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La escasa solubilidad del oxigeno en las disoluciones
acuosas que se utilizan como medios de cultivo, Jjunto con los
altos requerimientos de este componente en 1los procesos de
fermentacion aerobia para 1a produccién metabdélica de energia y
para la sintesis de biomasa y productos, determina la necesidad
de su suministro continuo en los biorreactores correspondientes,
aireacion.

Por otra parte, cuando se alcanzan densidades de biomasa
apreciables, l1la transferencia de oxigeno desde 1a fase gaseosa al
medio de cultivo suele convertirse en el factor controlante del
crecimiento de 1los microorganismos. Dado que este fenbémeno
depende de manera importante del grado de mezcla de las fases

implicadas y de las condiciones de turbulencia en cada punto del
biorreactor, su control de 1l1a velocidad giobal representa la
mayor dificultad para el disefio basado en el cambio de escala.

Por estas razones seria conveniente disponer de sistemas
biolégicos adecuados para comparar los diferentes disefios de
biorreactores y métodos de operacion.

Estos sistemas biolégicos pueden ser reacciones de oxidacion
con oxigeno molecular catalizadas por enzimas o cultivo de micro-
organismos aerobios en condiciones de limitacién por oxigeno.

En esta Memoria se da cuenta de los resultados obtenidos en
el estudio de dos sistemas del primer tipo indicado anteriormen-

te.

i

a) Oxidacién de glucosa en presencia de~g]ucosa—oxidasa y ca

talasa.
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b) Oxidacién de alanina en presencia de D-aminodcido-oxidasa

y catalasa.

Para la aplicacidén de estos sistemas con la finalidad indi-
cada es necesario conocer 1la cinética de la reaccidén enzima-
tica que tiene lugar. La determinacién de esta cinética requiere
el conocimiento 1o mds exacto posible de 1la concentracién de
oxigeno disuelto en el seno de la fase 1iquida en funcioén de las
condiciones de operacién. Dado que el método ideal para ello es
la wutilizacion de un electrodo de oxigeno gue suministra una
medida continua de esta variable, se ha puesto a punto un método
experimental en el que se trata de minimizar las causas de error
en la lectura del electrodo y que permite encontrar las condicio-
nes de limitacién por oxigeno en un ampliio margen de velocidades
de la reaccién de oxidacién considerada.

E1 dispositivo experimental utilizado ha consistido en un
tanque agitado discontinuo con respecto de la fase liquida y con-
" tinuo con respecto de 1la fase gaseosa. E1 contacto gas-l1iquido
tiene lugar sélo en la superficie interfacial, préacticamente pla-
na, del liquido en el tanque, por lo que se evitan los errores
debidos al burbujeo que afecta de forma aleatoria 1la lectura del
electrodo y 1la necesidad de conocer con precisién el grado de
mezcla de la fase gaseosa en el reactor.

Modificando las condiciones de agitacién de la fase 1iquida
Y su relacion superficie/volumen, es posible variar el coeficien-
te volumétrico de transferencia de materia, ko.a, en un amplio
rango: 0,01 a 1 min-1, que unida a la posibilidad de trabajar con
oxigeno puro o aire como fase gaseosa, sinh resistencia apreciable
de esta fase al proceso de transferencia, permite el estudio ci-
nético de reacciones de oxidacién con velocidades de consumo de

oxigeno comprendidas entre: 10-6 y 10-3 mol/(L.min).

- 4 -



Los coeficientes volumétricos de transferencia de materia,
en las condiciones utilizadas en esta investigacién, se determi-
naron por aplicacién del método dindmico en ausencia de las
enzimas correspondientes.

Por otra parte, dado que 1as concentraciones de los sustra-
tos disueltos en 1a fase 1iquida pueden ser considerablemente
superiores a estas velocidades de reaccib6n, aunque el dispositivo
experimental funciona en estado no estacionario, se alcanza gene-
ralmente un estado cuasi-estacionario en el que la variacidén de
la lectura del electrodo es minima y por tanto despreciable el
retraso provocado por el mismo.

Sin embargo, en la interpretacién de los experimentos no se
han utilizado s6lo 1los datos correspondientes a este estado
cuasi-estacionario, sino que se han desarrollado modelos cinéti-
cos teniendo en cuenta la cinética de todos 1los procesos que
tienen Tugar, incluido el retraso del electrodo, que han permjti—
~do 1la simulacién completa de los experimentos realizados.

En el estudio experimental de la oxidacién de glucosa con
oxigeno molecular en presencia de glucosa-oxidasa y catalasa, se
ha analizado la influencia de 1las concentraciones de glucosa-
oxidasa, catalasa y glucosa, de 1a composicién de la fase gaseosa
y de la temperatura.

E1 andlisis de los resultados obtenidos variando las concen-
traciones de enzimas y de sustrato, pone de manifiesto que en el
caso de la catalasa su accién UGnicamente afecta a la estequiome-
tria de la reaccién global que tiene lugar por descomposicién del
perdxido de hidrégeno formado como era de esperar, pero incluso
en su ausencia el peré6xido de hidrégeno formado hasta que se
alcanza el estado cuasi-estacionario no es suficiente para afec-

tar negativamente la accién de 1a glucosa-oxidasa.



La influencia de 1as concentraciones de glucosa-oxidasa y

glucosa son compatibles con el mecanismo

K
Eo + BG Ka gL eV Er 4+ L

Er + O2 ke 4 ep K& Eo + H202

que aplicando la aproximacién de estado estacionario para los in-
termedios en los que interviene 1la enzima, conduce a la ecuacién

cinética

rmax [GO]
1 + Kea/[BG] + Koz2/[02]

(-ree) =

Cuyos parametros cinéticos se han determinado para las condicio-
nes utilizadas de 25 °C y pH = 5,55,

Sin embargo, un modelo basado en 1la transferencia de oxigeno
‘gas-liquido seguida de su reaccién en el seno de la fase 1iquida
por el mecanismo anteriormente indicado, no permite explicar los
resultados obtenidos en el estudio de la influencia de la compo-
sicién de la fase gaseosa.

La gran influencia de 1la concentracién de oxigeno en la
interfase en 1los resultados obtenidos en estos experimentos,
sugiere la existencia de un mecanismo directo de absorcién de
oxigeno desde la fase gaseosa por las moléculas de enzima adsor-
bidas en 1a interfase, mecanismo que ha sido frecuentemente
seflalado para explicar la cinética de 1los procesos de fermenta-
cién aerobios.

Por esta razén, se modificé el modelo cinético comentado
anteriormente para 1incluir este mecanismo suponiendo diferentes

expresiones para el flujo de absorcién directo, Nd.a. Mediante 1la
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expresion:
Nd.a = ki.a [Er] [02]i [BG]

en la que el fiujo debido a este mecanismo directo es proporcio-
nal a las concentraciones de la forma reducida de la enzima y de
B-glucosa en el seno de la fase liquida y a 1la concentracién de
oxigeno en 1la interfase, se han podido explicar los resultados
obtenidos en el estudio de la influencia de la composicién de la
fase gaseosa.

En definitiva, el modelo cinético desarroliiado en el estudio
de la oxidacién de glucosa con oxigeno molecular en presencia de
glucosa-oxidasa y catalasa a 25 ©C y pH = 5,55, incluye la ciné-
tica de los procesos de transferencia de oxigeno gas-liquido,
mecanismo directo de absorcién desde la fase gaseosa, mutarrota-
cidén y reaccién enzimatica en el seno de 1a fase liquida y el re-

traso del electrodo. Este modelo reproduce aceptablemente los
resultados experimentales, 10 que confirma 1a validez de los par@
metros cinéticos obtenidos y de 1os mecanismos propuestos.

E1 estudio de 1a influencia de la temperatura puso de mani-
fiesto que por encima de los 30 °C se produce una desnaturaliza-
ciébn térmica apreciable de 1a glucosa-oxidasa aunque no de la
catalasa. Esta conclusién se confirmé mediante un estudio inde-
pendiente de Ta desnaturalizacién térmica de la glucosa-oxidasa,
utilizando una modificacién del método propuesto por Pifferi y
colaboradores para 1la medida de 1la actividad de la glucosa-
oxidasa en unidades internacionales, que permitié establecer que
1a desnaturalizacién térmica se produce por una cinética de orden
cero y determinar l1a constante cinética correspondiente en fun-

cién de 1a temperatura.



En el estudio experimental de la oxidacién de alanina con
oxigeno molecular en presencia de D-aminoacido-oxidasa y catalasa
se ha analizado exclusivamente la influencia de las concentracio-
nes de sustrato y enzima, encontrdndose que el proceso tiene
lugar por un mecanismo semejante al sistema anterior y determi-
nando sus pardmetros cinéticos en las condiciones de operacion:

39 °C y pH = 7,3.



2. INTRODUCCION






Aungue el estudio experimental y tedrico de Tos procesos
guimicos gas-1iquido ha aicahzado un grado apreciabie de desa-
rrolio, Tos procesos bioldgicos son considerabliemente mas compli-

cados y difieren de T1os sistemas gquimicos en aspectos esenciaies:

- La falta de oxigeno puede determinar no sdéio 1a Timitaciodn
del crecimiento sino también 1a pérdida irreversible de
viabilidad de Tlas céiulas.

- Los microorganismos son del mismo orden de magnitud que ei
espesor de las capas limites gas-Tiquido.

~ Los microcrganismos tienden generalmente a adsorberse so-
bre 1la interfase gas-liquido.

- Los medios de fermentacidén contienen siempre cantidades
apreciables de agentes de superficie, tales como: protei-
nas y biomoiécuias segregadas por las céluias o Tiberadas
en l1a T1isis de éstas.

- Muchos medios de fermentacién de microorganismos filamento
sos se comportan como fluidos no newtonianos.

= Frecuentemente los microorganismos se agregan en fldculos
de mayor tamafio o se inmovilizan artificiaimente sobre so-

portes solidos.

Estas diferencias aconsejan lievar a cabo el estudio
experimental de T1a transferencia de oxigeno en sistemas
bioldégicos y no extrapolar conclusiones establecidas utilizando

sistemas quimicos, como la determinacidéon de la capacidad de



aireacion de biorreactores utilizando Ta oxidacién de sulfito
catalizado por Co**; aunque indudablemente ios métodos experimen-—
tales y 1los modelos desarroilados en el estudio de los sistemas
quimicos pueden ser muy Utiles para la planificacién de los expe-
rimentos y la interpretacidén de los resultados.

Los primeros estudios ingenieriles sobre la transferencia de
oxigeno en los procesos de fermentacién fueron publicados hace 40
afos por Hixson y Gaden (1950) y Bartholomew y col. (1950) que
ponen de manifiesto 1a complejidad del fendémeno y 1o descomponhen
en sus diferentes etapas: transferencia de oxigeno gas-liquido,
transferencia de oxigeno liquido-célula y reacciébn quimica cata-
lizada por enzimas en el interior de la célula.

Desde entonces 1los trabajos de investigacién publicados han
puesto de manifiesto que 1los diferentes métodos propuestos para
la medida de las velocidades de transferencia de oxigeno en sis-
temas biolégicos no permiten una extrapolacién sencilla a siste-
~mas distintos de aquellos con que se ponen a punto, probabiemente
debido al desconocimiento de 1os mecanismos reales por 10s que se
produce esta transferencia.

Asi, para comparar los diferentes disefos de biorreactores y
los métodos de operacién con el fin de determinar las velocidades
de transferencia de oxigeno seria deseable disponer de sistemas

modelos para los diferentes tipos de procesos:

- Microorganismos libremente suspendidos.
- Microorganismos agregados en fléculos.
- Microorganismos inmovilizados en particulas dispuestas en

un lecho fijo o fluidizado.

Evidentemente seria necesario conocer 1los requerimientos de

nutrientes y la cinética del crecimiento de los microorganismos



utilizados como sistemas modelo ("Biological Test Systems"),
Fiechter (1984).

Un paso intermedio en el uso directo de microorganismos es
el empleo de reacciones de oxidacién, con oxigeno molecular
catalizadas por enzimas; ademds Tla elevada especificidad de las
enzimas pueden permitir cambiar las propiedades fisicas de la
fase liquida, utilizando diferentes aditivos, con mayor facilidad
gue en los sistemas quimicos.

Las enzimas wutilizadas deberan ser oxidorreductasas que

utilizan el oxigeno moiecuiar como aceptor de electrones:

- Oxidasas, EC 1.a.3.b.

- Oxigenasas, EC 1.13.a.b 6 EC 1.14.a.b.

fundamentalmente aqueilas que pueden obtenerse relativamente

puras a un precio asequible y que no requieren cofactores.

+2.1. TRANSFERENCIA DE MATERIA GAS-LIQUIDO CON REACCION EN LA FASE

LIQUIDA

Se consideran en este apartado los sistemas gas—-Tiquido en
que un componente A de la fase gaseosa se absorbe en la fase
1iquida, experimentando una reaccidén quimica con un componente B
de 1la misma. E1 proceso queda representado por las siguientes

reacciones

A(g) * = A(1)
[2.1]
A(1y + b B(1) —+ Productos

Es evidente gue el proceso implica 1la transferencia de A

desde el seno de la fase gaseosa a la interfase, su disolucién en

- 13 - e -



ta interfase y 1la transferencia de ambos reactivos y reaccioén
quimica simuitdnea en la fase liquida. Esta Ultima etapa sera
considerada en primer lugar debido a que inciuye dos procesos que
ocurren simuitaneamente y por tanto gue se infiuyen entre si.

Es necesafio conocer el mecanismo por el que tiene Tugar la
transferencia de materia en 1la fase liquida para el tratamiento
tedrico de estos procesos. En general, los diferentes modelos
propuestos se basan en las ecuaciones de difusién, es decir,
correspondientes al transporte molecular, sea cuaiquiera el grado
de turbulencia de 1a fase Tiquida. E1 primer modelo de este tipo
es la teoria de 1la peiicuia propuesta por Whitman (1923), que
supone que toda da resistencia a Ja transferencia de materia
puede considerarse locaiizada en una pelicula de fiuido adyacente
a la interfase, a través de 1a cual el transporte de materia se
realiza por difusién en régimen estacionario.

Posteriormente se han propuesto Tos modeTlos de Ja
Vpenetracién o de renovacién superficial, que suponen que en la
proximidad de 1a interfase e] transporte de materia tiene lugar
por difusidon en régimen no estacionario, ya que continuamente se
estan reemplazando elementos de 1iquido de Ta interfase por otros
procedentes del seno de 1a fase liquida y cada uno de elios
permanece en la interfase un tiempo 1inferior al necesario para
que se alcance el perfil de concentraciones correspondientes al
regimen estacionario. Este modelo fue propuesto en primer jugar
por Higbie (1935) que considera que cada elemento de Tiquido esta
expuesto al gas durante el mismo periodo de tiempo, y posterior-
mente modificado por Danckwerts (1951) introduciendo una distri-
bucidén al azar de las edades de los elementos de 1iquido que
abandonan T1a superficie.

Dado dque el transporte turbulento tiene caracteristicas



semejantes al transporte moiecular de materia, salvo gue se
produce por el movimiento al azar de elementos macroscépicos del
fiuido en Jugar de por el de moléculias individuales, se ha pro-
puesto, King (1966), representar su densidad de flujo por Tla co-
rrespondiente al transporte molecular, ley de Fick, introduciendo
una difusividad turbulenta, Dy, funcidén potencial de la distancia

a la interfase, x:

=
(AW
[

—

Dr = a1 x" + a:z

Normaimente se acepta que a2z debe ser nula o muy pequefia,
ya que Ta tensidén superficial del 1iquido debe atenuar de manera
importante Ta turbuiencia en la interfase. De esta manera, Davies
(1966), Lamoureile y Sandall (1972), Menez y Sandall (1974) y
Camacho y col. (1976, 1977 y 1980), interpretan experimentos de
transferencia de materia gas-Tiiquido con y sin reaccion quimica,
utilizando en Ta ecuacidén [2.2] valores de az = 0 y n = 2.

Sin embargo, King (1966) interpretando los experimentos de
transferencia de materia 1liquido-séiido de Calderbank y Moco-
Yoong (1961), T1iega a la conclusién de que el valor de n mas idé-
neo es 4. Por otra parte, Linek y coli. (1970a y 1970b) determinan
en el estudio experimental de Ja absorcidn fisica de varios
gases en disoluciones de electroiitos, que al aumentar Tla fuerza
ionica el exponente n aumenta de 2 a 3.

Todos estos métodos 1impiican al menos, el cdaiculo de un
parametro empirico que debe determinarse a partir de medidas
experimentaies de 1la velocidad de transferencia de materia, Tsao
y Lee (1977) y Morbidelli y col. (1984); ademas conducen
practicamente a los mismos resulitados, ya que Ta diferencia mas

acusada entre ellos reside en ia influencia prevista de la



difusividad moiecular sobre el coeficiente de transferencia de
materia, pero esta magnitud es dificil de determinar con
precision y varia reiativamente poco para ios distintos gases
solubles utilizados, por 1o que ia distincién entre estos modeios
es compleja. De acuerdo con todo 1o indicado anteriormente, para
analizar la interaccién entre la transferencia de materia y Ta
reaccién quimica se utilizard el modeio de ia pelicula por ser el

de aplicacién mds sencilla y por tanto el mas utilizado.
2.1.1. ABSORCION CON REACCION QUIMICA IRREVERSIBLE

Supongase que simultaneamente a la transferencia de materia
tiene lugar wuna reaccion quimica irreversibie en Ta fase Tiquida

de ecuacidn cinética general
-ra = T(Ca) [2.3]

Aunque seria 16gico pensar que esta situacidn corresponde
exclusivamente al modelo Timite de una reaccion gas-iiquido

irreversibie de un reactivo

A(g) = A1)
[2.4]
A(y) —————+ Productos

Esto no es totalmente cierto puesto que se aproximan a ella
todas Tas reacciones gas-liquido practicamente irreversibles,
ecuacion [2.1], cuando la concentracidén del reactivo de 1la fase
Tiquida, B, es considerablemente superior a la solubilidad de A y
en consecuencia el perfil de concentracién de B en las proximi-

dades de la interfase puede considerarse plano, circunstancias
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muy frecuentes con gases poco solubies, tales como el oxigeno.
Para estos procesos el fiujo de A a través de la interfase

puede expresarse en la forma

Na = E kL Casi = f(Cai) = B Na¥ [2.5]

introduciendo los factores de aceleracidén quimica, efectividad y
aceleracién turbulenta respectivamente, Charpentier (1981),
Kulkarni y Doraiswamy (1975) y Camacho y Paez (1985).

Liegados a este punto se debe proponer el modelo para el
mecanismo por el que tiene lugar la transferencia de materia en
fja fase Tiquida puesto que los coeficientes E, # y 3 dependen de
las variables de operacién. Por las razones comentadas se

utilizara el modelo de 1la pelicula, quedando representado el

sistema considerado, de acuerdo con este modeio, por

d2 Ca

Da ‘-'a—xz— - f(CA) =0 [2.6]
X = 0 Ca = Cai [2.7]
X =& Ca = Cao [2.8]

siendo & el espesor de la peliicula, parametro de este modelo,
que estd relacionado con el coeficiente de transferencia de

materia por

Da
= —_— 2.9
o) o [ ]

$i introducimos variables adimensionales en la forma



Ca ki
= AL 2.10
Cai Y X Da [ ]

el sistema formado por las ecuaciones [2.6] a [2.8] quedard como

sigue
d?c
ayz - Fle) [2.11]
y = 0 c = 1 [2.12]
y = 1 C = Co [2.13]
siendo
F(c) = 24 T(c) [2.14]

= ki Cai

E1 fiujo de A en cualquier punto de 1a fase 1iquida vendra
‘dado por 1la primera 1ley de Fick, que en funcién de las nuevas

variables conduce a

(Na)y = =-ki Cai (dc/dy)y [2.15]

Es evidente que la cinética mds sencilla existente dentro de
este tipo seria la de primer orden con respecto a A, y por tanto
ha sido ampliamente estudiada en bibliografia.

Kulkarni y Doraiswamy (1976) y Camacho y col. (1985) aplican
el tratamiento teérico a la cinética de orden n, vy los Gltimos
autores a la cinética hiperbélica, para considerar el cuitivo de
microorganismos limitado por 02.

Dichas cinéticas vienen representadas, respectivamente, por

ecuaciones del tipo



f(Ca) = kn Can [2.186]

knh Ca _
f(C = ~n R z2.17
(Ca) Ka + Cn [ ]
La solucién del sistema [2.11] a [2.13] para las situaciones

Timites que pueden presentarse es:

a.- Difusién y reaccién guimica en un medio semiinfinito

la reaccién quimica es suficientemente rdpida para que el
en la pelicula adyacente a la
la se-

Si
soluto A se consuma por completo
interfase gas-liquido, régimen de reaccidn rédpida (B = 1),
gunda condicién 1imite, ecuacién [2.13], se reduce a

y = 1 c =0 dc/dy = 0 [2.18]

mismo método empleado en el tratamiento de 1a

Utilizando el
un catalizador sé61ido

simultanea en

difusién y reaccién quimica
1a ecuacion diferencial [2.11]

poroso, Froment y Bischoff (1978),

puede expresarse en la forma

[2.19]

que por integracién en 1la pelicula laminar, teniendo en cuenta

las condiciones limites [2.12] y [2.18], conduce a

3
dc 1
- - 2.20
[ dy ]o [2 JOF(C) dc] e [, :

TR e e g
TR TR L st e mps o]



con 1o que el fiujo de A a través de la interfase vendra dado por
; %
Na* = kL Casj { 2 JOF(C) dc ] [2.21]

Si se compara esta Gltima expresién con la correspondiente a
la absorcién en presencia de una reaccién quimica irreversible de
primer orden en régimen de reaccidén ré&pida, Camacho y Paez
(1985):

Na* = Ha kL Cai [2.22]

se observa que una definicién general del médulo de Hatta para
cualquier ecuacién cinética, que mantiene v&alida la ecuacién

[2.22] es:
] 3
Ha = [ 2 JOF(C) dc ] [2.23]

b.~ Reaccién quimica en un medio saturado de espesor finito

Si la reaccién quimica es suficientemente lenta para que la
concentracién de A en el seno de la fase liquida coincida con su
concentracién en la interfase, régimen de reaccién lenta, n =1,

el flujo de A vendri dado por
Na** = f(Cai) L = f(1) L (2.24]

siendo L el espesor de la fase liquida, cuyo valor medio en el
aparato de contacto gas-liquido considerado viene dado por el

cociente entre la retencién de 1{iquido, fL, y el Area interfacial
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especitica, a:

L = [2.25]

Introduciendo 1a funcién F, definida por [2.14], el flujo de

A puede expresarse en la forma

[}

Na** = F(1) KL Cas [2.26]
Da

que comparada con la expresidn dada por Camacho y Pdez (1985),
para la absorcidén en presencia de una reaccidén quimica irreversi-

ble de primer orden en régimen de reaccién lenta
Na** = Ha? ar ki Cai [2.27]

~conduce a la siguiente expresién general de un médulo relacionado

con el espesor de la fase liquida

a =t K P 2 g — D [2.28]

1 1
a bao, JOF(C) dc 2 joF(c) dc

siendo ao el espesor adimensional de la fase 1liquida, denominado
razén de Hinterland por Westerterp y col. (1984), y el quebrado
que 1o muitipiica un coeficiente de correccién que permite
mantener la forma de 1la ecuacidén [2.27] para cualquier cinética

del tipo indicado por [2.3].
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c.— Régimen intermedio

En el caso general serd preciso resolver el sistema formado
por las ecuaciones [2.11] a [2.13], teniendo en cuenta las
expresiones de los médulos Ha y arL ecuaciones [2.23] y [2.28]
respectivamente, propuestas en los apartados anteriores con el
fin de que Tas ecuaciones [2.22] y [2.27], correspondientes a las
dos situaciones 1limites, sean validas para cualquier ecuacién
cinética.

Si la concentracidon de A en el seno de la fase Tiquida esta

comprendida entre cero y su valor en la interfase
0 < Cao < Cai o) 0 < co ¢ 1 [2.29]
el flujo de A a través del 1imite interior de ia pelicula debe

consumirse por reaccidén quimica en el seno de 1la fase liquida

bien mezclado

dc . Da e
KL Casi [ dy ]1- f(co) [L ™ ] [2.30]
con 10 queyresu]ta
dc
{ dy }1- -F(co) (a0 - 1) [2.31]

e integrando 1a ecuacién [2.19], vAdlida también en este caso,
entre el 1limite interior de la pelicula y un punto cualquiera de

1a misma



dc
dy

C

c 3
= —[F(co)z (a0 - 1)2 + 2 J F(c) dc ] [2.32]

- separando variables e integrando de nuevo en todo el espesor de

Tla pelicula

dc

o %
{F(Co)2 (ae - 1)2 + 2 J F(c) dc }

c
co

ecuacion que permite el calculo de co por un método iterativo y
una vez calculado este valor, el flujo de A a través de la

interfase sera, ecuaciones [2.15] y [2.32],

3

Na = [F(Co)2 (a0 - 1)2 + 2 J1 F(c) dc ](kL Cai) [2.34]

(=4

comparando las ecuaciones [2.34] y [2.5] se obtiene 1la siguiente

expresién para el factor de aceleracidén quimica

%
E = [F(co)z (a0 - 1)2 + 2 J1 F(c) dc ] [2.35]

[+

a partir de la cual pueden calcularse también el factor de
efectividad y el factor de aceleracién turbulenta, ya que con las
definiciones de Ha y au. propuestas se mantiene l1a relacién entre
estos tres factores correspondiente a la absorcién en presencia
de una reaccién irreversible de primer orden, Camacho y Paez

(1985):



B = E/Ha = # Ha ar [2.36]

2.1.2. APLICACION A LA CINETICA HIPERBOLICA

Las ecuaciones cinéticas de la forma

. kn Ca N
f(C = —_— 2.37
(Ca) Ka + Ca [ ]

se presentan frecuentemente en sistemas quimicos y biolégicos.
Asi ocurre, por ejemplo, para muchas reacciones enzimiticas y
cultivos de microorganismos en 1os que A es el nutriente
Timitante, si Tlas concentraciones de enzima o de biomasa pueden
considerarse uniformes en toda 1la fase liquida, ecuaciones de
Michaelis-Menten y de Monod respectivamente.

En este caso la funcién F(c), [2.14], sera:

Da kn c

F(e) k# Cai ¥ + cC

donde

¥ = Ka/Cnai [2.39]

Los médulos adimensionales Ha y av, [2.23] y [2.28]1, vendran

dados por

%
2 Da k
Ha = [T_CA*“ [1+ ¥ In(y/(1 + x))]] [2.40]
av = g9 [2.41]

2 (1 +¥)01 +¥ In(¥/(1 + ¥)))

_24_



y las ecuaciones [{2.33] y [2.35] guedan en ja forma

[V + ¥ in(¥/00 + ¥)1¢ dc

Ha

(¥ + cod)z (1 + ¥ In(¥/(1 + ¥)))

[ Haz c3& (ao - 1)2
t 7

[2.42]
[1 + ¥ In(¥/(1 + ¥))1% dc
3
3
¥ + ¢
£ = Ha* c& (a0 - 1)2
4 (¥ + co)2 (1 + ¥ In(¥/(1 + ¥)))2
[2.43]
3
_ " ¥ + co
1 co + ¥ 1In [x I ]

~ Ha?

