X0,XS8,%F,YF);
IF (IND=2) THEN
WRITELN(' X0 = ',X0:14," XOMAX = ', XOMAX:12,’ XOMIN = ' XOMIN:12,’ XF = " AF:8:4)
ELSE
WRITELN(® X0 = ',X0:12,' XF = ’,XF:8:4);
IF (IND=2) THEN
BEGIN
IF (XFYXS) THEN BEGIN XOMAX:=X0:XFMAX:=XF:END;
IF (XF(XS) THEN BEGIN XOMIN:=XO;XFMIN:=XF:END;
END;
IF {IND=0) AND (XFCXS) THEN BEGIN IND:=1;XOMIN:=XO:XFMIN:=XF:END;
IF (IND=1) THEN
BEGIN
IF {XF)XS) THEN BEGIN IND:=2;XOMAX:=X0;XFMAX:=XF;END
ELSE BEGIN XOMIN:=X0;XFMIN:=XF;END;
END;
IF (ABS((XS-XF)/XS)<P) THEN CONT:='N';
IF (IND()2) THEN
BEGIN
XON:=(1+BETA)*X0;
IF (XON)XS) THEN XO:=({1+BETA)*XS+X0)/(24BETA) ELSE X0:=XON;
END ELSE
XO:=EXP{LN(XOMIN)4((LN{XOMAX)=LN(XOMIN))/(LN(XFMAX}-LN(XFMIN)))*
(LNCXS)=LN(XFMIN)}):
UNTIL (CONT='N');
FACTOR:=YF/(3%SQR(m1));
Fio=(((EXP(3%m1)+EXP(-3%m1))/(EXP(3%m1)-EXP(-3%m1)))-1/(3m1))/m1;
IF ((1-{2/3)*BETA/SQR(m1))<=0) THEN FO:=1/BETA ELSE
FO:=(1-EXP((3/2)*LN(1-{2/3)*BETA/SQR(m1))))/BETA;
M:=FACTORXSQR(m1):
NOMBRE_FICHERO:='MODELOOZ.RES';
ESCRIBIR RESULTADOS(NOMBRE_FICHERQ,m1,BETA,FACTOR,F1,F0,M,X0,YF):
WRITELN('FACTOR = ',FACTOR:9:6,' Ft = ',F1:9:6," FO = ',F0:9:6," X0 = ',X0:15);
END;
END;
END.
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