T+ ¥ In(¥/(1 + X))

Para el caso de mayor interés prédctico de Tos procesos de
fermentacién aerobios, por su naturaleza autocatalitica, Tlas
desviaciones de la hipdétesis de concentracién uniforme de biomasa
en 1la fase 1iquida tienden a incrementar Ta velocidad de
absorcidén ya que si el crecimiento es Timitado por oxigeno su
velocidad serd mayor en las proximidades de la interfase y ademas
Tos microorganismos tienen tendencia a adsorberse sobre 1la
superficie del 1liquido, Sobotka y col. (1981). Admitiendo, sin
embargo, concentracion uniforme de biomasa vy considerando
aplicable 1a ecuacidon de Monod para el crecimiento de

microorganismos limitado por oxigeno, Johnsdﬁk(1967):
|3

L
¥
H
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pam X [02]
Yoz (Koz + [027)

(-roz) [2.44]

que se ajusta a la forma de ecuacidén [2.27]. Los valores de Koo
encontrados.en la bibliografia para microorganismos industriales
oscilan de 0,5 a 5 106 M, Longmuir (1954) y Kappeli y Fiechter
(1882), por 1o que si como valor de [O2]i se considera Ta
solubilidad del oxigeno del aire en el medio de cultivo a 35 oC y
1 atm. que sera del orden de 2 10-4 M, Battino y Clever (1966),
los valores de ¥ oscilaran entre 00,0025 y 0,025, Por esta razon
en la figura 2.1 se han representado 1os valores de E frente a Ha
para ¥ = 0,01 y diferentes valores de a., obtenidos mediante las
ecuaciones [2.42] y [2.43]. Como era de esperar 1os resultados
son muy préximos a 1os correspondientes a una reaccioén irreversi-
ble de orden cero, dado el pequefio valor de ¥. En Ta figura 2.2
-se representan los valores de E frente Ha para ar = 100 y dife-
rentes valores de ¥.

Comparando las ecuaciones [2.37] y [2.44] se observa gque
Kh = um X/Yoz [2.45]
por 1o que el médulo de Hatta sera proporcional a 1l1a raiz
cuadrada de 1la concentracidén de biomasa, por tanto en 1a regidn
de régimen de reaccién lenta

E = Haz aL o X

el crecimiento serd exponencial; en 1a regién de régimen hidrodi-

namico o de absorcién fisica
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el crecimiento sera lineal y al seguir aumentando 1a concentra-—
cidn de biomasa y por tanto el méduio de Hatta, deberia encontrar
se una situacion intermedia entre el crecimiento exponencial y

lineal
E = Ha o X172
siempre que continle siendo el oxigeno el nutriente limitante.
8in embargo, experimentalmente s6io se observan las zonas de
crecimiento exponhencial vy Tineal, resultado 16gico ya que de

acuerdo con las ecuacicnes [2.40] y [2.45] el médulo de Hatta en

estos casos viene dado por

Ha = [ K

'Y considerando valores medios representativos para la transfe-

02
7,

-~
N
N
o

| S—-—

%
T (Mm X/Yo2)(1 + ¥ In(¥/(1 + Z)))}

ro| p
| O

rencia de oxigeno en sistemas aire-medio de cuitivo a 35 °oC

Doz = 7 10°8% m2/h kv = 0,5 m/h [02]i = 6 10-3% g/L

resulta

Ha = 0,1 (pm X/YO2 )1/2 [2.47]

ya que como se ha indicado anteriormente los valores de ¥ son

generalmente pequefios. Si se tiene en cuenta gue Tas velocidades

de respiracién o cociente metabdlico deil oxigeno de 1os microor-

ganismos industriales oscilan en el intervalo



Mm/Yoz = 0,1 a 0,6 h-1

y la concentracién de biomasa en las fermentaciones aerobias, Lee

y Luk (1983),

X = 1 a 50 g/L

considerando 1os valores maximos de ambos términos

Ha =~ 0,55

gue indica que en el cultivo aerobio de microorganismos sél1o

tienen existencia 1os regimenes de reaccidén lenta y de absorciédn

fisica o hidrodinamico.

2.2. TRANSFERENCIA DE OXIGENO EN LA FERMENTACION AEROBIA

La escasa solubiiidad del oxigeno en agua y los altos reque-
rimientos de este componente en los procesos de fermentaciodn
aerobia determinan la necesidad de su suministro continuo y que
al alcanzarse densidades de biomasa apreciables la transferencia
de 02 desde 1a fase gaseosa al medio de cultivo pueda convertirse
en controlante del crecimiento de 1os microorganismos.

La demanda actual de biorreactores de alita productividad
para los procesos de fermentacién aerobia ha determinado un
creciente interés por desarrollar nuevas configuraciones de
biorreactores y modos de operacién que favorezcan la mezcla e
intensifiquen 1la transferencia de oxigeno gas—-l1iquido, "Loop
Reactors”.

Estas circunstancias han determinado 1 &§xtraord1nar1a 1mpogg

L |
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tancia del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno,
KL.a, como pardmetro de disefio de 1los fermentadores aerobios y
por tanto de la puesta a punto de métodos eficaces de medida del
mismo y de sistemas modelos que permitan ensayar esas nuevas con-

figuraciones y modos de operacién de los biorreactores.

2.2.1. MEDIDA DE LA CAPACIDAD DE AIREACION

La medida del coeficiente volumétrico de transferencia de
oxigeno, ki .a, en un contactor gas—-liquido puede realizarse por

diferentes métodos que se describen brevemente a continuacioén:

a.- Balance de oxigeno en 1a fase gaseosa

Puesto que los contactores gas-1iquido son siempre continuos
con respecto a la fase gaseosa la diferencia entre el caudal de
‘oxigeno de entrada y el de salida debe corresponder al oxigeno

absorbido por la fase 1iquida:

dYo2
dt

(Goz2)ent — (Goz)sal1 = Ng + Ku.a ([02]1* - [02]) V

[2.48]
x ki.a ([02]* - [02]) V

si como ocurre generalmente el nUmero de moles de gas existen-
tes en el contactor es pequerio y el cambio de composicidén de esta
masa de gas también, por 1o que puede despreciarse 1a acumulacién
en la fase gaseosa existente en el interior del contactor.

Este método requiere medir el caudal y 1la composicién del
gas a la entrada y a la salida del reactor, medir la concentra-

cién de oxigeno en el seno de 1la fase 1iquida, [02], y suponer
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un tipo de flujo para el gas para calcular [0z2]*.
Es el unico método aplicable al fermentador sin aiterar su

funcionamiento.
b.- Métodos guimicos

Si se dispone de un sistema quimico en el que Ta absorcidn
de oxigeno transcurre en ei régimen de absorcidén fisica o hidro-

dinamico
Noz = kie.a [0z2]* [2.49]

es decir, en presencia de un soluto disuelto que reacciona con el
oxigeno a una velocidad suficiente para anular su concentraciodn
en el seno de Tla fase liquida pero no para alterar apreciabliemen-
te su perfil de concentracidén en 1a pelicula interfacial.

Este método requiere evaluar Noz por medida del consumo del
soluto disuelto en T1a fase liquida y suponer también un tipo de
fiujo para el gas para calcular [0z2]*.

Para su uso es preciso sustituir el medio de cultivo del
fermentador por Ta disoiucién del reactivo de la fase 1fqufda,
por 1o que implica un cambio 1importante del sistema. E1 método
quimico mds utilizado con esta finalidad es la oxidacién de SOz~

a S04~ en presencia de Co**t, Linek y col. (1981).
c.- Métodos dinamicos
Se basan en analizar la respuesta del fermentador a un cam-

bio brusco en ia composicién de 1la fase gaseosa, generalmente

pasando a un gas inerte tal como nitrdégeno o cortando la airea-



cidén, Bandyopadhyay y col. (1963).

ET método requiere registrar 1la variacién de la concentra-
ci6n de oxigeno en el 1iquido mediante una sonda polarografica o
galvanica, obteniendose resultados de la forma que se indican en
la figura 2.3, donde se sustituye el aire por nitrégeno en el

intervalo to-ti1.

[O2]* } — = — = — — — - — - —

l
|
[02] {
l

t = to t = t4 tiempo
Figura 2.3

En esas condiciones un balance de oxigeno en la fase

Tiguida conduce a:

d[0z]

Ty = ke.a ([02]1* - [02]) - goz2.X [2.50]

siendo qoz la velocidad de respiracidén o cociente metabdlico del

oxigeno para los microorganismos considerados

P2 = —— [2.51]

En el intervalo to a ti1 la ecuacién [2.50] se reduce a
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d{O2] _

—goz.X
at doz

i |
N
(&)
N
-

que permite Ja determinacidén de goz2.X por medida de la pendiente
indicada en ia figura 2.3, con 1o que la ecuacion [2.50] aplicada
para el valor [02] correspondiente a t<to permite el caicuio de

ke .a:

kr.a ([027* - [02]) = goz.X [2.53]

2.2.2. APLICACION A LOS FERMENTADORES AEROBIOS

Siegell vy Gadenv(i962) analizan en su trabajo diferentes mé-
todos para T1a medida de velocidades de transferencia de oxigeno
en el cuitivo de microorganismos aerobios y encuentran que la ve-
Tocidad de absorcion de oxigeno determinada por balance de este
componente en la fase gaseosa: diferencia entre los caudales de
"entrada y salida de oxigeno es considerabiemente superior a la
ve1ocidad de consumo de oxigeno en el seno de la fase Tiquida de-
terminada mediante el método dindmico con un electrodo de oxigeno
polarografico (del orden de 2 veces). Por el contrario, cuando se
trata de un sistema quimico: oxidacidén de sulfito catalizada con
Co**, los resultados obtenidos comparando con el balance de
oxigeno en la fase gaseosa son consistentes.

Estos autores interpretan sus resultados considerando que el
cambio de composicién de la fase gaseosa y de las condiciones de
agitacién que impliica la aplicacién del método dinamico altera la
velocidad de consumo de oxigeno por los microorganismos y por tan
to llegan a la conclusién de que unicamente los métodos directos
que miden la velocidad de transferencia de oxigeno en presencia

de los microorganismos y sin alterar 1angpndiciones ambientales
] ]




del cultivo de 1os mismos son aplicables con esta finaiidad.

Bennett y Kempe (1964) miden el consumo de oxigeno en un
cultivo de células suspendidas de Pseudomonas ovalis por la velo-
cidad de produccién de 4cido glucédnico y apliicando el método dina
mico mediante interrupcién de la aireacién y de nuevo encuentran
velocidades marcadamente diferentes. La velocidad de absorcién de
oxigeno medida mediante un electrodo en el sistema no gaseado era
aproximadamente la mitad que el valor caiculado en el sistema ga-
seado por la velocidad de produccién de &cido glucénico.

A la vista de estos resultados los autores sugieren la exis-
tencia de una ruta paralela para la absorcién de oxigeno por las
células mediante la adsorcién de estas en la interfase gas-liqui-
do desde Ta cual pueden absorber directamente el oxigeno de la
fase gaseosa. Este mecanismo se veria favorecido por la tendencia
de Tos microorganismos a adsorberse en la interfase, 1los mismos
autores encuentran que la concentracidén celular en la espuma es
20 % superior a la existente en el seno del liquido.

Un mecanismo semejante habia sido sugerido previamente por
BarthoTomew'y col. (1950) si bien con una evidencia indirecta
dadas las limitaciones del equipo de 1la época.

Tsao (1968 y 1970) desarrolla un modelo matemiatico teniendo
en cuenta también el mecanismo directo y 1o aplica a sus resulta
dos previos con Pseudomonas ovalis y con glucosa-oxidasa, en este
modelo considera que la enzima adsorbida en la interfase que se
une directamente al oxigeno bloquea la interfase disminuyendo 1la
velocidad de disolucién y transferencia del oxigeno hacia el seno
de la fase 1iquida.

Posteriormente Sobotka, Votruba y Prokop (1981) proponen un
modelo de dos fases utilizando el mecanismo de flotacién de parti

cutas sb6lidas para explicar 1a unidén de las células a las burbu-
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jas de aire. Con este modelo Tos autores citados explican sus re-—
sultados previos con Candida utilis con etanoi como sustrato y

Tos de Candida Tipoiytica sobre n-zicanos.

{ 2.3. TRANSFERENCIA DE OXIGENO EN SISTEMAS ENZIMATICOS

Como se ha indicado anteriormente el oxigeno molecular
interacciona con dos tipos de enzimas: oxidasas y oxigenasas.

Las oxidasas usan el oxigeno como aceptor de hidrégeno for-
mando Hz20 o H202.

Las oxigenasas son responsabies de Ta incorporacidn del oxi-
geno moliecular a los sustratos organicos y pueden 1incorporar al
sustrato ambos atomos de oxigeno (dioxigenasas) o s6l1o uno (mono-
oxigenasas). V

ET Gnico sistema enzimatico utilizado en estudios de transfe
rencia de oxigeno gas-liquido ha sido la oxidacién de disolucio-
~nes acuosas de glucosa con Oz en presencia de glucosa-oxidasa,
propuesto por Siiver en 1963 y aplicado por Hsieh, Siiver y
. Mateles (1969) utilizando un extracto crudo de Aspergiiius niger.

La reacciodon considerada impiica un mecanismo en tres etapas

catalizadas por enzimas diferentes:

glucosa-oxidasa ,

B-glucosa + 02 + Lactana + Hz202 [2.54]
catalasa -

H2 O2 ¥ H20 + 1/2 O2 [2.55]

Lactona + Hz20 lactonasa } Acido glucédnico [2.56]

. dado que el peréxido de hidrégeno puede desnaturalizar 1la

glucosa-oxidasa y que la lactona actGa como inhibidor de 1la
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misma, es preciso utilizar un sistema multienzimatico con exceso
de catalasa y lactonasa para evitar Ta acumulacidén de los

productos intermedios.

2.3.1. OXIDACION DE GLUCOSA CON OXIGENO EN PRESENCIA DE GLUCOSA-
OXIDASA

Desde que Muller pone de manifiesto la existencia de la enzi
ma glucosa-oxidasa en Aspergillus niger y Penicillium glaucum, en
1926-28, se han publicado un gran numero de trabajos de investi-
gacidén que describen 1las propiedades de enzimas iguales o
similares en muchos hongos. E1 primer estudio, de caracter
fundamentalmente cinético, de este sistema es debido a Nakamura y
Ogura de 1a Universidad de Tokio (1962), que wutilizan la enzima
obtenida de Penicillium amagasakiense y siguen el transcurso de
la reaccidon por medida de la absorbancia a 460 nm de la mezcla
‘reaccionante, debida a la forma oxidada del grupo flavin de las
dos unidades del dinucleétido flavin-adenin (FAD) que contiene
cada molécula de enzima.

Estos autores aplican Tos métodos experimentales propuestos
por Chance (1947 y 1957) para analizar separadamente Tlas etapas
reductiva y oxidativa de 1a enzima.

Sus resultados indican que no se forma una semiquinona
intermedia entre el estado oxidado y reducido de 1los grupos
flavin de la enzima, en cantidad apreciable para influir
cinéticamente, 1o que implica un proceso de transferencia de dos
electrones y ausencia practica de radicales libres en la mezcla
reaccionante.

Proponen el mecanismo:



, K . K
Eo + G s k‘1 : EoG ——2——4 Er + L [2.57]
) ka . - .
Er + O2 ————+ Eo + H202 [2.58]

e

y obtienen 1os siguientes resultados a 25 °C y pH = 5.65:

Ko x d ks = 1,4 1058, M-1 st [2.59]

1 o
kred 550

+ 4,4 105 s [2.60]

[G] "’
Correspondientes a las constantes cinéticas aparentes de
seudoprimer orden de las etapas de oxidacién y reduccidédn de la
enzima respectivamente.
La ecuacién [2.60] indica 1la formacién de un compiejo
enzima-sustrato 1intermedioc en 1a etapa reductiva, como expresa

ia ecuacidén [2.57] del mecanismo propueSto, y conduce a los

.valores:

k2 = 550 s-1 [2.61]

k-1 + k2
K1

= 0,024 M [2.62]

Sin embargo, el establecimiento del mecanismo practicamente
aceptado hoy dia es debido a Gibson, Swoboda y Massey, de la Uni
versidad de Sheffield (1964), que utilizan glucosa-oxidasa de As
pergillus niger y estudian la oxidacién con oxigeno molecular de
D-glucosa, 2-desoxi-D-glucosa, D-manosa, D-galactosa y D-xilosa.

Estos autores realizan sus experimentos por métodos
manométricos y de flujo, Gibson y Milnes (1964).

Para la aplicacién del método manométrico, utilizan un apa-
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rato de Warburg, midiendo 1a velocidad de absorcién de oxigeno
en presencia de glucosa-oxidasa y catalasa a pH = 5,6; y variando
la temperatura, fraccidén molar de oxigeno en la fase gaseosa y

concentracién de azucar, en los intervalos:

—~
H

0 a 25 oC

Yo 2 0,105 a 1

[G]

0,01t a 0,1 M

Reconociendo la posible influencia de 1la transferencia de
materia gas-liquido, estos autores calculan 1a concentracién de
oxigeno en el seno de 1la fase 1liquida mediante 1la ecuacién

propuesta por Roughton

PO 2 Vn - Vr
= 2.
[02] Ha Vn [2.63]

siendo Vr la velocidad de reaccidn medida y Vn 1a velocidad de
reaccién a concentracién infinita de enzima, es decir, cuando
el proceso es controlado por la transferencia de materia.

En los experimentos de flujo estos autores no emplean
catalasa, sino por el contrario afdaden una concentracién 1 mM de
KCN para inhibir 1la posible catalasa contenida en l1a glucosa
oxidasa.

Como resultado de 1la interpretacién de Tlos experimentos

realizados estos autores proponen el mecanismo:

Eo + G ——El——ﬁ ErL ——51——4 Er + L [2.64]
Er + 02 ——51——+ EoH202 ——51——4 Eo + H202 [2.65]
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que conduce a la siguiente ecuacién cinética:

_ rmax [G] [02] er .
r = Kme [02] + Kmo2z [02] + [G] [02] [2.66]

siendo

_ k2 Ka -
frmax = Ko + Ka [2.67]
Kng = —o2Xx [2.68]
K1
Kmoz = —o2X [2.69]
ka
y obtienen los valores indicados en la tabla 2.1 para pH = 5.6
TABLA 2.1
T rmax Kwa Kmo2 K1 k2 Ksa ks
°C Ms-1 M mM M-tg-1 s-1 M-1g-1 s 1
0 235 0,12 0,21 2100 650 1,3 106 370
13 590 0,11 0,29 5500 3300 1,7 106 720
27 1150 0,11 0,48 10000 -= 2,1 106 1150
38 2000 0,12 0,83 16000 - 2,4 108 2000

Los resultados de estos autores coinciden con 1los de
Nakamura y Ogura en que la glucosa-oxidasa no parece existir en
cantidad apreciable en una forma intermedia semiquinénica, sino
que existen s6lo dos formas espectrofotométricamente diferentes
de 1la enzima, oxidada y reducida, entre las cuales se alternan

las molécuias de la misma. No se forma, por tanto, en cantidad
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apreciable un complejo ternario entre ambos sustratos y la
enzima.

Bright y Gibson (1967), con objeto de profundizar en el
mecanismo de 1la accidén de esta enzima aplican 1os mismos métodos
experimentales a 1la oxidacién de D-glucosa deuterada en el
carbono 1. E1 efecto isotépico influye en la velocidad global del
proceso, fundamentaimente en 1la etapa de reduccién del grupo
flavin 1indicando 1la existencia de un complejo entre la enzima
oxidada y D-glucosa, que altera el mecanismo indicado en las

ecuaciones [2.64] vy [2.65] en T1a forma:

Eo +'Gr'—::—‘11="EoG—ki——%ErLi———}Er + L [2.70]
Er + O2 ——JEL——+ EoHz2 02 -—JSL——+ Eo + H20:2 [2.71]

y despreciando 1la concentracidén de enzima en las formas ErlL y

EoH202 conduce a la ecuacidén cinética

er 1 k-1 + k2 1 1 1 o
= + + 2.72
- ke ki Kz (Gl ke 1021 [2.72]

También estudian comparativamente la oxidacién de D-glucosa
no deuterada, encontrando que los resultados experimentales se
ajustan a la interpretacién del trabajo experimental previo de
Gibson, Swoboda y Massey. Sin embargo, a la temperatura de 3 °C
los resultados experimentales también pueden ajustarse mediante
la ecuacién [2.72], aunque el error en la determinacién de kz es
apreciable (x * 25%). Para pH = 5.55 y disolucién 1 mM de KCN 1los

valores obtenidos son los que se indican en las tablas 2.2 y 2.3,
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TABLA 2.2

Sustrato T, °C rtmax, Ms™! Kmg, M Kmoz, mM Kk-1/k1, M
D-Gilucosa-1-H 25 1440 .0, M 0,82 -—-
D-Glucosa-1-D 25 184 0,054 0,12 -
D-Glucosa-1-H 3 330 0,167 0,25 0,042
D-Glucosa-1-D 3 67 0,067 0,045 0,042

TABLA 2.3
K1 K-1 k2 K3 Ka Ks

Sustrato T, °C M-lg-1 g-t s 1 s-1 M-ig-1 s-1
D-Glucosa-1-H 25 13158 - - - 1,8 108 1440
D-Glucosa-1-D 25 ——— - - - —— -
D-Glucosa-1-H 3 2100 90 1000 784 1,2 108 570
D-Glucosa-1-D 3 2100 90 67 -——-— —-—= -

en las que se aprecia el importante efecto isotépico observado a
la temperatura de 3 °C en el valor de kz para la glucosa normal Yy
la deuterada. Estos autores también realizan experimentos utili-
zando como disolvente agua deuterada sin observar ningun efecto
sobre la velocidad de reaccidén ni sobre Tas‘etapas del mecanismo.

Bright vy Appleby (1969) estudian la influencia del pH sobre
Jas etapas individuales de 1a reaccién, utilizando glucosa
oxidasa de Penicillium notatum y D-glucosa, 2-desoxi-D-glucosa y
D-manosa como sustratos. Realizan sus experimentos a la tempera-
tura de 25 °C, en disoluciones 0,2 M en KC1 y en el intervalo de
pH de 3 a 8.

Los resultados obtenidos por estos autores se ajustan al

mecanismo propuesto por Gibson, Swoboda y Massey vy modificado

i
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ligeramente por Bright y Gibson

Eo +Gﬁ—=—-‘—‘EoG———+tr + L [2.73]
-1
Kg ks . .

Er + O2 ———+ EoH202 ———+ Eo + H202 [2.74]

La variacién de k1 con el pH es sigmoidal e indica que 1la
combinacidéon del sustrato con Eo depende de un grupo basico
(pK1 = 5,00) de 1la enzima, que debe estar desprotonado para gue
se produzca la unién.

La reduccién del grupo flavin controlada por kz es
relativamente insensiblie al pH en el intervalo investigado.

La variacidén de ks con el pH es también sigmoidal e indica
gue en la combinacién del 02 con Er interviene un grupo écido
(pKe = 6,90) de Ta enzima, que debe estar protonado para que se
produzca 1a unién.

Finalmente, la variacién de ks con el pH tiene forma de una
curva de Gauss con el maximo entre 5 y 7, 1indicando que esta
etapa depende de wun grupo 4&cido (pKs= 7,40) y de un  grupo
basico (pKs = 4,10) de 1a enzima.

Duke y <col. (1969) emplean por primera vez un electrodo de
oxigeno para seguir la cinética de 1la reaccién, aunque también
realizan experimentos de flujo y encuentran 1la necesidad de
afladir una etapa mds al mecanismo propuesto por Gibson y-
colaboradores, representado por las ecuaciones [2.73] y [2.74];

esta etapa es

EoG + G —F® 4 Er + L + G [2.75]

y representa por tanto una activacién de sustrato.



Con esta etapa 1a ecuacion cinética toma ia forma

1 ' - 3
= + + 4+ — 2.76
r k1 3 i 5 [O2] Ks L ]

et |
G
[
X
+
x
()]
—
()]
)
>
'S

En Tos experimentos con el electrodo de oxigeno se sigue 1a
desaparicién de éste con el tiempo al adRadir la enzima a una
disolucidén de glucosa saturada de oxigeno, régimen no estaciona-

rio, por 1o que es preciso integrar la ecuacion anterior, gue

conduce a

L 1 1 i - ]
"o [ Ks ¥ ki1 [G] * k2+ks[G]] ([02]o-[0z21) +

[2.771

+ 2’503 1n[L92]°]
K4 Oz |

para concentraciones de giucosa superiores a 0,1 M, con 70 que su

concentracion puede suponerse constante, y

2,303 [0210-[021] 1 [Glo
= +
t er 2,303 ks * K1 1n[[G]

[2.78]

1 k2 +ke [Glo 1 [0z ]o
¥ ke 1”[kz+ks[e.]]+ ke ]n[[02]]

para concentraciones de glucosa menores de 0,1 M.

Estos autores realizan sus experimentos a pH = 5,6, a las
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temperaturas de O, 15 y 30 °C y en presencia de una concentracién
10-3 M de NaCN para suprimir la accién de 1a catalasa que pudiera
estar presente en Tla glucosa oxidasa y acomplejar cualquier i6n
pesado que pudiera inhibir 1a enzima

Sobre el esquema:

E + G K } RL ke bR+ L

RL+ G —R VR4 L+

K K
R+ 02 ———3 EH200 ——2 4+ E + H202

Tos valores de las constantes cinéticas obtenidos son Tos indica-

dos en 1a tabla 2.4.

TABLA 2.4
T =0 oC T = 15 oC T = 30 °C
ki, M~! min-1 2,2 105 5,5 a 7,0 105 1,43 1068
k2, min-1 2,3 104 7,0 104 -
ks, M~! min-1 7,5 a 7,8 107 1,20 a 1,26 108 1,60 108
ks, min-1 2,0 a 2,3 104 4.1 a 4,3 104 8,6 104
ks, M~1 min-1 2,6 105 2,8 108 ————

Weibel y Bright (1971) estudian el mecanismo de accién de la
glucosa oxidasa con vistas a interpretar la dependencia de 1la
velocidad de reaccién con el pH, utilizando glucosa-oxidasa de
Aspergillus niger y determinando la velocidad de reaccidén median-
te experimentos a 25 °C, con glucosa como sustrato y en el rango
de pH de 3 a 10. La cinética del proceso es seguida mediante un

electrodo de oxigeno, aunque se comprobaron también los resulta-

- 44 -



dos con experimentos mezcla rdapida seguidos por meétodos espectro-

fotométricos.

Los datos eran ajustados por una ecuacion de estado estacio-

rio de tres parametros

er 1 1 1 1 1

= + 2.79
r Kred [5] * Koxd {02] Kcat [ ]
que integrada conduce a
. 1 [S]o
= — +
(et t) Kred nl:[S]o—([Oz]o—[Oz])]
[2.80]

1 [O2]0 1 e
* Kox d 7!’1[[02] ] * Kcat ([OZJO [02])

y las conclusiones obtenidas pueden resumirse de la siguiente

~forma

- A bajos pH, en presencia de haluros, 1la velocidad de
reaccién es deterhinada enteramente por la velocidad de Ta etapa
de reduccién de flavina (kz) en la semirreaccidon reductiva. Por
otra parte, el sustrato se combina sélo con una forma no

protonada de la enzima oxidada y la semirreaccién reductiva puede

representarse asi:

k ]
H* Eo ,———E‘. Eo + S r_———:z‘ EoS ——— Er + L [2.81]
M -1

Los resultados obtenidos sugieren que es probable que la
velocidad de reaccién en el rango de bajos pH esté 1limitada por

k2 también en ausencia de haluros.
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- La importancia de ka2 como etapa de primer orden limitante
disminuye al elevarse el pH, asi a pH = 10 el proceso limitante
parece ser la ruptura del complejo de Ta enzima oxidada (EoH202)
en la semirreaccion oxidativa.

Los trabajos de investigacidén que estudian este sistema
desde el punto de vista de su apliicacidén para el estudio de la
transferencia de oxigeno gas-iiquido se inician con el trabajo ya
comentado de Hsieh, Silver y Mateles en 1969 que explican los re-
sultados obtenidos utilizando una ecuacién tipo Michaelis-Menten
para la velocidad de Ta reaccidén enzimatica.

Posteriormente Lee y Tsao (1972) comparan un catalizador
guimico heterogéneo, platino depositado sobre pequenas particulas
de carbono, con la enzima glucosa-oxidasa en el estudio de 1a
absorcién de oxigeno por disoluciones de gliucosa. Estos autores
simplifican aun mds la ecuacién cinética considerandoia de seu-
doprimer orden.

E1 primer trabajo de cardcter inegenieril en el que se uti-
Tiza una ecuacién de velocidad basada en los estudios cinéticos
de caracter bioquimico comentados anteriormente es debido a
Fukushima, Uyama y Katayama (1978), si bien los parametros cinéti
cos obtenidos por estos autores difieren considerablemente de los
indicados anteriormente.

Son realmente Linek y col. (1980 y 1981) los que han realiza
do un estudio més extenso y profundo para la apliicacién de este
sistema a la medida de velocidades de transferencia de oxigeno.
En el primer trabajo estudian la cinética de 1a reaccidn enzima-

tica partiendo del mecanismo:

K
Eo + G ! + Er + L [

.82]

N



_ 3 K3 _ . K4 - o L .
Er + Oz ————4 EoH2(Q2 ———— % Eo + H20 + 1/2 O2 [2.83]

en un reactor discontinuo a 25 °C y pH = 5,55, Estos autores tie-
nen en cuenta ia mutarrotaciéon de 1a glucosa y el retraso del
electrodo de oxigeno utilizado para seguir la cinética del proce-
so. Los parametros cinéticos determinados son consistentes con
ios de Tos trabajos cinéticos previos de caracter biqquimico.

En el segundo trabajo estudian la aplicacion de este sistema
a la medida de Ta capacidad de aireacién de fermentadores con re-—

suitados prometedores.
2.3.2. OTROS SISTEMAS ENZIMATICOS

Como consecuencia del estudio bibliografico realizado sobre
las oxidorreductasas que utilizan el oxigeno molecular, algunos

sistemas prometedores son:

a) La oxidacidon y descarboxilacidon simultaneas del &acido lac

tico a acido acético mediante 1a enzima lactato-oxidasa (EC.1.13.

. o ___ lLactato- i ) o ) o o
CH3 —CHOH-COOH Eooomdas'a% CH3s -COOH + COz + Hz20 [2.84]
2

gue se produce cuantitativamente y no requiere cofactores exter-

nos, Makovos y Liu (1985,

b) La oxidacidén y desaminacién simultdnea de D-alanina a &aci

do pirtvico mediante T1a enzima D-aminodcido-oxidasa (EC 1.4.3.3).



) ... D-aminoacido-oxidasa N o ) o
CHs—TH—C()OH amin X8 CHs -CO-COOH + NHs + H202 [2.85]

+ O2

NH2

que también se produce préacticamente de forma cuantitativa Y ho

requiere cofactores externos, Laser (1952).

2.4. OBJETO DE LA PRESENTE INVESTIGACION

La investigacién de que se da cuenta en esta memoria forma
parte de l1a linea de investigacion sobre "Transferencia de Oxige-
no en Biorreactores"” del Departamento de Ingenieria Quimica de 1la
Universidad de Granada y en ella se inicia el estudio de 1a apli-
cabilidad de los sistemas enzimaticos para determinar las carac—
teristicas de aireacién de bjorreactores.

En esta investigacion se decidié utilizar un tanque agitado
discontinuo con respecto de la fase liquida con superficie inter-
facial plana y seguir el proceso mediante la lectura de un elec—
trodo de oxigeno.

En estas condiciones de minimo coeficiente voiumétrico de
transferencia de materia y evitando el burbujeo de 1a fase gaseo-
sa se disminuyen al maximo los factores que pueden influir sobre
la Tectura del eiectrodo de oxigeno como el grado de mezcia de 1a
fase gaseosa y la retencidén del gas por la fase 1igquida y se ob-
tienen TJas condiciones idéneas para el estudio cinético de la
reaccion enzimatica y del mecanismo directo de absorcién de oxi-
geno.

Los sistemas enzimaticos fueron:

- la oxidacién de glucosa en presencia de glucosa-oxidasa, Yy

- Ta oxidacién de alanina en presencia de D-aminoacido-oxida

sa.
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ya que el precio actual de la lactato-oxidasa, comentada en el
apartado anterior, 1l1a hacia descartable para su aplicacién
posterior en grandes equipos con la finalidad indicada.

Con el primer sistema se seleccionaron, en primer Tlugar, sus
condiciones 6ptimas de acuerdo con la informacién bibliografica:
25 °C y pH = 5,55, y en estas condiciones se analizé la influen-
cia de las concentraciones de glucosa-oxidasa, catalasa y glucosa
y de la composicién de la fase gaseosa.

A continuacién se analizé la influencia de la temperatura en
el intervalo de 25 a 50 °C, que puso de manifiesto su apreciable
desnaturalizacidon térmica a las temperaturas superiores, Yy por
tanto la necesidad de un estudio independiente de este proceso.

Con el segundo sistema se trabajé Unicamente en sus condicio
nes éptimas: 39 °C y pH = 7,3, analizandose la influencia de las

concentraciones de D-aminodcido-oxidasa y alanina. *






3. TECNICAS UTILIZADAS






3.1.

MATERIALES Y METODOS

A continuacion se describen Jos productos quimicos, instala-

ciones experimentales, procedimientos y métodos de andalisis uti-

Tizados en esta investigacion.

3.1.

son:

PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS

Las caracteristicas de 1los productos gquimicos utilizados

D(+)-glucosa, anhidra purisima, Panreac

DL-alanina, grado Sigma, Sigma

Glucosa-oxidasa, de Aspergillus niger, cruda, Sigma
D-aminodcido-oxidasa, de rifAén de cerdo, cruda, Sigma
Catalasa, de higado de bovinos, purificada, Sigma

Potasio fosfato dibdsico, purisimo, Probus

Acido citrico, anhidro para analisis, Panreac, 99,5 %
Potasio cianuro, purisimo, Panreac, 99 %

Oxigeno, Oxhidrica Malaguefia, envasado en balas de acero a
150 atm., 99 %

Nitrogeno, Oxhidrica Malaguefia, envasado en balas de acero
a 115 atm., 99 %

Titanio biéxido, quimicamente puro, Probus

Agua oxigenada, heutra estabiiizada, 3 %

Sodio tiosulifato 5-hidrato, purisimo, Panreac

Sodio carbonato, pro-andlisis, Merc@ju})gg,QS %
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partes:

a)

b)

Almidon, pro-andlisis, Merck

Potasio ioduro, para andiisis, Panreac

Potasio dicromato, pro-analisis, Merck, > 99,5 %
Aménico molibdato, para analisis, Panreac

Acido sulflrico, 66 °Bé, Probus, 95 - 97 %

INSTALACION EXPERIMENTAL

instalacion experimental constaba de las siguientes

Sistema de control y medidor del caudal de oxigeno y ni-
trégeno.- Ambos gases procedentes de su correspondiente
bala de acero, equipada con su manorreductor, pasaban por
una valvula de aguja, para la reguiacidén fina del caudal,
y a continuacién por dos rotdmetros calibrados a tempera-
tura ambiente, uno paré el oxigeno y otro para el nitré6-
geno.

Los datos y grdficos de los calibrados se hallan refie-

Jados en el Anexo I de esta Memoria.

Sistema de termostatacién y saturacién de ia fase gaseo-
sa.- Se ha utilizado un termostato Tectron con agua como
fluido de calefaccién para asegurar la constancia de 1a
temperatura de operacién dentro del reactor, haciendo
circular el agua procedente del bafio termostatizado a
través de Ta camisa de éste. Al mismo tiempo dicho bafo
aproximaba la temperatura del gas que entraba en el reac-—
tor a la temperatura de cada experimento. Para ello y
dado que habia que saturar la fase gaseosa con respecto a

la fase 1fiquida, una vez medido el caudal de éste se
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c)

hacia pasar por un saturador conteniendo la misma disolu-
cidn gque el reactor pero en ausencia de enzima, y que es-—
taba introducido en su mayor parte en el baido mencionado.
E1 paso del gas a través del reactor se producia Tamiendo

la superficie del Tiguido, sin burbujeo.

Sistema de contacto gas-1iquido.- ET1 contacto gas-liquido
tenia lugar en un reactor de vidrio, uUnico a lo Tlargo de
toda la investigacién. Dicho reactor era de cabeza sepa-
rabie, de cuerpo cilindrico y base redonda, encamisado
para la circulacién dei agua de calefaccidn, con un dié-
metro interno de 75 mm y una capacidad maxima de 250 mL,
provisto de tapa con cinco bocas esmeriladas gque asegura-
ba el perfecto cierre del reactor.

Las cinco bocas esmeriiadas de 1la tapa del reactor fueron

utilizadas del siguiente modo:

- Entrada del gas procedente del saturador.

- Salida del gas a la atmésfera, unida a un con-
tador de burbuja que era utiiizado para la cali-
bracién de los rotametros y que consistia en una
bureta graduada.

- Introduccidén de la disolucidén de enzima y toma
de muestra en los ensayos de desnhaturalizacidn
térmica.

- Termémetro para medir la tehperatura de l1a fase
Tiquida.

- Electrodo Gallenkamp para la medida de 1la
concentracién de oxigeno disuelto en 1la fase

Tiquida.



d) Sistema de agitacién.- Se utilizaba un agitador magnético

SBS para asegurar la homogeneidad de 1a fase liquida.

En la figura 3.1 aparece un diagrama del montaje experimen-—
tal utiiizado en este trabajo, donde gquedan refilejados todos los
sistemas comentados.

En resumen y dadas 1las condiciones de agitacidén en que se
realizaron Tos experimentos se puede considerar mezcla perfecta
de Ta fase 1liquida con apenhas aparicién de vértice y darea

interfacial considerada plana e igual a 45,5 cm?.

3.1.3. PROCEDIMIENTOS DE TRABAJO

Los procedimientos experimentales fueron Jlos siguientes:

a.- Experimentos con 0z puro

En cada serie de experimentos se tenia preparada 1a disolu-
cién tampdn requerida. Al inicio del experimento, al mismo tiem-
po que se conectaba el termostato para alcanzar 1a temperatura de
trabajo, se afadia a dicha disolucién tampén el sustrato corres-
pondiente preparando de este modo el volumen de disolucién a uti-
tizar en el reactor (200 ml en el caso de trabajar con glucosa-
oxidasa y 100 ml si era con D-amiodcido-oxidasa).

Se introduce Ta disolucidén en el reactor, cerrandolo y coio-
cando en cada boca esmerilada el correspondiente aparato de medi-
da y se pone en marcha el agitador magnético.

A continuacién se abre la vdlvula de oxigeno para comenzar
la saturacién de la fase 1iquida, asegurando un caudal durante
todo el proceso de 25 L/h en condiciones ambientes; observandose

la variacién de concentracidn de oxigeno disuelto gracias a la
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ayuda del electrodo de oxigeno previamente calibrado (el calibra-
do se realiiza a los valores 0 % y 100 % de saturacién pasando una
corriente pura de nitrégeno y oxigeno, respectivamente, hasta que
Ta medida del electrodo permanece constante). E1 proceso de satu-
racién nunca dura menos de hora y media.

Una vez aicanzado el 100 % de saturacidén se toma el volumen
de enzima necesario v se introduce en el reactor. A partir de
este momento se esperan 30 segundos, tiempo considerado suficien-
te como para cerrar de nuevo el reactor y alcanzar la mezcla de
Tas dos soluciones.

A partir de este mismo instante se <considera © = 0 y se
empiezan a anotar parejas de va]oresmtjempo, % de saturacidén, sin
interrumpir el flujo de oxigeno. n
| En los ensayos de desnaturalizaciéon térmica se mide el tiem-
po y se determina experimentaimente T1a actividad de T1a enzima
mediante el método que se comentard en el apartado correspondien-—
‘te a Tos Métodos de Andlisis.

Se comprobd que en todos l1os experimentos realizados, el
tampédn utiiizado permitia mantener practicamente constante el pH
durante el tiempo del experimento, aunque en las oxidaciones se
producen compuestos de cardcter dcido: giucédnico y piruvico, res-

pectivamente.
b.- Experimentos con mezclas oxigeno-nitrégeno

Se procede del mismo modo al apartado anterior, variando el
f1ujo de cada uno de los gases hasta alcanzar el porcentaje a em-
plear. Dicho porcentaje se mantiene constante a 1o largo de cada
experimento, asi como el caudal total(suma de ambos) que se Tijo

en 25 L/h.
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c.—- Experimentos dindmicos

En las series correspondientes a estos experimentos se ope-
raba de modo algo distinto, debido a que no se utilizaba disolu-
lucidén de enzima y la concentracién de sustrato era siempre igual
a 0,1 M. En estos ensayos se somete al sistema considerado a un
cambio en 1la composicién de la fase gaseosa y se sigue el cambio

de la concentracién de oxigeno en la fase 1iquida con el tiempo.

3.1.4. METODOS DE ANALISIS

Bajo este epigrafe se comenta la determinacién experimental
de la actividad de las enzimas glucosa-oxidasa y D-aminodcido-oxi

dasa, basada en l1os estudios realizados por Pifferi y col (1981).

a.—- Valoracién del H202

Se parte de una disolucién de H202 comercial, reactivo de
analisis, que se valora por el método iodométrico.
La valoraci6tn deil H202 se basa en las dos reacciones si-

guientes

2 8203 + [2 ————} S406= + 2 1I- [3.1]

H202 + 2 I- + 2Ht ———}% I2 + 2 H20 [3.2]

Debido a que el tiosulfato sé6dico no es una sustancia pa-
trén, una vez preparada la disolucidon del mismo se debe proceder
a su valoracién con una sustancia que si 1o sea, utilizdndose en
este caso dicromato potdsico. La ecuacién ahora implicada, sera

la siguiente, Kolthoff (1972).
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Crz07= + 14 H* + 6 [© ——3 3 12 + 2 Cr3+ + 7 HzCG [&.3]
Como concentracion del H20z siempre se ha tomado el valor
medio de al menos tres determinaciones y que en ningdn caso

diferian en mas de un 1 % de dicho vaior medio.

b.- Preparacién de Tlos patrones. Obtencién de la recta de cali-

brado

Se prepara una disolucién madre de HzOz 0,1 M en tampon
citrico-citrato, pH = 5,55, mediante la dilucién apropiada de 1la
disolucién de H202 comercial utilizada y que habia sido valorada
segin se ha comentado anteriormente.

Los patrones a utilizar sdn disoluciones de 2,5, 2,0, 1,5,
1,0y 0,5 mM de H202, de Tos que se preparan 100 cm® también en
tampén citrico-citrato, y que se obtienen, respectivamente, toman
do 2,5, 2,0, 1,5, 1,0 y 0,5 ml de la disoiucién madre de Hz20z.

También se preparan 100 cm® de glucosa 0,1 M en buffer y por
Gltimo 100 cm® del mismo buffer para Tos biancos.

La recta de calibrado o recta patrén se obtenia del siguien-
te modo:

Se toman 2,0 ml del patrén elegido y se le afladen 2,0 mi de
glucosa 0,1 M. La temperatura de la mezcla era de 25 °C. A conti-
nuacion se afiaden 2,0 ml de Ti(SO4)2 y se mide Ila absorbancia a
415 nm frente al blanco (preparado de la misma manera pero susti-
tuyendo Tos 2,0 ml del patrdn por 1a misma cantidad de buffer
citrico-citrato), en un espectrofotémetro con cubetas de 1 cm de
paso. Se debe hacer notar que para realizar la medida de Ta
absorbancia, A, se deben esperar, una vez ahfadido el Ti(804 )2, 20

minutos, tiempo suficiente como para gque se estabilice el color.



En la tabla 3.1 se muestran los resultados obtenidos, y por

regresion lineal:
A =-0,0078 + 0,1252 umoles Hz02, rz = 0,9991 [3.4]
Teniendo en cuenta que la curva de calibrado se ha calculado
con un volumen total de 6 ml, el nuevo valor de la pendiente, p’,
sera:

p’ = 0,1252.6 = 00,7512 mM-!' cm-1 [3.5]

TABLA 3.1

Recta de calibrado

Umoles Hz2o02 A
1 0,122
2 0,237
3 0,363
4 0,501
5 0,616

c.- Ensayo de actividad

Para la realizacién de este ensayo se utilizé una concentra-
ci6én de glucosa oxidasa, [GO], de 5 g/L en tampén citrico-citra-
to, también pH = 5,55.

E1 procedimiento de trabajo era el siguiente:

Se aﬁadén X M1 de enzima a 4,0 ml de glucosa 0,1 M, en el
mismo tampén, saturados de Oz (para ello se 1introducfan en un

bafio a 25 °C y se hacia pasar por ellos una corriente gaseosa de
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Oz puro durante 20 minutos), al cabo de 20 segundos 352 afiaden
2,0 ml de Ti(SO4)2. La absorbancia se mide a 415 nm frente a un

b1

o0

2nNcoe prepatrado de igual modo pero arfadiendo antes el sulifato de
titanio y después l1a enzima. La Tectura se realiza también trans-
curridos 20 minutos.

Los resultados obtenidos se han recogido en la tabla 2.2, ¥y
se han sometido & un proceso de regresidn lTineal en ei gue se ha

obtenido

TABLA 3.2

Ensayo de actividad

ul enzima Ve, mi [GOIr, g/L A
50 6,05 00,0413 0,075
100 6,10 0,0820 0,145
150 6,15 0,1220 0,219
200 6,20 00,1613 0,289
250 6,25 00,2000 0,361

d.- Obtencién de l1a recta U.E frente a genzima

Teniendo en cuenta gue el ensayo de actividad se ha realiza-
do considerando 30 segundos (tiempo gue se esperd hasta anadir el
suifato de titanio), en estas condiciones 1 U.E equivaldra a 1/2
umol de Hz202.

Conociendo las absorbancias en el ensayo de actividad se
puede caicuiar, apoyandose en 1la recta de calibrado, Tos pumolies

de H202z producidos. Se debe tener en cuenta que la recta de

|
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I
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calibrado se ha obtenido para un volumen de 6 mi y en el ensayo

de actividad es Vr; por tanto

umoles de HzO2 en Ta Ve

moles Hzoz = - } = — ra.71
H curva de calibrado 6
U.E. = 2 umoies Hz202 [3.8]

Los resultados obtenidos se refiejan en la tabla 3.3.

TABLA 3.3

Determinacién de la relacién entre U.E Y denzima

[GOJr, 9/L dgenzima 104 A umoles Hzo2 U.E
0,0413 2,b 0,075 0,6669 1,33
00,0820 5,0 0,145 1,2408 2,48
0,1220 7,5 0,219 1,8568 3,71
0,1613 10,0 0,289 2,4496 4,90
00,2000 12,56 0,361 33,0684 6,14

que despreciando el primeh punto , en el que la absorbancia lejda

tiene mayor error conduce a

U.E e

denzima

En este procedimiento de medida de la actividad enzimatica
se ha modificado el propuesto por Pifferi y col. (1981), tomando
4 mL de glucosa 0,1 M y saturando con oxigeno puro a 25 °oC (en el
trabajo indicado se tomaban 2 mL y se saturaba con aire), de esta

forma pueden disolverse del orden de 4 pumoles de Oz y se estd méas
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seguro de que Ta medida realizada no esta Timitada por el oxigeno

disponibie.

3.2. CARACTERISTICAS DE LOS ELECTRODOS

Hasta aproximadamente el arfio 1956, el sensor de 02 era un
simpie alambre o disco de pliatino descubierto que se situaba
sobre el tejido bajo estudio o 1inmerso en dicho tejido o en la
solucién. ET electrodo de referencia era de calomelanos o alambre
de plata situado cerca del electrodo de 02z en el tejido o solu-
cién, Fatt (1982).

Lo primero que se observd fue la fiuctuacidon de Ta Tectura
del electrodo debido a que Ta corriente recibida por el aparato
no era constante. Tal comportamiento podria deberse a los efectos
venenosos de Jos materiales bioldgicos adsorbidos sobre Jla
superficie del sensor.

La solucidn encontrada por T1os primeros investigadores fue
el recubrimiento del alambre con una delgada capa de un material
permeable al oxigeno y a los pequefios iones, pero que protegian
al alambre de las grandes moléculas organicas probablemente Tas
que se adhieren y constituyen el veneno de la superficie. EI
primer materiéT utilizado fue el "collodion". ET1 recubrimiento,
por otra parte, era fragiil y tendia a desgastarse con el uso. EI1
espesor de la membrana tampoco podia ser facilmente controlado, y
por tanto la sensibilidad del sensor era impredecible; también se
debe comentar que la caracteristica principal del material de 1la
membrana debe ser su permeabilidad a los iones, ya que una membra
na impermeable puede aisiar eléctricamente el catodo de oxigeno
del electrodo de referencia y de esta manera romper el necesario

circuito eléctrico entre catodo y anodo.



La primera descripcién del sensor de 02 recubierto con
membrana fue dado por Clark en 1956, siendo 1a base de partida
para los modernos sensores. ET1 disefio de Clark era miniaturizado
por Beebe y Liston en 1963 de tal modo que el sensor podia hacer-
se en forma de aguja.

A pesar de Tos problemas comentados, actualmente el electro-
do de oxigeno se utiliza para calcular pardametros de interés,
como por ejemplo la capacidad de aireacidn de fermentadores, por
su rapida respuesta; intentando l1os modeios matemdticos empleados
determinar el tiempo necesario para que el sensor alcance el
estado estacionario y la influencia de dicho sensor en el medio

que Te rodea.

3.2.1. DINAMICA DEL ELECTRODO DE OXIGENO

La medida de la cantidad de oxigeno disuelto realizada por
~una sonda estd basada en la reaccidn electroguimica de reduccidn

del oxigeno

O2 + 2 H20 + 4 o ——————} 4 OH" [3.10]

Teniendo en cuenta que el oxigeno es suministrado al reactor
tipo tanque agitado mediante una corriente gaseosa, el oxigeno
tendra que transferirse desde dicha corriente hasta el c&todo de
la sonda, donde tendrd lugar la reaccion descrita.

Asumiendo que el grado de agitacién es suficiente como para
permitir las condiciones de mezcla perfecta de las fases gas y
Tiquida, el proceso fisico involucrado queda esquematizado en la

figura 3.2.
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Figura 3.2. Resistencias para la transferencia de Oz,
desde el seno del liquido hasta el céatodo.

Admitiendo transporte molecular del oxigeno, el fiujo de
éste hacia el céatodo, a través de Ta membrana, vendra dado por la

primera ley de Fick

_ d{02] .
Noz = Du [ ax } <=0 [3.11]

donde Du representa la difusividad de oxigeno a través de la
membrana.

La presencia de estas resistencias es la causante, en un
sistema que evoluciona rapidamente, del desfase existente entre
Jos valores medidos de [0z2] y los existentes en el seno del Ti-
quido, es decir, del retraso en la respuesta del electrodo.

Evidentemente la resolucién de un sistema de ecuaciones en
el que 1intervengan todas 1las resistencias comentadas, con sus
correspodientes condiciones limites, afade una complejidad tal al
problema de cdlculo que hace que 1a mayoria de los autores
propongan modelos mas o menos simples que reducen el tratamiento

matemdtico y explican aceptablemente los resultados experimenta-
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les obtenidos.

Se ha demostrado, Aiba y col. (1968), que Ta reaccion
electroquimica representada por [3.10], en Ja superficie del
catodo, es TJo suficientemente rapida como para considerar esta

resistencia nula, hecho que ha sido aceptado por 10os investigado-
res posteriores.

También conviene indicar que otra simplificacion generaimen-
te admitida es la escasa influencia de la fase gaseosa en el pro-
ceso de transferencia, al considerarse dispositivos perfectamente
mezcliados, y dada la escasa solubiiidad del oxigeno.

Como consecuencia de todo 7o expuesto hasta ahora el modeio
generalmente estudiado, con diversas condiciones Timites, es el
conocido como modelo de dos capas, es decir, considera las resis-
tencias de 1a membrana y de 1la pelicula iiguida; y a veces el
modelo de tres capas, que incluye ademds la resistencia del elec-
troiito, aunque normalmente es aceptado en Bibliografia que 1a
_resistencia ofrecida por la capa de electrolito es despreciable
para la mayor parte de las sondas, Linek y col. (1983), debido al
pequeno espesor de Ta misma, por estar el catodo muy préximo a Ta
membrana. Sin embargo existen autores gue tienen en cuenta ademas
otras variables implicadas en el proceso de transferencia.

La interaccidén entre la sonda y las burbujas de gas, Votruba
y Sobotka (1976), Votruba y col. (1377), Linek y Vacek (1877),
también denominado efecto "hold-up", tiene influencia en las iec-
turas del electrodo al estar éste inmerso en una corriente dis-
persa gas-iiquido de tal modo que la superficie externa de la
membrana del electrodo esta alternativamente expuesta a Jla
concentracidén de oxigeno disueita en la fase Tiquida, [02], v a
ta concentracién de equilibrio, [02]i, en la interfase liquido-

burbuja o membrana-burbuja; esto implica que Ta lectura del elec-



trodo va a depender de 1a posicidn de éste en el aparato, Votruba

01, (13578), y también del tamano del c&todo, siendo mas sensi

I
;

Y
bie una sonda pegueria que una grande por tener ésta una mayor

capacidad de integracidon. Linek v col. (1978) estudian, adéemas

P

—h

del efecto "holid-up”, el efecto de Ta dispersidn axial tanto de
Ta fase gaseosa como Tiquida.

Dunn y Einsele (1975) y Dang y col. (1977), estudian el
efecto de 1a dinamica de Ja fase gaseosa que se origina como
consecuencia de Ta sustitucion de una corriente de aire (0Oz) por
otra de Nz o viceversa, sin interrupcidén de la velocidad de fiujo
del gas ni de T1a agitacidn.

Linek y Vacek (1977), tienen en cuenta el periodo "star-up’,
o tiempo que debe transcurrir hastad que se establezca el nuevo
nivel de cohcentracidén de Oz ante un impulso en escaldn y/o hasta
que el coeficiente volumétrico de transferencia de masa, k..a,
alcance su valor de estado estacionario, después de abrir el
suministro dei gas al reactor.

También se ha observado, Benedek y Heideger (1970), Koc y
Zajic (1975} v Linek y Benes (1977 y 1978), que un modejo simpie

de difusion en Ta membrana y capa de electrolito es insuficiente

de ia res

[
NG

para describir ej retraso durante el Gitimo 10 % - 2C
puesta del electrodo a un cambio de concentraciéon de oxigeno en
forma de impuliso en escalidn. Este retraso es causado, probabliemen
te, por una difusidén taterai significativa de 0z hacia el catodo,
como consecuencia de que el espesor de Ta membrana y de la capa
de electroiito no es constante sobre el area del catodo. Este
problema es abordado por Tos modelos de mulitirregion.

A continuacién se comenta mas detenidamente 1la resistencia
ofrecida por Ta membrana del electrodo, por ser considerada por

la mayoria de 1los autores como 1a de mayor importancia en el



proceso de transferencia y por ser una de las caracteristicas mas

importantes del clectrodo. Esta  resistencia ha sido expliicada

mediante modeios de difusidn y semiempiricos.

a.—- Modelos de difusién en 1la membrana

La corriente que l1lega al electrodo, en el estado estaciona-
rio, es proporcional a Ta concentracién de oxigeno en la superfi-
cie externa de la membrana; asumiéndose en estos modelos gue la
curva de respuesta sigmoidal del electrodo puede ser explicada
suponiendo difusién molecular del 02, a través de la membrana y
capa de electrolito hacia el cdtodo, y que es cuantificada por la

28 ey de Fick

K]
!

(k]
~N
~

N O
N
i
1

Esta ecuacion puede integrarse especificando dos condiciones

Timites, utilizandose generalmente Tas siguientes:
[O2] = 0 para x = G [3.13]
[02] = [02]u para x = d [2.14]
que conduce a la siguiente reiacioén
[02] = [021u x/d [3.15]

Estos modelos se completan con la consideracién de las demas
resistencias que intervienen en el proceso de transferencia y han

sido utilizados por distintos autores, Heineken (1970 y 1971),
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Linek (1972), Linek y col. (1973), L?hek y Benes (1977), Linek y
vacek (1977}, Votruba y col. (1977), Linek y Benes (1978),
Lundsgaard y col. (1978), Linek y Sinkule (1983) y Linek y col.
(1989), con diferentes condiciones de contorno.

Ltas soluciones de estos modeios de difusién conducen a
similares formulaciones de la respuesta normalizada de la sonda
para experimentos dindamicos de aireacién, Ye, asi Linek y col.

(1973) obtienen

v n B
Ye = 1 ~ . ' -B ko -
F ' sin(mnB?) exp(~B ke t)
[3.18]
® -2 kp t
-2 % (-1)n ~
A A Y (CIEIED
donde
[02]:i - [0z2] i
Y 3.17
? [02]5 - [0z210 [ ]
)
D ) _
o = e DL [3.19)

E1 pardmetro ko es una constante de difusién de la sonda y
estd relacionado, como se indica en 1la ecuacidén [3.19], con el
coeficiente de difusién, Du, y el espesor de la membrana, d. Este
parametro es dimensionaimente equivalente a la constante de tiem-
po de la sonda, ke1, derivada de consideraciones empiricas. La
ecuacion [3.16] se puede simplificar para ko t > 3, ya que en es-
tas condiciones, Linek (1972) y Linek y col. (1973), el sumatorio

se puede despreciar y reordenando dicha expresiéon se obtendra:
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expresidn que permite calcular ki..a a partir de una representa-
cidn o regresién lineal de In(1 - Yp) frente a t. En los restan-
tes casos es necesario someter al electrodo a un impulso en
escaloén para determinar la constante kp del electrodo.

/ La respuesta a un impulso en escalén ha sido analizada por
todos Tlos autores que wutilizan modelos de difusién. Heineken

(1970 y 1971) y Linek y col. (1973) obtienen que:
Ye! = 1 - 2 exp(-kp t) + 2 ?1(—1)n exp(-n2 ko t) [3.21]
n-=

E1 sumatorio que aparece eh esta expresidbn puede despre-
ciarse cuando Yp! 2 0,4 o ko t 2 1,2, ya que en estas condicio-.
nes alcanza como méximo un 3 % del total y por tanto ko puede
estimarse a partir de una representacién o regresién lineal de
In(1 - Ye) frente a t.

Votruba y col. (1977), mediante un andlisis de momentos Han

descrito T1a constante kp como

kp = —————o [3.22]

donde as representa el &rea por encima de la respuesta normaliza-
da de la sonda a un impuliso en escé1én, figura 3.3. Este método
es muy conveniente y rapido, ya que la constante es evaluada
teniendo en cuenta todos 1los datos de concentracién de oxigeno
frente al tiempo y ofrece practicamente idénticos valores que el

método numérico anterior.



Yp

t

Figura 2.3. Método de los momentos para la determi-
nacién de 1a constante ko del electrodo.

La constante ko de 1la sonda varia con 1la temperatura
cumpliendo la ecuacién de Arrhenius, con una energia de activa-
cién que oscila entre 3 - 4 J/mol; debido a esta dependencia se
deberda medir el valor de ko a la misma temperatura a l1a que se

vaya a realizar el experimento de aireacién.
b.— Modelos semiempiricos

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante el uso
de los modelos anteriores, han sido numerosos los autores que han
supuesto que la respuesta del electrodo puede ajustarse a una ci-
nética de primer orden, Aiba y Huang (1969), Fuchs y col. (1971),
Dunn y Einsele (1975), Votruba y Sobotka (1976), Ruchti y col.
(1981) y vardar y Lilly (1982). Otros autores, como Prokop y col.
(1975) y Dang y col. (1977), aceptan que dicha respuesta puede
ser interpretada mediante dos reacciones en serie de primer or-
den, es decir, equivalente a una cinética de segundo orden, algo

gque parece cumplirse para liquidos viscosos.
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Admitiendo, como es habitual una cinética de primer orden,

la respuesta del clectrodo vendra dada por

dye K (v ve ) Yo — Ye
= 1 L =YP e —
dt © ) Tel

[3.7

[
fad
Lt

il

que combinada con la ecuacidén de transferencia de masa, escrita

en forma adimensional,

dyYp
dt

= - kL.a Y. [3.

L
™
B
t—a

y con las correspondientes condiciones iniciales

ot
tl
(]
-~
]
H
—
<
-
i
—
™
[o8]

.25]

puede integrarse, obteniéndose el resultado siguiente:

Y 1 4 R N - e
= {(~Ke . - i -

.26]

[

donde Te1 es el tiempo de respuesta de 1la sonda Yy cuya relacidn
con la constante de tiempo de 1a misma, kKe1, viene dada por la

siguiente ecuaciodn

= 3.27
Te 1 Ko 1 [ ]

En general kei1 y Te1 son constantes equivalentes gue es ne-
cesario determinar experimentalmente, como en el caso anterior,

sometiendo al electrodo a un cambio brusco de concentracién



(respuesta en escalén), figura 3.4, calculandose ket 0 Te1 cuando

se alcance el 63,2 % de la respuesta total.

1,0 |—m—mm oo

Yp

Te 1 - t

Figura 3.4. Determinacién de l1a constante de tiempo,
Te1, del electrodo.

Conocido Tel1, KL.a se puede estimar mediante regresién no
‘1ineal de la ecuacién [3.26].

Dang v col. (1977) determinan el valor de kiL.a mediante el
método de los momentos, por medida grdafica del 4rea sobre la
curva de respuesta normalizada del electrodo frente al tiempo,
figura 3.8.

Por Gltimo indicar que tedéricamente se demuestra que para
obtener una suficiente exactitud en la medida del valor de k..a,
éste debe ser inferior a la inversa del tiempo de respuesta del

electrodo, es decir

ke.a < L [3.28]
Te 1
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3.3. CALCULO DE LAS PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

3.3.1. SOLUBILIDAD DEL OXIGENO EN LA FASE LIQUIDA

Dada 1a pequefia solubilidad del oxigeno en disoluciones
acuosas, se acepta generalmente que la resistencia opuesta por la
fase gaseosa a su transferencia es despreciable, incluso cuando
se utiliza aire; Hikita y col. (1980) estiman, para un aparato
semejante al wutilizado en esta investigacidén, que la resistencia
opuesta a la transferencia de oxigeno desde una masa de aire re-—
presenta menos del 0,01 % de la resistencia total.

Dado que se usa oxigeno puro, saturado con respecto a la
fase liquida, en la mayoria de 1los experimentos del presente
trabajo, y solamente en algunos se utiliza mezclas oxigeno~
nitrégeno, siendo la proporcién de oxigeno en el caso extremo
aproximadamente 1a misma que 1la existente en el aire, esta
hip6tesis estd totaimente justificada en este caso, por 1o que se
considerard que no existen gradientes de concentracién en la fase
gaseosa.

Se admitira también la hipétesis usual en los estudios de
transferencia de materia gas-liquido de que 1la interfase se
encuentra en equilibrio.

En estas condiciones es aplicable 1la 1ley de Henry para

obtener la concentracién de oxigeno en la interfase

[02]i = :::2 [3.29]

donde Po2z representa 1a presién parcial del oxigeno en la fase
gaseosa y Ha la constante de 1la Ley de Henry, funcién de la

temperatura y composicién de la fase liquida.
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a.- Presion parcial del oxigeno en la fase gaseosa

Puesto que 1la fase gaseosa estd siempre saturada con
respecto a la fase liquida, la presién ~parcial del 0z estara
relacionada con 1la presién total del sistema, Pr, la presién de
vapor de la disolucién, Pv, a la temperatura de trabajo y la
fraccién de oxigeno en la mezcla oxigeno-nitrégeno, yoz, en la

forma:

Poz = yoz (Pt - Pv) (3.30]

Cuando se utiliza oxigeno puro, yoz tendra el valor unidad y

por tanto la anterior ecuacién se reduce a

Po2z = Pr - Pv [3.31]

Debe observarse que para calcular Poz a partir de la ecuaciodn
[3.30], el Unico dato que se deberd estimar serd el de la presion
de vapor de la disolucién, al ser la presién total uno de los
datos primarios medidos en cada experimento e yo2 viene impuesto
en cada uno de ellos.

En el presente trabajo se ha estimado que la disolucién
podria considerarse como agua pura por las pequefias concentra-
ciones de los solutos y su escasa contribucién a dicha presién de
vapor.

Datos de la presién de vapor del agua pura en funcién de la
temperatura se encuentran en el "Perry’s Chemical Engineers’
Handbook" de Perry y Green, 3-45 (1984), y que quedan reflejados
en la tabla 3.4, donde se han recogido las temperaturas utiliza-

das en esta investigacién.
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TABLA 3.4

Presién de vapor del agua pura

T, °C Pv, mm Hg
25 23,8
30 31,8
35 42,2
40 55,3
45 71,9
50 92,5

b.- Estimacién de la constante de la ley de Henry

Una vez determinada la presién parcial de oxigeno, para el
calculo de la concentracién de oxigeno en la interfase, segin la
ecuacién [3.29], serd necesario estimar el valor de la constante
de 1a ley de Henry, Hdg.

En bibliografia puede encontrarse facilmente datos sobre 1la
solubilidad del oxigeno en agua pura en funcién de la temperatu-
ra, si bien a veces es necesario realizar transformaciones de
unidades para expresarlos en los valores de la constante de la
ley de Henry para el agua pura, Ho. En el presente trabajo se
expresa el valor de Ho en mm Hg/(moi/L).

En "International Critical Tables" , Vol. III, 271 (1928),
se encuentran datos de solubilidad del oxigeno en agua para una
presién parcial de oxigeno de 1 atm, que puede transformarse
mediante la ecuacién [3.29] en los valores de Ho.

Por otra parte, Battino y Clever (1966) han revisado la ma-
yor parte de los datos experimentales de solubilidad del oxigeno

en agua publicados, expresandolos como coeficiente Bunsen, a, que
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se define como el volumen de oxigeno en condiciones normales que
es absorbido por la unidad de volumen de disolvente a la tempera-
tura considerada y a 760 mm Hg de presién parcial del oxigeno,

siendo su relacidén con Ho

Ho = — 1033 [3.32]

Por Gltimo 1indicar que en el ya citado "Perry’s Chemical
Engineers’ Handbook", 3-103, se encuentran datos de solubilidad
del oxigeno en agua pura, en forma de la constante de la ley de
Henry expresada en atm/(mol soluto/mol soiucién), H. Estos datos
pueden también transformarse a Ho con 1las unidades ya comenta-
das, despreciando la concentracién de oxigeno frente a 1la del

agua, mediante la ecuaciodn

760 H
= - = - 3
Ho 55 55 13,68 H [3.33]

En 1la tabla 3.5, se indican 1los datos de solubilidad del
oxigeno en agua pura obtenidos de las diversas fuentes, observan-
dose que la coincidencia entre ellos es aceptable, sin embargo
se han utilizado los datos encontrados en el "Perry’s Chemical
Engineers’ Handbook™ por ser mas recientes Yy por incluir todos
los valores de temperatura utilizados en esta investigacioén.

La disminucién de la solubilidad del oxigeno por efecto
salino, debido a 1los electrolitos presentes en la disolucidn,

puede ser descrita por la ecuacién empirica de Sechenov

Tog(Hc/Ho) = Ks C [3.34]



(a)

(b)
(c)
(d)

TABLA 3.

5

Solubilidad del oxigeno en agua pura

T, a 103 Valores de Ho .10-5, mm Hg/(molg/L)
°C (a) (b) (c) (d)

20 31,01:0,28 5,51 5,49 5,49

25 28,43%*0,23 6,03 5,99 6,99

30 26,300,22 6,55 6,50 6,48

356 24,63%x0,24 6,97 6,94 6,92

40 24,160,117 7,38 7,32 7,35

45 ———-- -- 7,70 --

50 20,85+0,13 -— 8,04 8,17

Coeficiente de Bunsen,
Battino y Clever (1966)

International Critical

valores medios de

Tables,

Voi.

IIT,

los recogidos

271

Perry’s Chemical Engineers’ Handbook (1984)

Calcuiados a partir de (a) mediante 1a ecuacién [3.33]
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siendo He la constante de 71a 1ley de Henry para una disolucidn
acuosa de concentracion c¢ molar del electrolito considerado y Ks
la Tlamada constante de Sechenov, que depende de la temperatura y
de ia naturaleza del gas y del electrolito.

Una modificacién de la ecuacidn [3.34]1 ha sido propuesta por

van Krevelen y Hoftijzer (1948)
Tog(Hec/Ho) = h I [3.35]

donde I es Ta fuerza idénica de la disoluciodn

+N

1 .
I = > (z% c+ + 2% c-) [3.36]

y descompone la constante h en la contribucién del catién, del

anion y el gas
h = hy + h- + hg [3.37]

En este método, que ha sido ampliamente utilizado por
Danckwerts (1970), Onda y col. (1970) y Charpentier (1981), publi
candose numerosos valores de hs+, h- y hg. La influencia de la
temperatura suele incluirse en 1la contribucién del gas, hg,
generalizandose la ecuacién [3.35], para electrolitos mezclados,

en la forma

log(Hd/Ho) = hi I1 + h2 I2 + ... = 2 hi Ii [3.38]

No obstante algunos investigadores, Schumpe y col. (1978),

Schumpe y Deckwer (1979) y Quicker y col. (1981), encuentran el

o~ B .s,‘,.-::‘.,fu,;_.‘ E Nl
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modelo anterior 1inconsistente, pues conduce a valores distintos
de la solubilidad para disoluciones que son totalmente
equivalentes desde el punto de vista i6nico, dependiendo de como
se prepare el sumatorio de la ecuacién [3.38], debido a que al
multiplicar el pardmetro especifico de cada i6n por 1a fuerza
idnica de 1a sal correspondiente, se hace depender el efecto
salino de un i6n de 1a valencia de su i6n contrario en ia sal.
Debido a esto, estos autores proponen modificar la ecuacién

[3.38] en 1a forma

Tog(Hda/Ho ) = 2 hi Ij [3.39]
1
siendo Ii, la fuerza iénica atribuible a cada i6n
’ 1 P
Ii = > (zi? ci) [3.40]

y hi un parametro depehdiente de la naturaleza del i6n, del gas
y de 1la temperatura, si bien estos autores encuentran que hi es
practicamente independiente de la temperatura en el intervalo de
10 a 40 °cC.

Se han realizado trabajos comparando los métodos de
Danckwerts, Charpentier y Schumpe, entre ellos uno de 1os méas
recientes por Pdez Duefias (1982) y que destaca por ser bastante
extenso. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el
método de Schumpe se acerca mds a los valores experimentales,
mostrandose mds consistente sobre todo en 1o referente a la
variacién de la solubilidad con la temperatura.

Por todo 1o expuesto y considerando que los experimentos se
" han realizado entre 25 °C y 50 °C, se decidi6é wutilizar el método

de Schumpe a 1o 1largo de toda la investigacién, por su mayor



consistencia interna y por el hecho de que al representar mejor
la variacién del efecto salino con 1la temperatura, el error
cometido sera menor, ya que todos los métodos se basan en datos
experimentales a 25 °C.

En la tabla 3.6 aparecen los datos de hi utilizados Yy que

han sido tomados de Schumpe y col. (1982)

TABLA 3.6

Constantes de efecto salino, hj

I6n h, M1
K* -0,5687
HPO4 = 0,477

Por Gltimo indicar que la presencia de sustancias organicas
(moleculares), generalmente disminuye la solubilidad del gas en
las disoluciones acuosas, aunque existen algunas, como alcoholes
de pequefia cadena, que pueden incrementar dicha solubilidad.

Los efectos de estos solutos organicos puede describirse

andlogamente por una ecuacién tipo Sechenov

log(Ha/Ho) = X ki ci [3.41]

donde ci es la concentracién molar de la sustancia organica y ki
una constante especifica de la sustancia i y que depende del gas
y en menor medida de la temperatura.

En algunos casos se encuentra una mejor correlacion de 1os

datos experimentales con una relacién Tineal del tipo
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Ho o Z s mi o [3.42]
Hd i

Para rangos mayores de concentracién pueden necesitarse
modelos con dos pardmetros, o incluso puede no existir una
relacién simple en todo el rango. A diferencia de 1o que ocurre
con el efecto salino, no hay modelos empiricos para predecir los
valores de ko 0O mi.

En bibliografia se encuentran trabajos en donde se pueden
encontrar datos de solubilidad en disoluciones de diversos azlca-
res y sustancias moleculares utilizadas en biomedios, Hikita y
col. (1978), Quicker y col. (1981); pero, se seguirdn utilizando
los datos de Schumpe y col. (1982), que han sido revisados y
ampiiados por Kutsche y col. (1984),. por ser mas recientes y
para asegurar la consistencia de 1os resultados obtenidos.

En 1a tabla 3.7 se recogen 1los datos de ki las sustancias
moleculares utilizadas en 1a presente investigacién, indicando
que el valor referente a la alanina, al no disponerse de datos al
respecto, se ha tomado del correspondiente a la glicina por su

semejante tamafio molecular.

TABLA 3.7

Constantes de efecto molecular, ki

Sustancia Rango de concentracién, g/L ki, M1
Acido citrico 0 - 200 0,09779
Glucosa 0 - 450 0,11855
Alanina 0 - 200 0,09345

Resumiendo, para calcular 1la solubilidad del oxigeno en

disolucién habra que tener en cuenta la presencia de electrolitos
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y solutos organicos, Yy segun se desprende de 1o expuesto en este
apartado, dicho cdalculo puede realizarse aplicando la siguiente

ecuacién empirica

Tog(Ha/Ho) = 2 hi Ii + £ kj Cj [3.43]
3

1

3.3.2. DIFUSIVIDAD DEL OXIGENO EN LA FASE LIQUIDA

En los procesos de absorcién con reaccién guimica es necesa-
rio utilizar expresiones y médulos adimensionales, que dependen
de la difusividad del soluto gaseoso, para el tratamiento matema-
tico de los datos obtenidos; asi por ejemplo en el régimen de
reaccidn rdpida de seudo-primer-orden 1la velocidad de absorcién
de 02 es directamente proporcional a la rafiz cuadrada de la
difusividad de este en la fase 1iquida.

Por tanto serd necesario determinar 6 estimar la difusividad

del oxigeno en la disolucién utilizada.
a.~ Difusividad del oxigeno en agua
La ecuacidén de Stokes-Einstein prevée para moléculas esféri-

cas que se difunden a través de un medio continuo, una expresion

para la difusividad del tipo
D = [3.44]

donde K es una constante, T la temperatura en K, p la viscosidad
del liquido en cp y r el radio de la molécula que se difunde en

cm.
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Reordenando la ecuacién [3.44] se llega a

[3.45]

que como puede apreciarse, para un gas dado, D u/T, seria una

constante al serio el segundo término.

Con ayuda de 1a expresién [3.45] se pueden
valores de la difusividad del oxigeno a las
utilizadas en la presente investigacién, a partir
experimentales encontrados en bibliografia. Se debe
que dichos datos se reducen, por desgracia, al
temperaturas de 15 a 25 °C, vy se han recogido en

asi como los valores calculados mediante [3.45].

TABLA 3.8

Difusividades del oxigeno en agua

calcular 1los
temperaturas
de 1los datos
hacer constar
intervalo de

la tabla 3.8,

(experimentales)
T, D 105 D u/7T 108
°C cm?/s cm2 cp/(s K) Referencia
20 2,217 7,76 Linek y col (1970)
22 2,40 7,76 de Waal y Okeson
25 2,41 7,20 Vivian y King (1964)
15 1,67 6,60 Himmeliblau (1964)
16 1,87 1,17 "
18,2 1,99 7,16 "
20 2,01 6,87 "
22 2,25 7,28 !
22 2,22 7,18
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Como se ha comentado D p/T deberia permanecer practicamente

constante por 1o que promediando los valores caliculados se

obtiene:

cm? cp

- e [3.46]

ecuacién que permite calcular los valores de la difusividad del
oxigeno en agua pura conocida la temperatura y la viscosidad, vy

que quedan reflejados en 1la tabla 3.9.

TABLA 3.9

Difusividades del oxigenho en agua
(calculadas)

T, °C M, Ccp D 10%, cm?/s
20 1,0020 2,11

25 0,8904 2,472

30 0,7975 2,74

35 00,7174 3,09

40 00,6529 3,46

45 0,5960 3,85

50 0,5468 4,27

b.- Difusividad del oxigeno en disoluciones de electrolitos y

sustancias moleculares

En las condiciones normales de experimentacién, es decir ale
jados de l1a dilucién infinita y wutilizando electrolitos mixtos,
es necesario recurrir a expresiones empiricas para estimar valo-

res de difusividad.
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Ratcliff y Holdcroft (1963), a partir de la teoria de Eyring
para el estado liquido y mediante ciertas aproximaciones proponen

la expresion

D =Do(1 - € c) [3.47]

para la difusividad de un gas en la disolucién de un electrolito
de concentracién c, siendo Do la difusividad en agua pura y € una
constante.

La constante € es una propiedad aproximadamente aditiva de
los iones presentes y practicamente independiente de 1a tempera-
tura y de la naturaleza del soluto que se difunde, Gubbins y col.
(1966), y puede ser calculada, segun proponen los primeros auto-

res citados, mediante la ecuacién

0,030 + 0,550 W [3.48]

M
11

siendo

W= _H - Mo [3.49]

donde o es la viscosidad del agua pura y p es la viscosidad de
la disolucién de electrolito de concentracién c¢. E1 valor de W
podria calcularse también por suma de las contribuciones de los

iones correspondientes al electrolito, Bingham (1941)

W = Wse + W- [(3.50]

Para disoliuciones constituidas por electrolitos mezcliados se

podria utilizar la ecuacién [3.48] pero ampliada seguin proponen
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donde 1las constantes e€i para cada electrolito se calculan por
[3.48], [3.49] 6 [3.50]

Hikita y col. (1979 y 1980) dan valores de € basados en
medidas directas de viscosidad con los electrolitos considerados,
algo quede los paredce bastante conveniente. -

Normaimente no es facil encontrar en bibliiografia los datoé
de 4 para todos Tlos electrolitos wutilizados en los trabajos de
investigacion, existiendo otras correlaciones empiricas de mas
facil aplicacién y que explican ltos resultados experimentales con
aceptable exactitud. Entre ellas cabe destacar 1a que a continua—»
cién se describe y que es aplicable téhto a disoluciones cdh
elecrolitos simples como mezclados, Ju y Ho (1985).

Estos autores utilizan un electrodo de oxigeno para la
medida de 1la difusividad del 0z, método ya utilizado por Akita

(1981), y encuentran la siguiente expresién
D =Do [(1-F (1I)1/2] [3.52]
donde I representa la fuerza idnica total de la disolucidén y que

se calcula, por generalizacién de la ecuacién [3.36], de la si-

guiente manera
1 L.
I = — 3 zi Ci [3.53]
2 i

y f es uh factor que depende de la naturaleza de los electroli-
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tos presentes en la disolucién, pero que puede ser relacionado

con el grupo (M/B), Ju y col. (1986), mediante la expresion

f = A (M/B) [3.54]

siendo A = 0,1187 [L2/(g.mo1)]1/4 y n = 1/4, ambos determinados
empiricamente. Para soluciones de electrolitos simples, M es el
peso molecular de la sal presente, y el pardmetro B es la rela-
cién entre 1a fuerza 1iénica total de la disolucién y Ta concen-

tracién molar de la sal en la disolucién, Cs, es decir

B = I/Cs [3.55]

Por ejemplo para el electrolito KzHPOs4, presente en esta

investigacién, el - valor de M es 174,18 g y se obtendrian los

siguiente valores

Iz—:;—(C322+ZCs12)=SCs
3 Cs
= = 3
o Cs
f = 0,1187 (174,18/3)1/4 = 0,3277 (mol/L)-1/2

Cuando la disolucién contiene mezclas de electrolitos se

debera generalizar Ta expresion [3.54] en 1a forma

f = A (Ms/Bs)n [3.56]

estimandose Ms, peso molecular efectivo, y Bs, parametro de la

disolucién mezcla de electrolitos, con la ayuda de las siguientes
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ecuaciones

Ms = X Xi Msj [3.567]

Bs = 2 Xi Bi [3.58]

donde xi es la fraccién molar de cada constituyente de 1a sal, y
los subindices S e i se refieren a la mezcla de sales y cada sal,
respectivamente.

A titulo de informacién se puede indicar que para soluciones
con fuerzas 1i6nicas similares a las que poseen los medios
normales de fermentacién, se ha estimado gque la aplicacién de
este método en el cdlculo de 1la difusidén relativa de oxigeno,
D/Do, conduce a desviaciones inferiores a + 3 %. &

Recientemente, Holtzapple y col. (1989), basénabse en los
datos obtenidos por Ju y Ho (1985), comparan tres modelos para el
cdlculo de la difusividad del Oz en dfso]uciones de electrolitos:
ley de Fick, actividad como fuerza impulsora y potencial quimico
como fuerza impulsora. Estos autores encuentran gque los tres mode
los no difieren significativamente en sus predicciones: menos del
5 % cuando la fuerza impulsora es 8 atm; si se tiene en cuenta
gue en Tos sistemas biolégicos tipicos la fuerza impulsora es in-
ferior a 0,21 atm, 1a eleccién de uno u otro método practicamente
no tendrda influencia en los valores obtenidos.

Por otra parte, Pinto y Graham (1986) han propuesto un
método basado en el uso de las ecuaciones de flujo de Stefan-
Maxwell para 1la evaluacién de difusividades en disoluciones de
electrolitos, teniendo en cuenta propiedades tales como la
viscosidad de 1a disolucién y la movilidad de Tos iones. E1

empleo de las ecuaciones de flujo de Stefan-Maxwell predice bien



la difusividad en electrolitos multicomponentes y altas
concentraciones (hasta 4,0 M) vy parece ser el método adecuado
para estimar difusividades en sustancias cambiadoras de iones y
membranas.

La influencia de la presencia de sustancias moleculares en
los valores de la difusividad del oxigeno no ha sido tan amplia-
mente estudiada, concretdndose los estudios al efecto de la con-
centracién de glucosa, entre ellos Ho y col. (1986) v Ju y col.
(1988) que estudian dicha influencia a 22 °cC.

Existen varias teorias y correlaciones en bibliografia que
sugieren que los coeficientes de difusién de un soluto son
inversamente proporcional a la viscosidad del solvente a una

temperatura constante, es decir
D u» = const. [3.59]

siendo n = 1,0 para la difusién de moléculas en disoluciones di-
luidas con un solvente de moléculas pequeifas. Esta expresién es
conocida, como ya se indicé en un apartado anterior, por ecuacién
de Stokes-Einstein. Por otra parte, para el caso de moléculas de
soluto que se difunden en soluciones viscosas de grandes
moléculas, 1a teoria de la velocidad de Eyring predice que el
coeficiente de difusién es proporcional a 1la viscosidad del
solvente en una potencia - 2/3, Hiss y Cussler (1973) y Hikita y
col. (1978).

Ho y col. (1986) trabajan con disoluciones diluidas de gluco
sa (hasta wuna concentracién del 10 % en peso). Estos autores
utilizan un viscosimetro capilar tipo Ostwald para la determina-
cion de 1la viscosidad relativa de la disolucioén, u/ge, cuyos

valores han recogido en la tabla 3.10, y un electrodo de membrana
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para la determinacion de 1Jos coeficientes de difusidn del

oxigeno.

TABLA 3.10

Viscosidad relativa de disoluciones diluidas
de gliucosa

[G], % en peso i/ o
0 1,000

1 1,014

3 1,040

5 1,078

7 1,115

9 1,154

10 1,174

En todos Tlos experimentos realizados, 1la representacibén o
correlacidn de los valores de la viscosidad relativa con los de

difusividad, se ajusta aceptablemente a 1a ecuacidn

(D/Do) = (M/Ho )1 [3.60]

es decir, a una ecuacién del tipo Stokes-Einstein.

Los experimentos realizados por Ju 'y col. (1988) solamente
varian en la concentracién de glucosa, al trabajar éstos con
disoluciones concentradas de glucosa (30 % en peso). La ecuacidn
que ajusta correctamente los datos experimentales es ahora Tla

siguiente

(D/Do) = (u/po)-0,725 [3.61]
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Por tanto, para tener en cuenta el efecto conjunto de ta
presencia de glucosa y sales en el cdlculo de 1los valores de

difusividad del oxigeno, podria utilizarse

(D/Do)m = (D/Do)s (D/Do)s [3.62]

representando 1os subindices M, G ¥y S la solucién acuosa mezcla
de glucosa y sales, de glucosa y de sales, respectivamente.

En el presente trabajo 1os experimentos se realizan con
disoluciones diluidas de glucosa, por 1o que para el c&lculo de
(D/Do )c se debera emplear 1la tabla 3.10 junto con la ecuacién
[3.60}, v para el célculo de (D/Do)s la ecuacién [3.52], siendo
el vatlor de f igual a 0,3277 (mol/L)-1/2,

3.4. DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES VOLUMETRICOS DE TRANSFE-

RENCIA DE OXIGENO

Para la determinacién de 1los coeficientes de transferencia
de Oz, ki.a, se utilizé el método dinamico vya que en las condi-
ciones experimentales utilizadas en esta investigacion: interfase
plana y area interfacial pequeia, los errores correspondientes al
efecto hold-up y al grado de mezcla de la fase gaseosa no se pro-
cen y la constante de tiempo del electrodo utilizado es aprecia-
blemente superior a los valores de ki .a determinados.

En estos experimentos se hacia circular, en primer 1lugar, a
través del reactor N2 puro saturado con respecto de la fase 14-
quida y una vez alcanzado el equilibrio se sustituia instantdnea-
mente la fase gaseosa por oxigeno puro saturado con respecto de
la fase liquida y se empezaba a contar el tiempo y a anotar las

lecturas del electrodo correspondientes a intervalos regulares de
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tiempo. Como fase ligquida se utitizaron:

- 200 cm3 de disolucidn de glucosa 0,1 M en tampdn citrico-
fosfato de pH = 5,55 y en ausencia de las enzimas glucosa-
oxidasa y catalasa, a las temperaturas de 25 y 45 ©°C.

- 100 cm3 de concentracién 0,1 M de alanina en tampén citri-
co-fosfato de pH = 7,3 y en ausencia de D-aminoacido-oxida

sa y catalasa, a la temperatura de 39 °C.

En todos los casos se utilizan las mismas condiciones de
agitacién que en los experimentos cinéticos y un caudal de fase
gaseosa de 25 L/h en las condiciones ambientes, que dado que el
volumen de la fase gaseosa en el sistema era inferior a 250 cmd
determinaba un tiempo medio de residencia de 0,6 minutos, 1o que
aseguraba un barrido completo de 1a fase anterior en un par de
minutos una vez producido el cambio.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se encuentran
en las tablas 3.11, 3.12 y 3.13. Se indica también en estas ta-
blas la constante de la ley de Henry y la concentracién de 0Oz en
la fase liquida correspondiente a la saturacién frente a 1a fase
gaseosa formada por 0Oz puro saturado con respecto de la fase 11i-
quida.

La constante de la ley de Henry para cada disolucién y tem-
peratura se estimé por los métodos indicados en el apartado 3.3.1

de esta Memoria; partiendo de sus valores para agua pura:

. . mm Hg

- or - 5 MR
T 25 °C Ho 5,99 10 mol/L
: mm Hg

= = 5 @ —
T 45 oC Ho 7,7QTTQ mo]/L

YRR

SN




TABLA 3.11

ABSORCION FISICA DE 02

mm Hg

V = 200 cm3 T = 25 o Ha = 6,82 105
d mol/L

Fase T1iquida: 0,1 M de glucosa en tampén de pH = 5,55

Pr = 710,4 mm Hg Pr = 706,0 mm Hg
[021* = 10,07 10-4 M [O2]1* = 10,00 10-4 M
tiempo, min c.(100) tiempo, min c.(100)
0 20,0 0 10,0
5 33,0 5 23,0
10 44,0 10 34,0
15 ] 52,0 15 44,0
20 58,0 20 53,0
25 63,0 25 60,0

Pr = 705,3 mm Hg
[02]* = 9,99 10-4 M

tiempo, min c.(100)
0 6,0
5 20,0
10 32,0
15 43,0
20 52,0
25 59,0
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TABLA 3.12

ABSORCION FISICA DE O2

mm Hg
mol/L

V = 200 cmd T = 45 oC Ha = 8,77 105

Fase T1iquida: 0,1 M de glucosa en tampén de pH = 5,55

Pr = 705,5 mm Hg Pr = 707,2 mm Hg
[O2]* = 7,22 10-4 M [O2]% = 7,24 10-4 M

tiempo, min c.(100) tiempo, min c.(100)
0 2,0 0 3,0
2 5,0 1 7,0
3 10,0 2 12,0
5 22,0 3 17,0
6 27,0 4 22,0
7 32,0 b 27,0
8 36,0 10 47,0
10 44,0 15 61,0
156 57,0

_97_



TABLA 3.13

ABSORCION FISICA DE Oz

mm Hg

VvV = 10 3 = 29 o( = 35 -~
0 cm T 39 °C Hd 8,07 10 moT/L

Fase liquida: 0,1 M de alanina en tampdn de pH = 7,3

Pr = 706,1 mm Hg Pr = 704,5 mm Hg
[02]1* = 8,10 10-4 M [02]* = 8,08 10-4 M

tiempo, min c.(100) tiempo, min c.(100)
0] 2,0 0 2,0
1 8,0 1 8,0
2 17,0 2 18,0
3 26,0 3 28,0
4 34,0 4 37,0
5 42,0 5 45,0
6 49,0 6 51,0
7 55,0 7 56,0
8 61,0 8 62,0
9 66,0
10 71,0
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y de los parametros de efecto salino de los restantes componentes
de 1a fase Tiquida, admitiendo que son prdacticamente independien-

tes de la temperatura:

Glucosa ki = 0,11855 L/mo1l
Acido citrico ki = 0,09779 L/mol
HPO4 = hi = 0,477 L/mol
K+ hi = -0,587 L/mol

Teniendo en cuenta las concentraciones de estos componentes

en la disolucién utilizada:

[Glucosal = 0,1 mol/L
[Acido citrico] = 00,0473 mol/L

[K2HPO4]1 = 00,1084 mol/L

resulta:

Tog(Ha/Ho) = (0,477)(% 0,1084.4) + (~-0,587)(% 0,2168.1) +
+ (0,09779)(0,0473) + (0,11855)(0,1) = 0,0563

Ha = 1,138 Ho

y aplicando esta ecuacidén a Tas dos temperaturas indicadas

y ) mm Hg
= o = 2 105 —————
T 25 oC Hd 6,82 10 mol /L
mm Hg
= o = 1 5 =
| T 45 oC Hd 8,77 10 mol/L
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En cada experimento Ta concentracién de oxigeno de

saturacién se estimé tomando como presién de vapor de la

disolucidn la correspondiente al agua pura a la misma
temperatura:
Pr - 23,8
= oC ¥ = 2 1
T 25 o [02] 6.82 105 mol/L
_ Pr - 71,9
= oM k3 —
T 45 oC [02] 8 77 105 mol/L

Para las disoluciones de alanina 1la temperatura utilizada

fue:

mm Hg

= o = W, 5 < _
T 39 oC Ho 7,24 10 mol/L

Dado que no se dispone de datos sobre el efecto salino de 1a
alanina se ha utilizado el parametro de efecto saliino correspon-
diente a 1la glicina (ki = 0,09345 L/mol1), con lo que teniendo en
cuenta las concentraciones de los distintos componentes en 1a

disolucidén utilizada:

[Alaninal = 0,1 mol/L
[Acido citrico]l = 0,0473 mol/L

[K2HPO4] = 0,1084 mol/L

resulta:

Tog(Ha/Ho) = (0,477)(%* 0,1.4) + (-0,587)(% 0,2.1) +

+ (0,09779)(0,0084) + (0,09345)(0,1) = 0,0469



Hea = 1,138 Ho = 8,07 105 mm Hg/(mol/L)

y de manera semejante a lo indicado anteriormente

Pr - 52,4

O *
[0z ] 8,07 10°

mol/L

En estos experimentos, un balance del mismo en el contactor

conduce a

No2 .A = kL.A ([02]1* - [02]) =V _Eégil_ [3.863]

siendo k. el coeficiente de transferencia de materia, [0z2]1* 1la
concentracidén de oxigeno en equilibrio con la composicién de la
fase gaseosa, A el 4&rea interfacial, V el volumen de fase
1iquida, Noz el flujo de oxigeno a través de 1a interfase y [0z2]
Ja concentracién de oxigeno en el seno de la fase liguida.

La segunda igualdad de [3.63] puede reordenarse en la forma:

d[02z]

S = kt.a ([02]1* - [021]) [3.64]

siendo a el area interfacial especifica, m!

a = [3.65]

Separando variables e integrando en la ecuacién [3.64]

- 101 -



[02] t
d[0z ]

[02]1* - [02]

{02 ]0 to

ke .a dt [3.66]

donde el Timite inferior de 1a integracién debe corresponder a un
tiempo suficiente a partir del 1instante en que se produce el
cambio de fase gaseosa para asegurar el barrido completo del
nitrégeno por el oxigeno.

Introduciendo en [3.66] la concentracidén de oxigeno

adimensional

[02]

c = «TB;TT [3.67]
queda
1n[ —1—:§—°] = ki.a (t - to) [3.68]
que puede reordenarse en la forma:
=In(1-¢c) = ke.a t - ki.a to - Tn(1-co) [3.69]

e indica que una representacién de -In(1-c) frente al tiempo para
los experimentos de absorcién fisica de oxigeno deberia conducir
a rectas de pendiente idgual al coeficiente volumétrico de
transferencia de oxigeno correspondiente a 1la fase Tiquida,
KL .a.

En Ta figura 3.5 se han representado 1os resultados de los

experimentos con disoluciones de glucosa a 25 °C en 1a forma que
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indica la ecuacion [3.69]. Puede observarse en esta figura, que
1os resultados experimentales se ajustan bien a lineas paralelas
como seria de esperar. €n la tabla 3.14 se indican Tlos valores de

kL .a obtenidos por regresién 1ineal en cada experimento.

JTABLA 3.14

Absorcién fisica de oxigeno

Disoluciones de glucosa

vV = 200 cm? T = 25 oC
Exp. kL.a, min-t rz
1 0,0324 0,996
2 0,0326 0,999
3 00,0335 0,999

que conducen a un valor medio de

ko.a = 0,033 min-1 [3.70]

para la absorcion de oxigeno en las condiciones indicadas, en una
disolucién 0,1 M de glucosa en tampdn de pH = 5,55. Este resulta-
do es del orden de magnitud generaimente encontrado en los
procesos de aireacién superficial.

De l1os resultados obtenidos a 1a temperatura de 45 °C, repre

sentados en l1a figura 3.6, se obtiene:

ko.a = 0,064 min-! rz = 0,997 [3.71]

De acuerdo con la ecuacién de Wilke y Chang para la estima-

ciébn de difusividades en liquidos y utilizando 1la teoria de tla
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pelicula, debe cumplirse, Aiba y col. (1984).

ke.a @ (T/u) [3.72]

donde 4 es la viscosidad de 1a fase liquida a la temperatura T.
Puesto que se trata de una disolucién 0,1 M en glucosa, equiva-

lente al 1,8 % en peso, su viscosidad puede expresarse como

= 1,034 po [3.73]

segun Tos datos de Ho y col. (1986), indicados en el apartado
3.3.2 de esta Memoria (tabla 3.10).
Aplicando Tas ecuaciones [3.72] vy [3.73] a los valores de

kKL .a obtenidos a 25 y 45 °oC resulta

—
H

25 oC ki .a

1,02 104 (T/u) [3.74]

|
H

45 ©C kL .a 1,14 10-4 (T/u) [3.75]

por 1o que se ha utilizado un valor medio para la constante de
1,08 10-4% para determinar 1los valores de kiL.a hecesarios en la
interpretacién de l1os resultados de 1la serie E, en los que se
analizé la influencia de la temperatura. Los resultados obtenidos
se indican en la tabla 3.15.

Para las disoluciones 0,1 M de alanina en tampén de pH = 7,3
solo se realizaron experimentos de absorcién de oxigeno a la
misma temperarura utilizada en los experimento cinéticos de 39 °C
y con 100 cm? de volumen de fase liquida 1o que determinard un
valor deil area interfacial especifica, a, prdcticamente el doble

que en el caso anterior.
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TABLA 3.15

Coeficientes individuales de transferencia
de materia gas-liquido

T, °C Ke.a, min-1
25 0,033
30 0,042
35 0,047
40 0,052
45 0,058
50 0,065

Como se observa en 1la figura 3.7, los resultados obtenidos

se ajustan también a la ecuaciones [3.69].

kio.a = 0,128 min-1 rz = 0,997 [3.76]
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4. RESULTADOS EXPERIMENTALES






Se han estudiado experimentalmente dos sistemas enzimaticos:

a) Oxidacion de glucosa con oxigeno molecular
catalizada por glucosa-oxidasa (EC 1.1.3.4.), ¥y
b) Oxidaciodén de alanina con oxigeno molecular

catalizada por D-aminodcido-oxidasa (EC 1.4.3.%.).

aunque con el primero se ha Tlevado a cabo un estudio mas
completo, con vistas a su utilizacién como sistema modelo para el
andlisis de 1la transferencia de oxigeno en biorreactores y dei
segundo se analizan s6lo algunas de sus caracteristicas mas

importantes para la misma finalidad.

4.1, OXIDACION DE GLUCOSA CON OXIGENO MEDIANTE GLUCOSA-OXIDASA

Utilizando el método indicado en el apartado 3 de esta
Memoria se ha estudiado 1a cinética de 1a oxidacidén de glucosa
con oxigeno molecular en presencia de glucosa-oxidasa,

analizéandose la influencia de las siguientes variables:

- Concentracidén de glucosa-oxidasa
- Concentracioén de catalasa

- Concentracion de glucosa

- Composicién de la fase gaseosa

- Temperatura

- Desnaturalizacién térmica
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4.1.1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA~OXIDASA

Para anaiizar la influencia de la concentraciodn de glucosa-
oxidasa se realizaron cinco experimentos, A.1 a A.b5, a 25 ©°C vy
pH = 5,55, con oxigeno puro saturado con respecto de 1Ja fase 1i-
quida como fase gaseosa, una concentracion 0,1 M de glucosa vy en
ausencia de catalasa. Los resultados obtenidos en estos experi-
mentos se indican en las tablas 4.1 a 4.5 y se han representado
en 1a figura 4.1,

En cada wuna de estas tablas l1a Tlectura a tiempo cero
corresponde al momento en el que se empieza a contar e] tiempo
una vez anadida la enzima a la disolucién saturada de oxigeno.
La concentracién de oxigeno de saturacién de la interfase,
[O2]i, se estimé por Tos métodos indicados en el apartado 3 de

esta Memoria.

4.1.2. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE CATALASA
Con 1a finalidad de determinar ia cantidad de catalasa
necesaria para descomponer el perdxido de hidrégeno formado y
evitar su acumulacién para que no afecte la cinética de 1a
oxidacién de glucosa con 02 catalizada por giucosa-oxidasa, se
realizaron 1os experimentos B8, B.1 a B.4, en igualdad de condi-
ciones que 1los anteriores salvo que la concentracion de glucosa-
oxidasa permanecia constante e igual a 0,025 g/L y se variaba la
concentracidén de catalasa.

Los resultados obtenidos en estos experimentos se recogen en

las tablas 4.6 a 4.9 y se han representado en la figura 4.2.
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TABLA 4.1

Experimento A.1

T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 699,6 mm Hg
Fase gaseosa: 0z puro saturado [O2]i = 9,91 10-4 M
[GO] = 0,05000 g/L [CT] = 0 g/L [G] = 0,10 M
tiempo, min c.(100)
0 81,6
5 16,3
10 6,1
15 5,1
20 5,1
25 4,5
30 4,5
35 4,5
40 4,5
45 5,1
50 5,1
55 6,1
60 6,1
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TABLA 4.2

Experimento A.2

T = 25 o¢C pH = 5,55 Pr = 700,2 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [O2]i = 9,92 10-4 M
[GO] = 0,02500 g/L [CT] = 0 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)

0 92,9

5 63,3

10 30,6

15 13,3

20 10,2

25 10,2

30 10,2

35 10,2

40 : 10,2

45 10,2

50 10,2

55 11,2

60 11,2
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TABLA 4.3

Experimento A.3

T = 25 °C pH = 5,55 Pr = 702,4 mm Hg
Fase gaéeosa: Oz puro saturado [02]i = 9,95 104 M
[GO] = 0,01250 g/L [CT] = 0 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)

0 91,8

5 74,5

10 59,2

15 43,9

20 33,7

25 26,5

30 22,4

35 20,4

40 20,4

45 20,4

50 20,4

55 20,4

60 20,4

70 22,4

80 23,5

90 24,5
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TABLA 4.4

Experimento A.4

T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 701,7 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [O2]i = 9,94 10-4 M
[GO] = 0,00625 g/L [CT] = 0 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)

0 100,0

5 92,9

10 85,7

15 79,6

20 73,5

25 67,3

30 62,2

35 57,1

40 52,0

45 49,0

50 49,0

55 46,9

60 46,9

65 46,9

70 46,9

- 116 -



TABLA 4.5

Experimento A.5

T = 25 oC pH = 5,565 Pr = 702,4 mm Hg
Fase gaseosa: 0Oz puro saturado [02]: = 9,95 104 M
[GO] = 0,00500 g/L [CT] = 0 g/L [G] = 0,10 M
tiempo, min c.(100)
0 95,9
5 88,8
10 81,6
15 75,5
20 71,4
25 67,3
30 64,3
35 61,2
40 58,2
45 56,1
50 54,1
b5 52,0
60 52,0
65 52,0
70 52,0
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Figura 4.1
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TABLA 4.6

Experimento B.1
T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 700,1 mm Hg

9,92 1074 M

Fase gaseosa: 02 puro saturado [O2 ]i

[GO] = 0,025 g/L [CT] = 0,30000 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 90,8
5 81,6
10 67,3

15 54,1
20 43,9
25 36,7
30 30,6
35 26,5
40 24,5
45 22,4
50 21,4
55 20,4
60 20,4
70 20,4
80 20,4
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TABLA 4.7

Experimento B.2
T = 25 o pH = 5,55 Pr = 708,8 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [0z2]i = 10,04 10-4 M

[GO] = 0,025 g/L [CT] = 0,01500 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 93,9
5 76,5

10 61,2
15 48,0
20 37,8
25 30,6
30 24,5
35 22,4
40 21,4
45 21,4
50 21,4
55 21,4
60 21,4
70 21,4
80 22,4
90 22,4
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TABLA 4.8

Experimento B.3
T = 25 o¢C pH = 5,55 Pr = 707,8 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [0z2]i = 10,03 10-4 M

[GO] = 0,025 g/L [CT] = 0,00750 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 94,9
5 78,6

10 63,3
15 51,0
20 40,8
25 32,17
30 28,6
35 24,5
40 22,4
45 21,4
50 21,4
55 21,4
60 21,4
65 21,4
70 21,4
80 21,4
90 21,4

100 ' 21,4
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TABLA 4.9

Experimento B.4
T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 707,8 mm Hg
Fase gaseosa: 0z puro saturado [0z2]1i = 10,03 10-4 M

[GO] = 0,025 g/L {CT] = 0,00375 g/L {G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 93,9

5 77,6
10 65,3
156 52,0
20 41,8
25 33,7
30 29,6
35 25,5
40 22,4
45 21,4
50 21,4
55 20,4
60 20,4
70 20,4
80 20,4
90 20,4
100 20,4
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4.1.3. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA

Para analizar Ta influencia de ia concentracién de giucosa
se realizaron Tlos experimentos C.1 a C.8, todeos ellos con una
concentracién de giucosa-oxidasa de 0,05 g/L y una concentracioén
de catalasa igual a 00,0075 g/L y en las mismas condiciones
anteriores, variando la concentracién de ¢lucosa desde 0,7 a
0,005 M,

Los resultados obtenidos en estos experimentos se refiejan

en las tablas 4.10 a 4.17 y quedan representados en las figuras

4.3, 4.4 y 4.5,

4.1.4. INFLUENCIA DE LA COMPOSICION DE LA FASE GASEOSA

Para analizar Ta influencia de 1a composicion de 1a fase
gaseosa se reaiizaron 9 experimentos, experimentos D.1 a D.g, en
~las mismas condiciones de temperatura, pH, con disoluciones 0,1 M
en glucosa y en presencia de catalasa, 0,0075 g/L. En Tos experi-
mentos D.1 a D.4 se utilizé como fase gaseosa mezclas oxigeno-
nitrégeno con 20, 40, 60 vy 80 % de Oz, respectivamente Yy una con-
centracion de glucosa-oxidasa de 0,05 g/L. Los resuitados corres-
pondientes a estos experimentos se indican en Tas tablas 4.18 a
4.21 y se han representado en la figura 4.6, en la que se obser-
va que Tlas concentraciones de estado estacionario alcanzadas son
muy bajas, todas inferiores al 10 % de [0z2]i, 1o que indica gran
influencia de Ta transferencia de materia.

Por esta razén 1os restantes experimentos de esta serie
fueron realizados cor una concentracién menor de glucosa-oxidasa,

0,0125 g/L, vy para composiciones de 1a fase gaseosa de 20, 40,

®

60, 80 y 100 % de oxigeno respectivamente. Las tablias 4.22 a 4.26



TABLA 4.10

Experimento C.1
T = 25 eC pH = 5,55 Pr = 696,8 mm Hg

Fase gaseosa: 02 puro saturado {02 1 9,60 10-4 M

[GO] = 0,050 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,200 M

tiempo, min c.(100)
0 86,7
5 58,1

10 25,5
15 16,3
20 11,2
25 10,2
30 10,2
35 10,2
40 9,2
45 9,2
50 9,2
55 9,2
60 9,2
70 9,2
80 9,2
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TABLA 4.11

Experimento C.2

T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 696,8 mm Hg

Fase gaseosa: 0Oz puro saturado [0z 73 9,85 10-4 M

[GO] = 0,050 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,100 M

tiempo, min c.(100)
0 . 86,7
5 64,3

10 33,7
15 18,4
20 13,3
25 11,2
30 10,2
35 10,2
40 10,2
45 10,2
50 10,2
55 10,2
60 10,2
70 10,2
80 10,2
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TABLA 4.12

Experimento C.3
T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 698,2 mm Hg
Fase gaseosa: 0Oz puro saturado [0z3}i = 10,02 10-4 M

[GO] = 0,050 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,050 M

tiempo, min c.(100)
0 90,8

5 | 68,4
10 43,9
156 28,6
20 19,4
25 14,3
30 12,2
- 35 12,2
40 12,2
45 12,2
50 12,2
55 12,2
60 12,2
65 12,2
70 12,2
80 12,2
90 12,2
100 12,2
110 12,2
120 12,2
140 12,2
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TABLA 4.13

Experimento C.4
T = 25 o¢C pH = 5,55 Pr = 697,3 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [02]i = 10,04 10-4 M

{GO] = 0,050 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,035 M

tiempo, min c.(100)
0 91,8
5 74,5
10 58,2
15 42,9 \
20 31,6
25 23,5
30 19,4
35 16,3
40 14,3
45 14,3
50 14,3
55 14,3
60 14,3
70 14,3
80 14,3
90 14,3
100 14,3
110 14,3
120 14,3



TABLA 4.14

Experimento C.5
T = 25 °oC pH = 5,55 Pr = 698,2 mm Hg
Fase gaseosa: 0z puro saturado [0z2]i = 10,10 104 M

[GO] = 0,050 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,020 M

tiempo, min c.(100)
0 90,8

5 77,6
10 68,4
15 59,2
20 50,0
25 43,9
30 37,8
35 34,7
40 31,6
45 29,6
50 28,6
55 28,6
60 28,6
70 28,6
80 28,6
90 28,6
100 30,6
110 31,6
120 32,7
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TABLA 4.15

Experimento C.6
T = 25 oC pH = 5,55 Pt = 697,3 mm Hg
Fase gaseosa: 0Oz puro saturado [0z2]i = 10,10 10-4 M

[GO] = 0,050 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,015 M

tiempo, min c.(100)
0 94,9

5 87,8
10 81,6
15 75,5
20 70,4
25 65,3
30 60,2
35 55,1
40 52,0
45 49,0
50 46,9
55 45,9
60 44,9
65 44,9
70 43,9
80 43,9
90 44,9
100 45,9
110 46,9
120 49,0
1560 55,1
200 62,2
250 69,4
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TABLA 4.16

Experimento C.7
T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 695,7 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [0z2]1i = 10,09 10-4 M

[GO] = 0,050 g/L [cT] = 0,0075 g/L {G] = 0,010 M

tiempo, min c.(100)
(6] 96,9

5 89,8
10 84,7
15 79,6
20 75,56
25 71,4
30 68,4
35 65,3
40 63,3
45 61,2
50 60,2
556 59,2
60 59,2
70 59,2
80 59,2
90 60,2
100 61,2
110 62,2
120 63,3



TABLA 4.17

Experimento C.8
T = 25 o pH = 5,55 Pr = 707,9 mm Hg
Fase gaseosa: 0Oz puro saturado f[02]i = 10,29 10-4 M

[GO] = 0,050 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,005 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0

5 98,0
10 94,9
15 91,8
20 90,8
25 89,8
30 89,8
35 88,8
40 88,8
45 87,8
50 87,8
55 87,8
60 87,8
1156 87,8
120 88,8
135 88,8
140 89,8
205 90,8
375 93,9
480 94,9
520 94,9
1370 100,0
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TABLA 4.18

Experimento D.1

T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 705,4 mm Hg
Fase gaseosa: 20 % de 02 [02]: = 2,00 10-4 M
[GO] = 0,050 g/L {CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M
tiempo, min c.(100)
0 84,7
5 51,0
10 20,4
16 8,2
20 4,1
25 4,1
30 3,1
35 3,1
40 2,1
45 2,1
50 2,1
55 2,1
60 2,1
70 2,1
80 2,1
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TABLA 4.18

Experimento D.2

T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 701,4 mm Hg
Fase gaseosa: 40 % de O2 [O2]+ = 3,97 104 M
[GO] = 0,050 g/L [CT] = 00,0075 g/L [G}] = 0,10 M
tiempo, min c.(100)
0 88,8
5 51,0
10 23,5
156 11,2
20 7,1
25 5,1
30 4,0
35 4,0
40 4,0
45 4,0
50 4,0
b5 74,0
60 4,0
70 4,0
| 80 4,0
- 137 -
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Experimentoc D.3

T = 25 oC

TABLA 4.20

pH =

5,55

Fase gaseosa: 60 % de 02

[GO] = 0,050 g/L

tiempo,

Pr
{O21]i

[cT] = 0,0075 g/L

min

0
5

138 -

c.(100)

85,7
52,0
22,4
10,2
7,1
6,1
6,1
6,1
6,1
6,1
6,1
6,1

6,1
6,1

707,2 mm Hg
6,00 10-4 M

[G] = 0,10 M



TABLA 4.21

Experimento D.4

T = 25 °C pH = 5,55 Pr = 704,6 mm Hg
Fase gaseosa: 80 % de Q2 [02]s = 7,97 104 M
[GO] = 0,050 g/L [CT] = 00,0075 g/L [G] = 0,10 M
tiempo, min c.(100)
0 84,7
5 55,1
10 28,6
15 15,3
20 10,2
25 9,2
30 8,2
35 8,2
40 8,2
45 8,2
50 8,2
55 8,2
60 8,2
70 8,2
80 8,2
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TABLA 4.22

Experimento D.5

T = 25 °C pH = 5,55 Pt = 702,7 mm Hg
Fase gaseosa: 20 % de 02 [02]s = 2,03 104 M
[GO] = 0,015 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)

0 88,8

5 73,5

10 59,2

15 45,9

20 32,7

25 24,5

30 18,4

35 15,3

40 13,3

45 12,2

50 11,2

55 10,2

60 10,2

70 10,2

80 10,2
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TABLA 4.23

Experimento D.6

T = 25 oC pH = 5,55 Pr = 700,2 mm Hg
Fase gaseosa: 40 % de Oz [O2]:s = 3,96 10-4 M
[GO] = 0,015 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)

0 88,8

5 77,86

10 63,3

1& 49,0

20 38,8

25 30,6

30 24,5

35 20,4

40 17,3

45 16,3

50 15,3

55 15,0

60 15,0

70 15,0

80 15,0
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TABLA 4.24

Experimento D.7

T = 25 oC

pH = &

, 56

Fase gaseosa: 60 % de 02

[GO] = 0,015 g/L

tiempo,

(CT]

min

0

5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
70
80

Pr
[0z ]

0,0075 g/L

c.(100)

89,8
79,6
70,4
61,2
53,1
44,9
38,8
34,7
30,6
28,6
26,5
24,5
22,4
22,4
22,4

707,2 mm Hg

5,94 10-4 M

[G]

0,10 M



TABLA 4.25

Experimento D.8

T = 256 ¢C pH = 5,55 Pr = 707,3 mm Hg
Fase gaseosa: 80 % de 02 [O2]: = 8,01 10-¢4 M
[GO] = 0,015 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)

0 91,0

5 82,0

10 74,0

15 65,0

20 57,0

25 50,0

30 44,0

35 40,0

40 36,0

45 34,0

50 32,0

55 30,0

60 30,0

70 30,0

80 30,0
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TABLA 4.26

Experimento D.9

T = 26 °C pH = 5,55 Pr = 707,3 mm Hg
Fase gaseosa: 100 % de O2 [02]i = 10,01 10-4 M
[GO] = 0,015 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 9,10 M
tiempo, min c.(100)
0 84,7
5 15,5
10 69,4
15 63,3
20 57,1
25 53,1
30 49,0
35 45,9
40 43,9
45 41,8
50 39,8
55 38,8
60 38,8
70 38,8
80 38,8
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S resulitados obtenidos en estos experimentos, quedan-—

dando representados en Ta figura 4.7.
4.1.5. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Con objeto de estudiar experimentalmente ja influencia de 1a
temperatura se realizaron cinco series de experimentos & las tem
peraturas de 20, 35, 40, 45 y 50 °o(C, respectivamente, va que de
acuerdo con ei estudio bibliografico, por encima de 50 °C ia des-
naturalizacidn térmica de Tla enzima puede empezar a influir en

ifos resultados obtenidos.

Todas las series fueron realizadas a pH = 5,E5 y coh oOxi-
geno puroc saturado con respecto a la fase l1iguida como fase
gaseosa. En cada serie se uJtilizaron tres concentracicres de

glucosa-oxidasa: G,05, 0,025 y 0,0125 g/L en presencia de catala-

o

sa, 0,075 g/L v un experimento mas c¢on 0,025 g/L de glucos
oxidasa sin catalasa y en presencia de una concentracién 1 mM de
KCN, con objetc de evitar la accién de Tas pequefias trazas de
catalasa que pudiera llevar Ta glucosa-oxidasa. Este Oitimo
experimento comparado con el correspondiente a la concentracidén
doble de glucosa-oxidasa en presencia de catalasa, permitiria
comprobar si a Tla temperatura considerada Ta concentracidn de
catalasa utilizada era suficiente o esta UOltima experimentaba
alguna desnaturaiizacidn térmica.

lLlos resultados obtenidos en estas cinco series, experimentos
E, se indican en las tablas 4.27 a 4.46 y se han representaco en

iguras 4.8 a 4.12.

-~

ia

(1))
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TABLA 4.27

Experimento E. 1

T = 30 °C pH = 5,55 Pr = 705,9 mm Hg

Fase gaseosa: 0z puro saturado [02 1 g,11 10-4 M

[GO] = 0,0500 g/L [CT] = 00,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
o 100,0
5 65,3
10 36,7 .
15 24,5
20 18,4
25 16,3
30 16,3
35 14,3
40 14,3
45 13,3
50 13,3
b5 13,3 !
60 13,3
70 13,3
80 13,3
90 14,3
100 16,3
160 15,3
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TABLA 4.28

Experimento E.?2
T = 30 °oC pH = 5,55 Pr = 705,9 mm Hg

Fase gaseosa: 02 puro saturado [O2 T 9,11 10-4 M

11

[GO] = 0,0250 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M
[KCN] = 1 mM

tiempo, min c.(100)
0 98,0

5 75,0
10 50,0
15 34,0
20 16,0
25 13,0
30 12,0
35 12,0
40 12,0
45 12,0
50 12,0
55 12,0
60 - 12,0
70 12,0
80 13,0
90 15,0
100 16,0
110 17,0
120 18,0
125 19,0
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TABLA 4.29

Experimento E.3

T = 30 oC pH = 5,55 PT 705,929 mm Hg

]

Fase gaseosa: 02 puro saturado [027]; 9,11 10-4 M

[GO] = 0,0250 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 85,7
5 69,4
10 56, 1 ‘
15 40,8
20 32,7
25 30,6
30 28,6
35 27,6
40 26,5
45 26,5
50 26,5
55 26,5 '
60 26,5
70 26,5
80 26,5
90 27,6
100 28,6
120 29,6
125 31,6
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TABLA 4.30

Experimento E.4

T = 30 °C pH = 5,55 Pr 705,9 mm Hg

§
4=
—
(]

i
P -3
4

Fase gaseosa: Oz puro saturado [0z 14

[GO] = 0,0125 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 89,8
10 85,7
15 81,6
20 77,6
25 73,5
30 69,4
35 65,3
40 62,2
45 60,2
50 58,2
55 58,2
60 58,2
70 58,2
80 58,2
90 58,2
100 58,2
110 59,2
120 59,2
130

140

- 151 -
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TABLA 4.31

Experimento E.5

702,11 mm Hg

T = 35 °C pH = 5,55 PT

Fase gaseosa: 0Oz puro saturado [02 ] £,35 10-4 M

[GO] = 0,0500 g/L [CT] = 00,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 95,9
5 46,9
10 24,5 .
15 18,4
20 16,3
25 16,3
30 16,3
35 16,3
40 16,3
45 16,3
50 16,3
b5 16,3 ‘
60 16,3
70 16,3



TABLA 4.32

Experimento E.6

T = 35 oC pH = 5,566 Pt

702,11 mm Hg
Fase gaseosa: 0z puro saturado [02]: = 8,35 104 M
[GO] = 0,0250 g/L {cT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M
[KCN] = 1 mM

tiempo, min c.(100)
0 | 100,0
5 53,0
10 24,0
15 18,0
20 16,0
25 16,0
30 16,0
35 16,0
40 16,0
45 16,0
50 16,0
55 | 16,0
60 16,0
70 16,0



TABLA 4.33

Experimento E.7

T = 35 oC pH = 5,55 PT = 702,1 mm Hg

Fase gaseosa: 02 puro saturado [O2 ] 8,35 10-4 M

[GO] = 0,0250 g/L [CT] = 00,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 89,8
10 77,6 )
15 63,3
20 52,0
25 45,9
30 41,8
35 38,8
40 36,7
45 35,7
50 35,7
b5 35,7 ‘
60 35,7
85 36,7
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TABLA 4.34

Experimento E.S8
T = 35 oC pH = 5,55 Pr = 702,1 mm Hg

8,35 1074 M

Fase gaseosa: 0z puro saturado [O2 175

{GO] = 0,0125 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 100,0

10 100,0
15 90,8
20 85,7
25 81,6
30 77,6
35 75,5
40 / 73,5
45 11,4
50 69,4
55 69,4
60 69,4
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TABLA 4.35

Experimento E.9

T = 40 ©C pH = 5,55 Pr = 702,3 mm Hg

Fase gaseosa: 0z puro saturado [0z ] 7,77 10-4 M

[GO] = 0,0500 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 61,2
10 33,7

15 25,5
20 23,5
25 22,4
30 21,4
35 20,4
40 20,4
45 20,4
50 20,4
55 20,4
60 20,4
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TABLA 4.36

Experimento E.10
T = 40 °C pH = 5,55 Pr = 702,3 mm Hg

Fase gaseosa: 0z puro saturado [O2 ]

11
\J
~J
~J
—e
o

]

'S

X

[GO]l = 0,0250 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M
[KCN] = 1 mM

tiempo, min c.(100)
0 100,0

5 61,2
10 31,6
1b 23,5
20 21,4
25 20,4
30 20,4
35 20,4
40 20,4
45 22,4
50 23,5
55 24,5
60 26,5
70 30,6
80 34,7
90 38,8
120 57,1
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TABLA 4.37

Experimento E. 11

T = 40 °C pH = 5,55 Pr = 702,3 mm Hg

Fase gaseosa: 0z puro saturado [0z ] 7,77 10-4 M

[GO] = 0,0250 g/L [CcT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 99,0
10 80,6 ‘
15 65,3
20 55,1 |
25 49,0
30 45,9
35 7 43,9
40 42,9
45 41,8
50 40,8
55 40,8 ‘
60 40,8
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TABLA 4.38

Experimento E.12

T = 40 oC pH = 5,585 Pr = 702,3 mm Hg

|

{

7,77 104 M

Fase gaseosa: 0z puro saturado [O2 ]

[GO] = 0,0125 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 100,0

10 99,0
15 98,0
20 92,9
25 87,8
30 83,7
35 81,6
40 80,6
45 80,6
50 80,6
55 80,6
60 80,6
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TABLA 4.39

Experimento E.13
= 45 o( pH = 5,55 Pr = 704,6 mm Hg
7,21 104 M

Fase gaseosa: 0Oz puro saturado [0z 1

[GO] = 0,0500 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 64,3
10 29,6 ‘
15 29,6
20 26,5 *
256 25,5
30 25,5
35 25,5
40 25,5
45 25,5
50 25,5
55 26,5 ‘
60 26,5
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TABLA 4.40

Experimento E.14

T = 45 oC pH = 5,565

Fase gaseosa: 0Oz puro saturado

[GO] = 0,0250 g/L [CT]
[KCN] = 1 mM

tiempo, min

0

5
10
15
20
25
30
356
40
45
50
55
60

161

Pt

[O2 1
00,0075 g/L

c.(100)

100,0

52,0
31,6
28,6
27,6
26,5
26,56
26,5
29,6
31,6
33,7
35,7
37,8

[G]

704,6 mm Hg

7,21

10-4

M

0,10 M



TABLA 4.41

Experimento E. 15

T = 45 ©oC pH = 5,55 Pr = 704,6 mm Hg

1

Fase gaseosa: 0z puro saturado [O2 1 7,21 10-4 M

[GO] = 0,0250 g/L [CT] = 00,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 95,9
10 77,6
15 66,3

20 60,2
25 57,1
30 55,1
35 53,1
40 - 51,0
45 51,0
50 51,0
55 51,0
60 51,0
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TABLA 4.472

Experimento E.16

= 45 °¢C pH = 5,55 Pr = 704,6 mm Hg

Fase gaseosa: 02 puro saturado [0z 14 7,21 10-4 M

[GO] = 0,0125 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 100,0

10 99,0
16 82,9
20 87,8
25 82,7
30 80,6
35 79,6
40 78,6
45 78,6
50 78,6
55 79,6
60 81,6



TABLA 4.43

Experimento E.17

T = 50 oC pH = 5,55 Pr 705,3 mm Hg

6,69 104 M

Fase gaseosa: 02 puro saturado [O2 ]

[GO] = 0,0500 g/L [CT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 66,3
10 43,9
15 36,7
20 34,7
25 33,6
30 33,6
35 33,6
40 33,6
45 33,6
50 33,6
55 34,7
60 34,7
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TABLA 4.44

Experimento E.18

T = 50 °C pH = 5,55 Pr 705,3 mm Hg

6,69 1074 M

Fase gaseosa: 02 puro saturado [0z ]
[GO] = 0,0250 g/L {CT] = 00,0075 g/L [G}] = 0,10 M
[KCN] = 1 mM

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 53,1

10 36,7
15 33,7
20 32,17
25 32,17
30 32,7
35 32,7
40 33,7
45 36,7
50 40,8
b5 42,9
60 44,9
65 48,0
70 50,0
75 52,0
80 54,1

A [
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TABLA 4.45

Experimento E.19

T = 50 ©C pH = 5,55 Pr 705,3 mm Hg

"

Fase gaseosa: 0z puro saturado [O21i 6,69 10-4 M

[GO] = 0,0250 g/L [cT] = 0,0075 g/L [G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 17,6

10 63,3
15 56,1
20 57,1
25 60,2
30 59,2
35 59,2
40 59,2
45 59,2
50 59,2
b5 59,2
60 60,2
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TABLA 4.46

Experimento E.Z20

T = 50 oC pH = 5,55 Pr 705,3 mm Hg

6,69 10-4 M

Fase gaseosa: 0z puro saturado [O2 1

[GO] = 0,0125 g/L {cT] = 0,0075 g/L (G] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 100,0
10 98,0

16 89,8
20 80,6
25 78,6
30 78,6
35 78,6
40 78,6
45 78,6
50 78,6
55 80,6
60 79,6
65 84,7
70 83,7
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Experimentos E
T=35 °C
s [GO]=0.0500 g/L
o [G0]=0.0250 g/L
[KCN]=1 mM
o [GO]=0.0250 g/L
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Experimentos E
T=45 °C
a [GO]=0.0500 g/L
o [GO0]=0.0250 g/L
[KCN]=1 mM
o [GO]=0.0250 g/L
+ [GO]=0.0125 g/L
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4.1.6. DESNATURALIZACION TERMICA DE LA GLUCOSA-OXIDASA

La desnaturalizacion térmica de la glucosa-oxidasa se estuy-
dié de forma independiente utilizando ei método de Pifferi y col.
(1981}, modificado en la forma que se indica en Tla parte 3 de
esta Memoria.

Para ello, se realizaron cuatro experimentos con una concen-

tracidn inicial de gliucosa-oxidasa de 2 g/L disueita en tam-
pon citrico-citrato a pH = 5,566 y a la temperatura de 62, 64, &5
y 68 ©C, respectivamente. Los resuitados obtenidos conforman

4.2. OXIDACION DE ALANINA CON _OXIGENO MEDIANTE D-AMINOACIDO-OXI-
DASA

En el estudio experimental de este sistema, realizado en las
condiciones 6ptimas de funcionamiento de esta enzima: tampdn
0,1 M en fosfato de pH = 7,3, 39 oC y 100 cm3 de volumen de fase
Tiguida, se analizaron Gnicamente 1a influencia de l1as concentra-

nes de D-aminoécido-oxidasa y de DL-alanina.

4.2.1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE D-AMINOACIDO-OXIDASA

Con esta finalidad se realizaron cuatro experimentos, F.1 a
F.4, utilizando DL-alanina comc sustrato, en concentracion 0,1 M,
02 puro saturado con respecto de la fase iiquida como fase gaseo-
sa y en presencia de catalasa.

En eilos se cambia la concentracidén de L-aminoacido-oxidasa

desde O,

N
T

a 1,50 /L. Los rezultados cbtenidos se indican en

las tablas 4.48 a 4.51 y se han representado en la figura 4.13.



Desnaturalizacién térmica de

tiempo, min

<

[
C

40
50
60

TABLA 4.47

Actividades relativas

ia glucosa-oxidasa

T, °C
62 64 66 68
0,898 0,817 0,698 0,565
0,841 0,734 0,629 0,510
0,813 0,697 0,553 T
0,770 0,655 0,498 0,308
0,717 0,593 0,400 0,218
- 0,538 - -—-
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TABLA 4.48

Experimento F.1
T = 39 °C pH = 7,3 Pr = 700,0 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [O2]i = 8,75 10-4 M

[AO] = 0,25 g/L [CT] = 00,0075 g/L [ALA] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 96,0

10 93,5
15 80,0
20 87,0
25 86,0
30 84,0
35 83,0
40 82,5
45 81,6
50 81,6
55 81,6
60 81,6

g
i
ki
&
[
i
{
i
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TABLA 4.49

Experimento F.2
T = 39 °oC pH = 7,3 Pt = 700,0 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [02]:s = 8,75 104 M

[AO] = 0,50 g/L [CT] = 0,0075 g/L [ALA] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 90,0

10 81,0
15 74,0
20 70,0
25 69,0
30 68,0
35 66,0
40 64,3
45 64,3
50 64,3
55 64,3
60 64,3
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TABLA 4.50

Experimento F.3
T = 39 °C pH = 7,38 Pr = 700,0 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [02]: = 8,75 104 M

[AO] = 1,00 g/L [CT] = 00,0075 g/L [ALA] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 75,0

10 62,0
15 51,0
20 46,0
25 43,0
30 41,0
35 39,5
40 37,5
45 36,0
50 33,0
55 33,0
60 33,0
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TABLA 4.51

Experimento F.4
T = 39 oC pPH = 7,3 Pr = 700,0 mm Hg
Fase gaseosa: 0Oz puro saturado [O2]: = 8,75 10-4 M

[A0] = 1,50 g/L [CT] = 0,0075 g/L [ALA] = 0,10 M

tiempo, min c.{(100)
0) 100,0
5 67,5
10 49,0
15 35,0

20 26,0
25 21,0
30 19,0
35 18,0
40 17,0
45 16,0
50 15,3
55 15,3
60 15,3
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4.2.2. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ALANINA

Para analizar ja influencia de la concentracion de sustrato,
en la forma DL-alanina, se realizaron dos experimentos, F.5 vy
F.6, en 1as mismas condiciones anteriores con una concentracion
de D-aminoacido-oxidasa de 1,00 g/L y en presencia de catalasa.
[Ke]

En ellos se utiliza como concentraciones de Di-alanin

o
o

v

0

valores 0,05 y 0,2 M, respectivamente. Los resultados obtenidc

i

se indican en las tablas 4.52 y 4.53, y se representan en la

figura 4.14.

!
-
(8]

|



TABLA 4.52

Experimento F.5
T = 39 °oC pH = 7,3 Pr = 703,1 mm Hg
Fase gaseosa: 0z puro saturado [O2]: = 8,56 10-4 M

[AO] = 1,00 g/L [CT] = 0,0075 g/L [ALA] = 0,20 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 76,5

10 58,0
15 42,5
20 32,5
25 27,0
30 25,0
35 24,0
40 23,0
45 22,0
50 21,0
55 21,0

60 21,0
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TABLA 4.53

Experimento F.6
T = 39 oC pH = 7,3 P = 709,11 mm Hg
Fase gaseosa: 02 puro saturado [O2]: = 8,84 104 M

[AO] = 0,25 g/L [CT] = 0,0075 g/L [ALA] = 0,10 M

tiempo, min c.(100)
0 100,0
5 85,5
10 75,0

15 68,0
20 63,0
25 60,0
30 58,0
35 56,0
40 56,0
45 56,0
50 56,0
55 56,0
60 56,0
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5. DESARROLLO DE MODELOS CINETICOS






Para la interpretacion de los experimentos realizados en el

estudio de 1a absorcién de oxigeno por disoluciones acuosas en

las que

tiene lugar una reaccién enzimatica, se han desarroltado

dos tipos de modelos cinéticos:

1)

En

Modelos de absorcién gas-1iquido, en 1os que se considera
anicamente el mecanismo indirecto de disolucién del oxige
no en la fase liquida y reaccién enzimatica posterior en
el seno de Ta misma.

Modelos con absorcién directa en la interfase, en l1os que
al mecanismo anterior se afiade un mecanismo directo de
reaccién con el oxigeno de la fase gaseosa de las molécu-

ias de enzima adsorbidas en la interfase.

ambos tipos de modelos se admiten las siguientes

hip6tesis:

a) Mezcla perfecta de ambas fases fluidas, salvo en las
las proximidades de la interfase donde se considera
aplicable 1a teoria de la pelicula.

b) Equilibrio interfacial, de manera que la concentra-
cién de oxigeno en la interfase corresponde a 1a sa-
turacién de la fase liquida con .respecto a Ta fase
gaseosa en la interfase.

c) Régimen cinético de absorcién, de manera que el con-
sumo de oxigeno en la pelicula interfacial es des-
preciable frente al caudal dFTﬁR?geno a travésngMIa

: 3

VIS
Wrivaw G L




misma y ambos procesos : transferencia gas-liquido y
reaccién en el seno de la fase liquida puede conside

rarse que transcurren en serie.

5.1. MODELOS DE_ABSORCION GAS-LIQUIDO

Aunque estos modelos pueden aplicarse para cualquier
reaccién enzimatica en 1a que intervenga el oxigeno molecular,
para su desarrollo en esta Memoria nos referiremos en concreto a
ta oxidacion de la glucosa por oxigeno molecular en presencia de
glucosa-oxidasa.

En primer lugar, es preciso tener en cuenta que en la diso-
lucidén acuosa la glucosa se encuentra en equilibrio entre sus

dos formas ciclicas

aG ; * BG [5.1]

ya que la forma abierta a través de la cual se produce el cambio
indicado por [5.1] existe s6lo en cantidades minimas. Puesto gue
s0lo la B-glucosa es oxidada por el oxigeno molecular en presen-
cia de glucosa-oxidasa, cuando esta oxidacién se produzca la di-
solucién de glucosa dejara de estar en equilibrio y la a-glucosa
se ira transformando en B-glucosa.

La cinética de la reaccién de mutarrotacién, [5.1]1, ha sido
estudiada por Gram, Hveding y Reine (1973), ajustdndose a una
reaccion de primer orden en ambos sentidos. A partir de los datos
experimentales de estos autores, en el intervalo de 20 a 40 °C,
se han obtenido 1las siguientes ecuaciones para la constante
cinética directa, km, y 1la constante de equilibrio, Ku, en

funcién de la temperatura absoluta:
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km = 4,956 1019 exp[-70174/(R.T)], min-1 [56.2]
rz2 = 0,9999
Km = 1,0146 exp[1269/(R.T)] [6.3]

re = 0,9980

con R expresado en J/moil. Por tanto, al desaparecer la B-glucosa
bor oxidacién, 1a velocidad de transformacién de 1a forma a en la

forma B, (ras), sera:

(rag) = km ([aG]- [BG1/Km) [5.4]

Como se ha indicado en 1la parte 2 de esta Memoria la
oxidacién de @B-glucosa por oxigeno molecular catalizada por
glucosa-oxidasa ha sido ampliamente estudiada tanto por métodos
convencionales como por téchicas de mezcla rdpida de 1las
disoluciones de los reactivos y parece estar bien establecido que
transcurre por un mecanismo ping-pong en el que la enzima pasa
continuamente del estado oxidado al estado reducido y viceversa

en un ciclo catalitico:

Eo + BG b} EL ke } Er + L [5.5]

Er + Oz } EP ke

o

Eo + H202 [6.6]

Suponiendo que T1os dos productos son rapidamente transforma-
dos: la 1lactona hidrolizada a d4cido glucénico y el perédxido de

hidrégeno descompuesto en presencia de catalasa

Hpo, —SBtalasa . o . 1/2 0z [5.7]
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por 1o que el consumo neto de oxigeno mediante la ecuacién [5.6]
equivaldra a medio mol.

Aplicando al mecanismo expresado por las ecuaciones [5.5] y
[5.6] la aproximacién de estado estacionario para los intermedios

en los que interviene la enzima:

d[Eo ]

a9t = ka [EP] - ka [Eo] [BG] = © [5.8]
_gg%kl = ka [Eo] [BG] - ke [EL] = O [5.9]
%EP—] = ke [Er] [02] - ka [EP] = O {5.10]

pueden expresarse las concentraciones de estado estacionario de

todos ellos en funcién de uno solo:

[EP] = ke [02] [Er] [(5.11]
kad
_ Ke [02]
[Eo] = - T66] [Er] [5.12]
Ke )
[EL] = — [02] [Er] [5.13]
b

Admitiendo que en las condiciones de operacién no se produce

desnaturalizacion de l1a enzima y realizando un balance de ésta

[Er] = [GO] [5.14]
kc kc kc [02]
T [FJ*H] (021 *+ o Teal

se obtiene para la velocidad de desaparicién de B-glucosa
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ke [0z2] [GO]

Ke Ke ke [0O2]

(-rag) = ka [BG] [Eo] =

que suele expresarse en la forma: .

_ Fmax [GO]
(-ree) = 1 + Kea/[BG] + Ko2/[02] .- [5.15]

siendo

kd &b max max
= — =z — = — 5.16
etk Kaa = ; Koz = 1 ]

max

andlogamente la velocidad de consumo de oxigeno

(1/2) rmax [GO]
1 + Kec/I[BG] + Ko2/[02]

Ke [02] [Er] [6.17]

N -

(-roz) =

de acuerdo con la estequiometria global de la reaccién enzimdtica
en presencia de catalasa.

Con este modelo cinético ha sido estudiado el sistema
considerado en el trabajo clésico de Gibson, Swoboda y Massey
(1964), cuyas conclusiones siguen siendo aceptadas actualmente. A
partir de 1los datos experimentales de estos autores, realizados
en el intervalo de 0 a 38 °C, se han obtenido las siguientes ecua
ciones para las constantes cinéticas elementales, ka a kd, en

funcién de la temperatura absoluta:

ka 3,33 1012 exp[-37545/(R.T)1, L/(mol.min) [6.18]

-
N
I

0,9881
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ke = 1,30 1020 exp [-81046/(R.T)], min-1 [(5.19]
Ke = 1,193 1019 exp[-11365/(R.T)]}, L/(mol.min) [6.20]
rz = 00,9942

Ka = 1,475 1019 exp [-30378/(R.T)1, min-1 [5.21]

rz = 0,993t

con R expresado en J/mol, no se indica el coeficiente de
regresién para ke porque la ecuacidén [5.19] estd basada en sélo
dos datos.

Con estas ecuaciones se han calculado los valores de rmax,
Kse ¥y Ko2 que se indican en la tabla 5.1, junto con algunos otros
resultados encontrados en la Bibliografia.

Si en el mecanismo expresado por las ecuaciones [5.5] ¥
[5.6] Ta constante cinética kb fuera muy grande con respecto a

las otras, el intermedio EL no existiria practicamente

Eo+BG——ka—bEr+L

[6.22]

K
Er + 02 c 3} EP ka } Eo + H202

y las ecuaciones [5.15] y [5.17] seguirian siendo validas con

rmax = Kd ; Kea = kd/ka N Koz = kd/kc [5.23]

Andlogamente si fuera muy grande 1la constante kd con

respecto a las otras
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TABLA 5.1

Pardametros cinéticos de la reaccidén enzimatica

T, °oC fmax, min-1 Kea, mol/L Koz, mol/L
25 63360 00,0736 0,000524
(1) 86400 00,0692 0,000820
(2) 58620 0,0679 0,000501
(3) 68760 00,0717 0,000481
(4) 69120 0,0518 0,000563
30 79425 0,0719 0,000609
(5) 85980 00,0377 0,000537
(6) 78540 0,0136 0,01148
35 98240 00,0698 0,000700
40 120175 0,0675 0,000798
45 145640 0,06562 0,000902
50 175090 00,0629 0,001015

(1) Bright y Gibson (1967)
(2) Weibel y Bright (1971)
(3) Bright y Appleby (1969)
(4) Linek y col. (1980)

(5) Duke y col. (1969)

(6) Fukushima y col. (1978)
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ka Kb

Eo + BG —+ EL 4 Er + L
[5.24]
. ke
Er + O2 ————— % Eo + H202
rmax = kb ; Keg = kb/ka 5 Koz = kb/kc [5.25]

Si simultaneamente se dan ambas circunstancias el mecanismo

se reduce a

Eo+BG—L—rEr+L
[5.26]

Er + 02 ——kc—)Eo + H202

y en las ecuaciones [5.15] y [5.17] al hacerse muy grande el

valor de rmax se hace despreciable el 1 del denominador

_ [GO] _ ka [GO]
(-ree) = —— — = — SR [5.27]

Ka [BG] © ke [027 (5G] © ke T[07]

En el momento que el consumo de oxigeno determina que su
concentracién disminuya en el seno de 1la fase 1liquida se

producird su transferencia desde 1a interfase

Noz.a = kr.a ([02]:i - [02]) [5.28]

y si la variacién de la concentracién de oxigeno con el tiempo en
el seno de la fase liquida se sigue mediante la lectura de un
electrodo de oxigeno, la respuesta de éste puede retrasarse con
respecto a la concentracién existente en cada instante en el seno

de la fase l1iquida:
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dc
dt

= Ke1 ([021/[02]1:i - ¢) [5.29]

donde Ta ecuacidn [5.29] se basa en suponer un retraso de primer
orden como generalmente se admite.

lLas ecuaciones desarrolladas para 1l1os cuatro fendémenos que
tienen lugar simultdneamente: mutarrotacién, oxidacién enzimati-
ca, transferencia de oxigeno y retraso del electrodo permiten

formular el sistema de ecuaciones del modelo.

dlaGl _ _
gt - (ras)
~AL8G] < (res) - (-rac)
[5.30]
—Eégil— = Noz2.a - (-roz)
g: = ker ([02]/[02]:+ - c)

Si se parte de una disolucidén de glucosa saturada con
respecto de 1la fase gaseosa y en el instante cero se introducen
las enzimas, glucosa-oxidasa y catalasa, las condiciones

iniciales seréan:
t=0 [aGI=[aGle ; [BGI=[BGle ; [021=[021i ; c=1 [6.31]

E1l modelo anterior puede simplificarse si 1la velocidad de
mutarrotacién es muy grande con respecto de Ta oxidacién
enzimatica, en cuyo caso la concentracién de B-glucosa en cada

instante corresponderd al equilibrio de mutarn?ngjpn
ki ] Sp—
1., M
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[BG] _
[aG]

y teniendo en cuenta el balance de glucosa

[aG] + [BG] = [G]

_ Ku
[BG] = T r Kkn [G]

con 1o que podrd sustituirse T1a concentracién de

[6.32]

B-glucosa en 1a

ecuacién de velocidad de 1a oxidacién enzimatica por la de g]uco-‘

sa incluyendo el factor, Ku/(1 + Ku), constante a cada temperatu-

ra, en los parametros cinéticos de la misma:

rmax [GO]

(-re) = 4 Ke/TG] + Koz /107 ]

Siendo

1 + Ku
o = e [ 2]

y el modelo [5.30] queda en la forma:

dl¢l] _
gt ° (-rae)
_E%%il_ = Noz.a - (-roz)
g: = Ke1 ([021/[021i - ©)
t=0 [G]I=[Glo ; [02]1=[02]3i ; c=1
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Analogamente si puede despreciarse el retraso del electrodo

el modelo se simplifica adn mas:

I E
[6.38]
dc
[0z ] = Noz.a - (-roz)
dt
t=0 [G1=[GJo ; [02]1=[021:

En este Gltimo caso, teniendo en cuenta la relacidén

estequiométrica

(-roz2) = (-ra) [{5.39]

N =

y eliminando 1la velocidad de reaccién entre las dos ecuaciones

diferenciales

_diel  _ 2 [02]i dc

3t = T - 2 ke.a [02]i (1 - ¢). (5.40]

ecuacioén que puede integrarse teniendo en cuenta la condicién
inicial
d[G] = 2 [02]i dc - 2 kiu.a [02]i (1 - ¢) dt
t
[Glo - [G] = 2 [Oz]i[(1 - c) + ke.a (t - Jo c dt)] [6.41]
la ecuacidén [5.41] permite determinar la variacién de l1a concen-
tracién de glucosa con el tiempo a partir de la variacién de la
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lectura del electrodo con el tiempo, ¢, si es conocido el coefi-

ciente volumétrico de transferencia de materia, ki.a.

5.2. MODELOS CON_ABSORCION DIRECTA EN LA INTERFASE

Como se ha comentado en la Introduccién de esta Memoria los
resultados experimentales de transferencia de oxigeno en sistemas
biolégicos, con microorganismos o biomoléculas que tienden a
adsorberse en la interfase gas-liquido, sugieren la existencia de
un mecanismo directo de absorcién de oxigeno en la interfase en
paralelo con el mecanismo considerado en el apartado anterior de
disolucién en la fase liquida y posterior consumo por la reaccién
enzimatica.

La existencia de este mecanismo implicaria que las etapas de
la ecuacién [5.6] podrian realizarse también en la 1interfase con
el concurso del oxigeno de la fase gaseosa y por tanto habria un
flujo de l1a forma reducida de la enzima desde el seno de 1la fase
liquida hacia Tla interfase y otro de la forma oxidada de 1la
enzima desde la interfase al seno de la fase liquida, de igual
magnitud, Nd.a.

Suponiendo una 1isoterma de adsorcién de la enzima en la

interfase gas-liquido tipo Langmuir:

& = ke .a [GO]
T 1+ Ke [GO]

[65.42]

donde @& seria 1la concentracién de enzima adsorbida en el
eguilibrio.

Altn admitiendo que en cada instante se mantiene el equili-
brio de adsorcién, puesto que se trata de un equilibrio dinamico,

existird un intercambio continuo de moléculas de enzima entre 1la
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interfase y el seno de 1a fase 1iquida cuya velocidad vendra dada

por

ki .a [GO]
1 + Ke [GO]

[6.43]

Considérese también para simplificar que las formas oxidada
y reducida de 1la enzima se adsorben con igual fuerza en la
interfase, aunque si la forma reducida o la pared celular de un
microorganismo creciendo en condiciones de limitacién por oxigeno
tuviera mayor tendencia a adsorberse en 1a interfase podria ser
una forma natural de favorecer el mecanismo directo en las
condiciones en que se hace necesario.

Parece 16gico pensar gue este intercambio de moléculas de
enzima entre 1la interfase y el seno de la fase liquida determine
un transporte neto de Eo hacia el seno de 1la fase l1iquida y de Er
hacia 1la 1interfase que sea proporcional a 1la diferencia de

tensién de oxigeno entre ambos ambientes

_ ki.a [GO] o _
Na.a = ———~ [GO] ({02 34 [02]) =

[56.44]
f([GOl).a ([02]i - [02])

En el tratamiento cinético del mecanismo representado por
las ecuaciones ([5.56] v [5.6] este fenbémeno supondria modificar
Tfas ecuaciones de la aproximacién de estado estacionario de las
formas oxidada y reducida de la enzima teniendo en cuenta este

flujo neto:

d[Eo]

.45
dt 0 [5.45]

= ka [EP] + Na.a - ka [Eo] [BG]

24
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d[Er]

dt = ko [EL] - Nd.a - ke [Er] [02] x 0 [5.46]

con lo que las concentraciones de estado estacionario de los

intermedios serian:

[EP] = —°_ [02] [Er] [5.47]
Kd
[EL] = —Ke [02] [Er] + —4-3_ [5.48]
kb kb
_ Kc [02] Nda .a
[Eol = < ~Tear B0 * 1 Tsa [5.49]

y el balance de enzima:

] ke , ke ke [02]
[GOo] = E1 + [ka * ] [02] + ™ [BG]] [Er] +

[5.50]

+ Ng.a 1 + L
a- ko ka L[BGI

que conduce a las siguientes expresiones para las concentraciones
de estado estacionario de Tlas formas oxidada y reducida de la

enzima:

Kb ka [BG]
[Er] = [6.51]

ke Ke Ke [02 ]
T [ ka ke ] (021 + e Thal

{GO] - Nd.a [ ! + 1 ]




ke [02] [GO] + Nd.a [ 1 + ke [02] ]
1 Kd

[Eo] = [5.52]
ka [BG]
1+[&.+k_°] [02].,._‘_(2[02]

Ka Ko ka [BG]

De acuerdo con estos resultados la velocidad de desaparicién

de B-glucosa vendra dada por

[021] * kd

(-res) = 1 + Kea/[BG] + Ko2/[02] [5.53]

rmax [GO] + Nd.a [ Koz Fmax ]

y la de consumo de oxigeno

K
Fmax [GO] -~ Nd.a [ ea fmax ]

[8G1 = ko

(=roz) = 1 + Kea/[BG] + Koz2/[02] [5.54]

Obsérvese que las ecuaciones [5.53] y [5.54] indican que en
el seno de la fase 1iqu1da_1a velocidad de consumo de glucosa es
superior al doble de la velocidad de consumo de oxigeno, debido
al aporte extra de oxigeno por la enzima que 1lo adsorbe

directamente en la interfase. Evidentemente, debe cumpliirse que
(-rea) - 2 (-roz) = Nda.a [6.55]

como puede comprobarse mediante las ecuaciones [5.53] y [5.54].
Los valores de (rmax/kd) y de (rmax/ks) calculados mediante las

ecuaciones [5.16], [5.19] y [5.21] se indican en la tabla 5.2.

Fs



TABLA 6.2

T, °C (rmax/kd) (rmax/kb )
25 0,919 0,081
30 0,941 0,059
35 0,957 0,043
40 0,968 0,032
45 0,976 0,024
50 0,982 0,018

Mediante [5.44] las ecuaciones de velocidad [5.53] y [5.54]

quedan en la forma

rmax [GO]+f([GO]).a([Oz]i—[Oz])[Kiz— + K]
[02]
(-ree) = 1 + Kea/[BG] + Ko2/[021 [5.56]
Kaa
rmax[GO]—f([GO]).a([Ozli—EOz])[ + 1 - K]
’ [BG]
(-roz) = > 1 + Kea/[BG] + Koz2/[02] [5.571
Siendo
K = rmax/kd [5.58]

Para el mecanismo representado por las ecuaciones [5.22],

las ecuaciones [5.56] y [6.57] quedan en la forma

max [GO]+f([G0]).a([Oz]i—[Oz])[K°2 + 1]
[02]

(-res) = T+ Kea/[BG] * Koz/0021] [5.59]

- 202 -



T o e Kea
rmax [GO]-Ff([GO]).a([021:i-[02]) [8G]

(-roz) = 2 1+ Kao/IBG] + Ko2/[02] [5.60]

donde rmax, Ksa y Koz vienen dados por las ecuaciones [5.23].
Para el mecanismo representado por las ecuaciones [5.24],

las ecuaciones anteriores quedan en la forma:

max [GO]+f([GO]).a([Oz]i-[02]) Egi—

_ - [02]
(-ree) = 1+ Keo/LBG] + Koz/[0z] [5.61]
Kea
rmax[GO]-f([GO]).a([OZ]i-[OZ])[rEaT + 1]
-1
(-roz) = 2 1 + Kea/[BG] + Ko2/[02] [5.62}
donde rmax, Ksec Y Koz vienen ahora definidos por las ecuaciones

[6.25].
Un tratamiento semejante para el mecanismo de la reaccién

enzimitica representada por las ecuaciones [5.26] conduce a

d[EO] d[Er]

at = - pr = ke [Er] [02] + Na.a - ka [Eo] [RG] = O
Ka Na .a
(-reg) = o e ke [0z}
T . ka1
[BG] ke [02]
Ndg.a
(-roz) = 1 e teol [BG]
2 1 + Ei 1
BG] kc [02]
Ka 1
ka [GO] + T f([{GO]).a ([02]1:i-[021) 077
(—rBG) = c £5.63]
1 + Ei 1
[BG Ke [02]
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ka [GO] - f([GO]).a ([02]:+-[0z21) T%ET
(-roz2) = 3 ] - Ka " [5.64]
[BG] kc [02]

En el modelo simplificado, considerando establecido en cada
instante el equilibrio de mutarrotacién y despreciando el retraso

del electrodo, la relacién [5.55] permite establecer

% = 2 [02]4 g—% - 2 ki.a [0z2]i (1 - ¢c) - Na.a
[Glo - [G] = [02]s [ 2 (1 -c) + (2 ku.a +
[5.65]

t
+ £([G0]1).a) (t - Joc dt) ]

E1l modelo desarrollado anteriormente se basa en suponer que
el flujo neto de oxigeno debido al mecanismo directo puede expre-
sarse mediante 1la ecuacién [5.44] y como se ha visto las veloci-
dades de consumo de f3-glucosa y de oxigeno, ecuaciones [5.53] y
[6.54] 6 [5.56] y [5.57], quedan alteradas en su numerador por un
término positivo en Tas de consumo de glucosa y un término nega-
tivo en las de consumo de oxigeno en el seno de la fase liquida.

Otra forma de abordar el problema seria suponer que el flujo
neto de la forma oxidada de 1a enzima desde la interfase al seno
de la fase 1iquida es proporcional a la concentracién de l1a forma
reducida de l1a enzima en el seno de 1la fase 1iquida, de manera
que las aproximaciones de estado estacionario de Eo y Er,

ecuaciones [5.45] y [5.46], quedan en la forma:

d[Eo]

e = ka [EP] + ki.a [Er] - ka [Eo] [BG] =~ O [5.66]
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d[Er ]

at = ko [EL] - ki.a [Er] = ke [Er] [02] = © [6.67]

donde ki .a podria depender de las condiciones de operacién. En
estas condiciones las concentraciones de estado estacionario de

los intermedios serian

ke

[EP] = [O21 [Er] [6.68]
Kd
[EL] = ke [02] + ki.a [Er] [5.69]
Kb
[Eo] = —Re [02] * ki.a [5.70]

ka [BG]
con 1o que mediante el1 balance de enzima

[Er] = [GO] [5.71]

kc kc kc [ 02 ] 3 1 1
T [EE * EE][Oz] " ke el ¢ k"a[ ke ' Ka [BG]]

(-roz) = % fmax [GO] [5.72]
Kaa Ko 2 ki.a 1 Kea _
' Teel T o1t ke [Oz][[BG] t K]
ki.a 1
rmax [GO] [1 + e —[02] ]
(-rgg) = [5.73]

Ksa Ko 2 Ki.a 1 Kaa
' ear Y101 Y ke [Oz][[BG] v K]

Estas ecuaciones son aplicables al mecanismo [5.22] haciendo
K = 1 y utilizando 1las ecuaciones [5.23] para relacionar rmax,

Kee ¥y Koz con las constantes cinéticas elementales.
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Para el mecanismo [5.24] también serian aplicables, sin mas
gue hacer K = 0 y utilizar las ecuaciones [5.25] con el mismo
objetivo que las [5.23] en el caso anterior.

Para el mecanismo [5.26] se reducen a

_ l ka [GO]
(-roz) = > 3 Ka 1 . K a ] [5.74]
[BG] ke [02] ke [02] [BG]
Ki.a 1
frmax [GO] [1 + Ko (021 :I
(ree) = — L ka 1 ki.a 1 [5.75]
[BG] ke [02] ke [02]1 [BG]
Para estos modelos puede comprobarse que
(-ree) - 2 (-roz) =
[5.76]
ki.a
kc [0z2] (ol

Kea Ko 2 ki.a 1 Ksa
" el Y Toa1 T TR [Oz][[BG] F K]

ecuacién que nho permite relacionar la variacion de 1la
concentracién de glucosa con la de oxigeno de una forma tan

sencilla como las ecuaciones [5.41] y [5.65].

5.3. MODELOS SIMPLIFICADOS PARA EL ESTADO CUASI-ESTACIONARIO

En los experimentos realizados, cuyos datos primarios se
indican en la parte 4 de esta Memoria, establecidas 1las
condiciones de cada experimento: temperatura, pH, composicién de

la fase 1Tiquida y composicién de la fase gaseosa; se introducian
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las enzimas: glucosa-oxidasa y catalasa en el instante 1inicial y
se seguia la variacidén de la lectura del electrodo de oxigeno con
el tiempo.

La lectura del electrodo evoiuciona con el tiempo en la

forma indicada en la figura 5.1.

Figura 5.1

alcanzandose un estado cuasi-estacionario en el que la lectura
del electrodo permanece practicamente constante durante un cierto
tiempo, hasta que la disminucién de 1a concentracidn de glucosa
determina que la lectura del electrodo suba lentamente de nuevo.
Los modelos desarrollados anteriormente se simplifican
considerablemente aplicados al estado cuasi-estacionario ya que
el retraso del electrodo no influye en el mismo y admitiendo que
la velocidad de mutarrotacién es grande comparada con la oxida-
cién enzimatica de la B-glucosa puede considerarse gue en cada
instante se mantiene el equilibrio de mutarrotacién, con 1o que

el balance de oxigeno se reduce a

(Noz2.a)e = (-roz)e [56.77]
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que para el modelo de absorcién gas-liquido se reduce a

(1/2) max [GO]
1 + Ka/[Gle + Ko2/[02]e

kt.a ([02]: - [027e) [5.78]

y aplicando la ecuacién [5.41] al periodo cuasi-estacionario
te
[Gle = [Glo - 2 [021s[(1 - ce) + ki.a (te - Jo c dt)] [5.79]

puede determinarse l1a concentracién de glucosa en el mismo.
Anadlogamente para el modelo con absorcidén directa en 1la
interfase basado en 1la ecuacién [5.44], 1la ecuacién [5.77]

conduce a
ki.a ([02]i - [02]e) =
[5.80]

rmax [GO]-f([GO]).a ([02]i—[02]a)[fg‘;_; ‘1 - K]

’
2 1 + Ke/[Gle + Ko2/[02]Je

y aplicando la ecuacién [5.65] al periodo cuasi-estacionario

[Gle = [Glo - [02]i[2 (1 - ce) +
[6.81]
te
+ (2 ki.a + f([GOIm).a) (te - Jo c dt)]

Finalmente utilizando en [5.77] 1l1a ecuacién [5.72] se

obtiene
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ki.a ([02]i - [02]e) =
(1/2) rmax [GO]

1+KG+K02+ki.a 1 KG+1_K
[G]e [0z ]e ke [0z2]e][Gle

[5.82]

aunque en este caso, como ya se ha indicado, la relacibén entre
(-ra) y (-roz) no permite obtener una ecuacién aplicable para el
cdlculo de 1la concentracién de glucosa en el periodo ¢uasi-esta—
cionario equivalente a las ecuaciones [5.79] y [5.81].

En la tabla 5.3 se resumen los modelos cinéticos desarrollia-

dos en este apartado.
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TABLA 5.3

OXIDACION DE GLUCOSA CON OXIGENO MOLECULAR EN PRESENCIA
DE GLUCOSA-OXIDASA Y CATALASA

MODELO CINETICO

d
LGl - ke ([a6] - [6G1/Kn)
t
~AIBGL - v (faGl - [BG1/KM) - (-rec)
0]
_dioz] = kt.a ([02]s = [02]) - (~-ro2)
dt
dc
pra ke1 ([021/[021: - ¢)
_ _ [Glo _Ku [G]o _ L ~
t=0 [GG]-1 el [BG]—1 T Kn [02]1=[02]i ; c=t
MODELOS DE ABSORCION GAS-LIQUIDO
(-rec) = 2 (-roz)
Mecanfsmo 1:
Eo + BG Ka b EL ke 4 e + A
Er + Oz ke } EP Ka ) Eo + 1/2 02
(-ro2) = l rmax [GO]
2 1 + Kaeg/[{BG] + Ko2/[02]1]
_ Kd Kb . _ Vmax . _ Fmax
T ke ¥ ke e T T e E
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TABLA 5.3 (continuacién)

Mecanismo 2:

Eo + BG Ka Er + AG
Er + O2 Ke 4 ep K&} ko + 1/2 02
rmax = Kda ; Kea = kd/ka ; Koz = kd/kec
Mecanismo 3:
Eo + BG Ka ) gL Kb 4 g + AG
ke
Er + O2 —————+ Eo + 1/2 02
rmax = kb ; Kec = ko/ka : Koz = kb /ke
Mecanismo 4:
ka
Eo + 3G —— Er + AG
ke
Er + 02 Eo + 1/2 O2

ka [GO]
2 1 + Ka 1
[BG] ke [02]

MODELOS CON ABSORCION DIRECTA EN LA INTERFASE

A) Flujo neto de Er hacia la interfase y de Eo hacia el seno del

1iquido:

Na.a = F(T, pH, [GO], [02]:, [02], [G]).a
(-reg) = 2 (-roz) + Na.a
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Mecanismo 1:

(-roz2)

Mecanismo 2:

(-roz)

Mecanismo 3:

(-ro2)

Mecanismo 4:

(-roz)

B)

Mecanismo 1:

(-roz)

TABLA 5.3 (continuacién)

Kea max
1 'max [GO] — Nd.a [ [BG] + kb
T2 1 + Kee/[BG] + Ko2/[02]1]
Kea
) l rmax [GO] - Nd.a [BG]
T2 1 + Kaa/[BG] + Koz2/[02]
Kaa
1 max [GO] - Nd.a [ [BG] + 1 }
T2 1 + Kea/LBG] + Koz/[0z1
ka 1
) _1_ ka [GO] - 'k—c' Nd .a [BG]
T2 1, _ka 1
[BG] ke [02]
Ne.a = ki.a [Er]
ki.a = G(T, pH, [02]i, [02],[G]).a
- _1_ rmax [GO]
2 1+ Kaa Ko 2 + ki.a 1 Kea + aax
[BG] [021] ke [02] (BRG] Ko



(-rag)

Mecanismo 2:

(=ro2)

(-rsg)

Mecanismo 3:

(-roz)

(-rea)

Mecanismo 4:

(-roz2)

TABLA 5.3 (continuacidn)

ki.a 1
rmax L[GO] [1 + e 021 ]

Kaa Koz ki .a 1 Ka G Mmax
"+ 1861 tTo21 t ke Tozd [ [RG] & ke ]
_1_ rmax [GO]
2 1 Kaa Ko 2 ki.a 1 Kag
(BRG] {021 ke [02]1 (BG]
. ki.a 1
Fmax [GU] [1 + T '[—02—]]
1+ Ksa Ko 2 ki.a 1 Kesa
[BG] [02] ke [02] [BG]
_1_ rmax [GO]
2
Kag Koz ki.a 1 Kea
"t 1867 T 0271 T ke T07] [ sG] * ! ]
ki.a 1
rmax [GO] [1 + o [0z ] ]
1+ Ksa Ko 2 . Kaa
[BG] [021] kc [Oz] [BG]
1 ka [GO]
2 1 k_a 1 ki .a 1
BG] ke [02] ke [02] [BG]



TJABLA 5.3 (continuacion)

ke [02]
1 Ka 1 ki .a 1
+

[BG ke [02] ke [02] [BG]

ka [GO] [1 s ki-a 1 ]

MODELO CINETICO SIMPLIFICADO

Se admiten las hip6tesis:
- Equilibrio de mutarrotacién

- Retraso despreciable del electrodo

dtel . _
T— (r‘a)
[0z 11 ~—g%—— = ki.a ([0215 - [021) - (-roz)
t=0 [G]=[G]Q ; c=1

mismas ecuaciones anteriores sustituyendo

- Ku _ Ku
[BG] = —— o (@] Kee = ——xn Ko

MODELO CINETICO SIMPLIFICADO APLICADO
AL ESTADO CUASI-ESTACIONARIO

ki .a ([02]i - [02]e) = (~-roz)e

[Gle = [Glo - J:e(—re) dt



TABLA 5.3 (continuacién)

MODELO DE ABSORCION GAS-LIQUIDO

[0z 14 gz = ki.a ([0z2]i —[02])+%-9%

MODELO CON ABSORCION DIRECTA EN LA INTERFASE

A) [O2 T gz = ku.a ([02]i -[02])+%-d—c[ji—]+%
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6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS






6.1.0XIDACION DE GLUCOSA CON OXIGENO MOLECULAR EN PRESENCIA DE
GLUCOSA-OXIDASA

Para 1la interpretacidon de 1los resultados experimentales
obtenidos con este sistema se aplicé, en primer lugar, el modelo

de absorcién gas-liquido simplificado para el estado cuasi-esta-

cionario

. _1_ rmax [GOJlo
ku.a ([0z2]; [02]e) “n 1 + Ke/[Gle + Ko2/[0z2]e

[6.1]

te
[Gle = [Glo - n [02)i[(1 - co) + ki.a (te - jo c dt)] [6.2]

donde n tomard 1los valores 1 6 2 dependiendo de 1la ausencia o
presencia de catalasa, respectivamente. Puesto que en la ecuacién
[{6.1] se utiliza 1a concentracién inicial de enzima, este modelo
implica admitir, ademds de las hipbétesis en que estd basado, que
en el tiempo requerido para alcanzar el estado cuasi-estaciona-

rio, te, no se produce desnaturalizacién apreciable de la enzima.
6.1.1. INFLUENCIA DE LA COMPOSICION DE LA FASE LIQUIDA

Lta influencia de 1a composicién de 1la fase liquida se
estudié a 25 °C y pH = 5,55, con oxigeno puro saturado pre-
viamente con respecto de 1la fase liquida y en las mismas condi-

ciones fluidodinamicas (caudal de fase gasegosa, volumen de fase

d . L.
liquida y grado de agitacién) utilizadas en la determinacion del

1
M
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coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno

ko.a = 0,033 min-1

a.- Influencia de la concentracién de glucosa-oxidasa

En 1a serie A de experimentos se analiza la influencia de la
concentracién de glucosa-oxidasa, en ausencia de catalasa, y con
una concentracién inicial de giucosa constante de 0,10 M.

Dado que en el experimento A.1, correspondiente a la maxima
concentracién de glucosa-oxidasa, el estado cuasi-estacionario se
alcanza antes de los 30 minutos, el maximo consumo de glucosa en

estos experimentos seré

([Glo - [Gle)maximo = [02]i (1 + ki.a te) = 0,002 M

que representa un 2 % de la glucosa inicial, por 1o que en esta
serie puede considerarse constante la concentracién de glucosa e
igual a su valor inicial. Teniendo en cuenta esta circunstancia y

reagrupando la ecuacion {6.1] en la forma

y = [GO]Jo _
n ke.a ([02]1i - [021e)
[6.3]
1 + Ka 1 Ko 2 1
rmax 'ma x [(Glo rmax [O2 ]e
se observa que para la serie considerada se reduce a
y = ki + kz — [6.4]
[02 ]e )

siendo



1 Ka 1 Ko 2
Kk = + k = 6.5
! rmax rma x 0,10 y 2 max L ]

Con objeto de comprobar 1la ecuacidén ([6.4] a partir de los
datos primarios de los experimentos de 1la serie A se han

calculado los valores que se indican en la tabla 6.1.

TABLA 6.1

Influencia de l1la concentracién de glucosa-oxidasa

Exp [GOJo, g/L Ce {0215, M y (1/[02]e) 104
A.1 0,05000 0,045 0,000991 1601 2,242
A.2 0,02500 0,102 0,000992 850 0,988
A.3 0,01250 0,204 0,000995 478 0,493
A.4 0,00625 0,469 0,000994 359 0,215
A.5 0,00500 0,520 0,000995 317 0,193

Los valores de y obtenidos se han representado frente a
1/[02]e en 1a figura 6.1 en la que se observa que se ajustan bien

a la ecuacién [6.4]. Por regresién lineal se obtiene

y = 204 + 0,0626 (1/[021]e) [6.6]

rz = 0,998

b.- Influencia de 1a concentracioén de catalasa

En 1a serie B de experimentos se analiza la influencia de 1la
concentracién de catalasa, manteniéndose constante la concentra-
cién inicial de glucosa-oxidasa y de glucosa, 0,025 g/Ly 0,1 M

respectivamente.
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Figura 6.1

Experimentos A

(1/[02]e) 10 ~%




Los resuiltados

estos experimentos,

obtenidos a partir de los datos primarios de

utilizando n 2, se indican en la tabla 6.2.

TABLA 6.2
Influencja de 1a concentracién de catalasa

Exp [CTlo, g/L Ce [02]:i, M y (1/[02]e) 10-4
B.1 0, 30000 0,204 0,000992 480 0,494
B.2 0,01500 0,214 0,001004 480 0,465
B.3 0,00750 0,214 0,001003 480 0,466
B.4 0,00375 0,204 0,001003 474 0,489

Se observa en esta tabla que 1los cuatro experimentos

conducen practicamer
concentracién de cat
la

indicando que

descomponer rapidame

Por otra parte,

experimento A.3,

gue en ausencia de ¢

Glucosa +

Y por tanto, n 1,

Glucosa + 3

y por tanto, n 2.

de hidrégeno

el estado cuasi-estacionario,

S€

'te a los mismos resultados a pesar de que la
alasa varia desde 0,00375”g/L a 0,30000 g/L,
concentracién mds pequefia es suficiente para
2nte todo el peréxido de hidrégeno formado.
comparando estos resultados con los del
2 observa que son coincidentes 1o que confirma
zatalasa 1a estequiometria es

02 ——— & Acido gilucénico + H20: [6.7]

mientras que en presencia de catalasa es
[6.8]

O2 —— 3 Acido glucdnico

Este resultado también indica que el peréxido

formado en los experimentos A, hasta que se alcanza

no es suficiente para influir en 1la
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cinética del proceso.

No obstante, con objeto de asegurar la descomposicién total
del peréxido de hidrégeno en todos 1o0s experimentos posteriores
se utilizé una concentracién de cataiasa de 0,00750 g/L, superior

a 1la minima determinada.
c.- Influencia de la concentracién de glucosa

En la serie C de experimentos se analiza la influencia de 1la
concentracién de glucosa, manteniéndose constantes las concentra-

ciones de enzimas
[GOJo = 0,060 g/L y [CT]o = 0,0075 g/L

y variando la concentracién inicial de glucosa en el intervalo de
0,200 a 0,005 M.

Teniendo en cuenta las ecuaciones [6.3] y [6.4]

? 1 - 1 Ka 1

=y - 0,0626 = + 6.9
Y Y [02 ]e F'max max [G]o [ ]

admitiendo también, de momento, que en cada experimento la
concentracién de glucosa permanece practicamente constante e
igual a su valor inicial.

Los resultados calculados para 1a serie C a partir de los
datos primarios se indican en la tabla 6.3.

En la figura 6.2 se representan los valores de y’ frente a
1/[Glo, de acuerdo con 1la ecuacién [6.9], y en ella se observa
que s6lo los cuatro primeros experimentos parecen ajustarse a la
ecuacion citada, desvidndose los restantes cada vez mas a medida

que disminuye [Glo, en el sentido que seria de esperar si la con-
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JABLA 6.3

Influencia de l1a concentracién de glucosa

Exp [Gle, g/L Ce [02]i, M y y’
C.1 0,200 0,092 0, 000960 869 160
C.2 0,100 0,102 0,000985 856 233
C.3 0,050 0,122 0,001002 861 349
C.4 0,035 0,143 0,001004 880 444
C.5 0,020 0,286 0,001010 1051 834
C.6 0,015 0,439 0,001010 1337 1196
c.7 0,010 0,592 0,001009 1840 1735
C.8 0,005 0,878 0,001029 6035 5965

centracién de glucosa en el estado cuasi-estacionario fuera

apreciablemente inferior a su valor inicial:

[Gle < [Glo [6.10]

Este resultado era de esperar para 1las concentraciones ini-
ciales de glucosa mas pequefias y pone de manifiesto que es nece-
sario abandonar la hipétesis de [G] constante e igual a su valor
inicial y determinar [G]le mediante la ecuacién [6.2] del modelo.

Tomando como valor de te el tiempo correspondiente a la pri-
mera lectura del electrodo que se repite en el estado estaciona-
rio, es decir, el segundo dato del estado cuasi-estacionario, y
realizando numéricamente la integral que aparece en la ecuacioén
[6.2] se obtienen los valores que se indican en la tabla 6.4.

Se observa en esta tabla que la disminucién de l1a con-
centracién de glucosa supera el 5 % de 1la glucosa inicial a

partir del experimento C.3 y el 20 % en 1los experimentos C.6 y
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TABLA 6.4

Concentracidn de glucosa en el estado cuasi—-estacionario

Exp te, min J:ec dt, min [Gle, M
Cc.1 45 9,85 0,1960
c.2 35 9,97 0,0966
C.3 35 11,92 0,0467
Cc.4 45 16,69 0,0314
Cc.5 55 26,36 0,0166
C.6 80 46,81 00,0117
C.7 60 42,83 0,0080
C.8 50 45,72 0,0044

C.7, por 1o que el efecto de esta variacién no puede ser
ignorado.

En la figura 6.3 se representan los valores de y’ frente a
1/[Gle, observdndose que en este caso los puntos experimentales
se ajustan a 1la ecuacién [6.9], aunque sigue desviandose
apreciablemente el experimento C.8; obteniéndose por regresién

lineal

y’ = 69,0 + 13,2 (1/{Gle) [5.10]

rz = 0,998

Teniendo en cuenta las ecuaciones [6.9] y [6.10]

y = 69,0 + 13,2 (1/[Gle) + 0,0626 (1/[02]e) [6.11]

gue compatrada con [6.3] conduce a
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Fmax = 0,0145 mol [6.12]
Jenzima.MlnN

Ke = 0,191 M f6.13]

Koz = 0,000907 M {6.14]
y teniendo en cuenta que a 25 °C Ku = 1,694

Keg = 0,120 M [6.15]

Puede observarse que los valores de Ksea Y de Koz obtenidos
son del mismo orden, aunque superiores, a los 1indicados en 1la
tabla 5.1, que han sido calculados a partir de los resultados
experimentales encontrados en la Bibliografia. E1 valor de rmax
difiere apreciablemente porque estd referido a 1a concentracién
de enzima expresada en g/L mientras que los indicados en la tabla
5.1 estéan referidos a 1a concentracién de grupos FAD activos.

Por otra parte, de acuerdo con estos resulitados la velocidad
de oxidacién de 1a glucosa en el estado cuasi-estacionario de los

experimentos extremos, C.1 y C.8, seria

(0,0145)(0,05) mo
c.1 - = . 2 = 5,92 10-5 -
(-re) ., 0,191 0,000807 5 L.min
0,1960 ' 0,0000883
(0,0145)(0,05) mol
. - = . = 1,60 10-5 .
c.8 (=re) ., 0,191 0.,000907 1,6 C.min

0,0044 * 0,000903

y por tanto 1la desviacioén del equilibrio de mutarrotacién,

teniendo en cuenta que para 25 °C

km = 00,0241 min-1 Ky = 1,694
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(ras) = 0,0241 ([aG] - [BG]/1,694) = (-rg) [6.16]

Para 1os experimentos C.1 y C.8 la concentracién de B-gliuco

sa en el estado cuasi-estacionario, admitida 1la hipétesis del

equilibrio de mutarrotacién, seria

C.1 [BG]&

0,1232 M

(@]
(60]

[BG]4 0,00277 M

mientras que aplicando la ecuacién {6.16] se obtiene

c.1 [BG]e 00,1217 M

cC.8 [BG]e

0,00235 M

Estos resultados indican gque mientras que la hipétesis del
equilibrio de mutarrotacién es totalmente vé&lida a concentra-
‘ciones apreciables de glucosa, para el experimento C.8 1la
desviacién de esta hip6étesis es del 15 % 1o que justifica en

parte sus resultados anémaios en el tratamiento anterior.
6.1.2. INFLUENCIA DE LA COMPOSICION DE LA FASE GASEOSA

Para analizar 1la influencia de la composicién de la fase
gaseosa se realizé la serie de experimentos D en 10s que se
utilizaron mezclas oxigeno-nitrégeno de diferente composicidn, en
el intervalo aire-oxigeno puro.

Dado que el caudal de oxigeno transportado por la fase
gaseosa era considerablemente superior al caudal méaximo de

oxigeno absorbido:



_ 1
Qoz = yoz (25)[ 1,57 102 yoz =21 [6.17]
min

700/760 1
(0,082)(298)] 60

(No2 .A)maximo = kr.a [02])i V =
[6.18]
mol

= (0,033 -3 = 6,6 10-° min
(0,033) yo2 10 (0,2) 6,6 10 yo2 o
puede admitirse que la composicién de 1l1a fase gaseosa permanece
constante e igual a 1a mezcla de alimentacioén.
Para aplicar la ecuacion [6.3] a 1los experimentos D se
calcularon a partir de los datos primarios de 1los mismos los

resultados que se indican en l1a tabla 6.5.

TABLA 6.5

Influencia de 1la composicidén de la fase gaseosa

Exp [GOlo, 9/L Yoz Ce (0211, M y (1/[021e) 10-4
D.1 00,0500 0,20 0,021 0,000200 3869 23,810
D.2 00,0500 0,40 0,040 0,000397 1988 6,297
D.3 00,0500 0,60 0,061 0,000600 1345 2,132
D.4 00,0500 0,80 0,082 0,000797 1035 1,530
D.5 0,0150 0,20 0,102 0,000203 1247 4,830
D.6 00,0150 0,40 0,150 0,000396 675 1,684
D.7 0,0150 0,60 0,224 0,000594 493 0,752
D.8 0,0150 0,80 0,300 0,000801 405 0,416
D.9 0,0150 1,00 0,388 0,001001 371 ‘ 0,257

En la figura 6.4 se representan 1los valores de y frente a
los de [02]e, salvo el punto correspondiente a 0D.1 por problemas
de escalas. Se representa también en esta figura la linea corres-—

pondiente a la ecuacién [6.6] en la que 1a fase gaseosa era oxige
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no puro Yy sobre la que coincide, como era de esperar, el experi-
mento D.6; sin embargo, el resto de los experimentos D se apartan
apreciablemente de esta ecuacién y tanto mas cuanto menor es la
fraccidén molar de oxigeno en la fase gaseosa.

Esta diferencia, muy importante, no puede explicarse por 1la

aproximacién de
[Gle = [G]o

ya que en estos experimentos 1a concentracién de giucosa es
grande comparada con la solubilidad del oxigeno, [Glo = 0,10 M,
ni tampoco por la pequefia 1infiuencia que pueda tener la
resistencia de 1la fase gaseosa a 1la transferencia, como se ha
visto en la parte 3 de esta memoria.”

Aunque s6lo se dispone de dos puntos para cada composicién
de la fase gaseosa, estos parecen ajustafse a lineas rectas con
1la misma ordenada en el origen de la ecuacién [6.6] y menor
pendiente, tanto menor cuanto mas diluida es l1la fase gaseosa en
oxigeno.

Estos resultados indican que 1a concentracién de oxigeno en
la interfase, [02]i, influye sobre 1la pendiente de 1la ecuaciédn

[6.4]

1

y = ki + k2 {[02]i} 02 7e

{6.19]

considerando 1o que sugiere la figura 6.4 y ajustando los
resultados experimentales para que tengan una ordenada en el
origen comin, se obtienen 1los valores de k2 {[02]i} que se

indican en la tabla 6.6.
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TABLA 6.6

Valores de kz {[02]i} de 1a ecuacién [6.19]

yoz k2 {[02]i}
0,20 00,0185
0,40 00,0282
0,60 0,0401
0,80 00,0513
1,00 00,0626

Y que se representan en la figura 6.5. Se observa en esta figura

que 1la

relacidn entre k2 e yo2 parece ser lineal. Al realizar 1la

correspondiente regresion lineal se obtiene

k2 = 0,00675 + 55,65 [0Oz]i [6.20]

rz = 0,999

Incluyendo [6.20] en [6.6]

y [6.21]

ecuacion
duce los

un error

[02]s
= 204 + 0,0 5 ———— + 55, —_— 6.21
y 067 [02 1o 55,65 [0z 1o [6.21]
en [6.11]
. 1 1 [0z 75
69,0 + 13,2 + 0,00675 + 55,65 ———— 6.22
[G]e [02 ]e [02 ]e [ ]

que considerando [G]e = [G]o para [G]lo 2 0,10 M, repro-
resultados experimentales de las series A, B, C y D con

relativo medio de
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2 [(Ycal - Yexp)/Yexp)211/2
N

= 0,033 ; 38,3 % [6,23]

y maximo del 7 %. Se excluyen los experimentos correspondientes a
valores extremadamente pequefios de 1las concentraciones de los
reactivos, C.8, D.1 y D.5, en 1los que el error experimental se
incrementa considerabiemente puesto que en la ecuacién [6.22]

intervienen las inversas de estas concentraciones.

6.1.3. APLICACION DEL MODELO CON ABSORCION DIRECTA EN LA
INTERFASE

La forma de la ecuacién [6.22] sugiere la aplicabilidad del
modelo con absorcién directa en 1la interfase, si el flujo de

oxigeno debido al mecanismo directo se expresa como

ki.a [Erl] [6.24]

Nd.a

ki.a ki.a [02]i [BG] [6.25]
y considerando el mecanismo representado por las ecuaciones
[6.22], que de acuerdo con los resultados indicados en 1a tabla
5.2 (k = rmnax/kda es préoximo a la unidad) es una aproximacién
aceptable.

En estas condiciones el balance de oxigeno, aplicado al

estado cuasi-estacionario, queda en la forma

ki.a ([02]i - [02]e) =

[6.26]
_ (1/2) rmax [GO]
- Ka Ko 2 ki.a Kea [0214
v [G]e * [02]9 * ke [Oz]e



que puede reordenarse:

[GO]
2 ke.a ([02]1 - [0z2]e)
[6.27]
1 . Ka 1 + Ko2 1 ki.a Kea [O2]i
rmax rmax [Gle rmax [O2]e ke ramax [0z ]e

expresioén que coincide con la ecuacidon [6.22].

Puesto que este modelo no permite estimar el valor de [G]e
con facilidad y dado que los c&lculos indicados al analizar 1la
influencia de la concentracién de gliucosa han puesto de manifies—
to que la hipotesis de que el equilibrio de mutarrotacidon estéd
establecido en cada instante no se cumple para concentraciones
bajas de glucosa, se decidié simular 1los resultados de los experi
mentos C para determinar 1los mejores valores de 1los parametros
cinéticos utilizando las ecuaciones correspondientes a este mode-

delo y mecanismo, tab]a 5.3:

%E—G]— = - km ([QG] - [BGI/Ku) [6.28]
dIBG]  _ ) )
—at - ka ([aG] [BG]1/Ku)
[6.29]
ki.a [02]i [BG]
rmax [GO] [ 1 + e 02 ] ]
- Kea Ko 2 ki.a Kea [0O2]i
't Tee T ol T ke [0z21
d—c[ji’i = ki.a ([02]i - [02]) -
[6.30]

(1/2) rmax [GO]
Kea + Ko 2 + ki.a Kse [021]i
[BG] [02] Kc [02]

b

+
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dc

gt = ket ({02]1/102]1:i - c) [6.31]
- -_LGlo _Ku_[Glo - s .
t=0 [O.G]—1 r K [BG]—1 ranaalt [02]=[02]:+ ; c=t [6.32]

Para esta simulacién se puso el sistema anterior en forma
adimensional y se preparéd un programa en Pascal basado en el
algoritmo de Runge-Kutta de 42 orden. Este tratamiento vy el
programa utilizado se describen en el Anexo II de esta Memoria.

Para los valores de 1los pardametros cinéticos de mutarrota-
cién, km y Ku, se utilizaron las ecuaciones [5.2] y [5.3].

Teniendo en cuenta [6.22] que debe ser correcta en cuanto a

la influencia de 1a concentracién de oxigeno

Koz . 0,00675 Ki.a Kes _ g5 65

max ke max

"por tanto:

Koz = 0,00675 rmax

kKi.a _ 55,65 rmax
Ke Ksa

Para ki .a se utilizaron los valores determinados en la parte
3 de esta Memoria y para kei1 el valor indicado por el fabricante

del electrodo de oxigeno

Ke1 = :0 st = 6 min-1

aunque también se ensayaron los valores de 3 y 12 min-!' correspon

dientes a unas constantes de tiempo de 20 y 5 segundos, respecti-
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vamente.

Mediante este procedimiento sélo era necesario tantear con
los valores de rmax Y Ksec que estan afectados por la influencia
real de la concentracién de B-glucosa.

Los valores finales que minimizan 1a variacidén de rmax para
los experimentos de esta serie, excluido el experimento C.8 por

las razones ya indicadas, son:

Kea = 0,0740 M Koz = 0,0000675 M
[6.33]
y _kL.a_z 7,65 M- 1
Kc

con los que se obtiene en 1a simulacién Tlos resuitados que-se
indican en las tablas 6.7 a 6.14, para los primeros 80 minutos de
cada experimento.

En cada tabla se indica también el error relativo medio en
la simulacién, SSR. Un resumen de los resultados se indican en la
tabla 6.15, el valor medio de rmax para los experimentos C.1 a

C.7 resulta

rmax = 0,0104 mol [6.34]
Jenzima.MiN

que es el gque se ha wutilizado en la simulacién del experimento

C.8, tabla 6.14.
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JABLA 6.7

Experimento C.1

PARAMETROS CINETICOS

rmax = 0,0099 Kea = 0,0740 Koz = 0,0000675 ki.a/ke = 7,6500
t, min [aGl, M [BG], M Oxigeno Lect-Calc Lect-Exp
0 0,07423 0,12577 1,000 1,000 1,000
5 0,07416 0,12356 0,525 0,538 0,561
10 0,07394 0,12117 0,249 0,255 0,255
15 0,07357 0,11854 0,133 0,135 0,163
20 0,07308 0,11602 0,101 0,102 0,112
25 0,07248 0,11363 0,094 0,094 0,102
30 0,07177 0,11128 0,092 0,092 0,102
35 0,07102 0,10914 0,092 0,092 0,102
40 0,07018 0,10704 0,092 0,092 0,092
45 0,06933 0,10510 0,092 0,092 0,092
50 0,06845 0,10324 0,092 0,092 0,092
556 0,06752 0,10139 0,092 0,092 0,092
60 0,06660 0,09967 0,092 0,092 0,092
70 0,06471 0,09631 0,093 0,093 0,092
80 0,06281 0,09314 0,093 0,093 0,092

S8R = 0,0446



TABLA 6.8

Experimento C.2

PARAMETROS CINETICOS

rmax = 0,0100 Ksec = 0,0740 Koz = 0,0000675 Ki.a/ke = 7,6500

t, min f[aG]l, M [BG], M Oxigeno Lect-Calc Lect-Exp

0 0,03712 0,06288 1,000 1,000 1,000
5 0,03707 0,06160 0,615 0,626 0,643
10 0,03695 0,06035 0,350 0,357 0,337
15 0,03675 0,05904 0,196 0,200 0,184
20 0,03650 0,05779 0,133 0,134 0,133
25 0,03619 0,05658 --0,111 0,111 0,112
30 0,03582 0,05539 0,104 0,104 0,102
35 0,03544 0,056431 0,103 0,103 0,102
40 0,03501 0,05324 0,102 0,102 0,102
45 0,03457 0,056226 0,102 0,102 0,102
50 0,03412 0,056131 0,103 0,103 0,102
65 0,03364 0,05037 0,103 0,103 0,102
60 0,03318 0,04949 0,104 0,104 0,102
70 0,03221 0,04779 0,104 - 0,104 0,102
80 0,03124 0,04617 0,106 0,105 0,102

SSR = 0.0223
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TABLA 6.9

Experimento C.3

PARAMETROS CINETICOS

rmax = 0,0106 Kee = 0,0740 Koz = 0,0000675 ki.a/ke = 7,6500

- 242 -

t, min ([aG], M [BG], M Oxigeno Lect-Calc Lect—-Exp
0 0,01856 0,03144 1,000 1,000 1,000
5 0,01853 0,03066 0,709 0,718 0,684

10 0,01846 0,02992 0,486 0,493 0,439
15 0,01834 0,02921 0,322 0,327 0,286
20 0,01819 0,02855 0,222 0,224 0,194
25 0,01802 0,02791 0,165 0,167 0,143
30 0,01782 0,02729 0,138 0,138 0,122
35 0,01761 0,02671 0,126 0,127 0,122
40 0,01738 0,02614 0,122 0,122 0,122
45 0,01714 0,02562 0,121 0,121 0,122
50 0,01690 0,02512 0,121 0,121 0,122
55 0,01664 0,02462 0,122 0,122 0,122
60 0,01639 0,02415 0,123 0,123 0,122
65 0,01612 0,02368 0,124 0,124 0,122
70 0,01687 0,02325 0,125 0,125 0,122
80 0,01535 0,02239 0,127 0,127 0,122
SSR 0,0604



TABLA 6.10

Experimento C.4

PARAMETROS CINETICOS

rmax = 0,0110 Kee = 00,0740 Koz = 0,0000675 ki.a/ke = 7,6500

min [aGl, M [BG], M Oxigeno Lect-Calc Lect-Exp
0 0,01299 0,02201 1,000 1,000 1,000
5 0,01297 0,02140 0,759 0,766 0,745
10 0,01291 0,02085 0,568 0,574 0,582
15 0,01282 0,02031 0,417 0,422 0,429
20 0,01271 0,01982 0,313 0,316 0,316
25 0,01258 0,01936 0,241 0,243 0,235
30 0,01243 0,01891 0,194 0,196 0,194
35 0,01228 0,01849 0,169 0,170 0,163
40 0,01210 0,01808 0,165 0,155 0,143
45 0,01193 0,01770 0,149 0,149 0,143
50 0,01175 0,01734 0,146 0,146 0,143
55 0,01156 0,01698 0,146 0,146 0,143
60 0,01138 0,01664 0,146 0,146 0,143
70 0,01100 0,01598 0,150 0,149 0,143
80 0,01062 0,01537 0,154 0,154 0,143

SSR = 0,0327



TABLA 6.11

Experimento C.5

PARAMETROS CINETICOS

rmax = 0,0109 Keg = 0,0740 Koz = 0,0000675 ki.a/ke = 7,6500
t, min [aG], M [BG], M Oxigeno Lect-Calc Lect-Exp
0 0,00742 0,01258 1,000 1,000 1,000
5 0,00741 0,01220 0,840 0,845 0,776
10 0,00738 0,01186 0,711 0,715 0,684
15 0,00732 0,01154 0,603 0,606 0,592
20 0,00725 0,01124 0,521 0,523 0,500
25 0,00718 0,01097 0,456 0,458 0,439
30 0,00708 0,01070 0,404 0,406 0,439
35 0,00699 0,01046 0,367 0,368 0,347
40 0,00689 0,01022 0,338 0,339 0,316
45 0,00678 0,01000 0,318 0,318 0,296
50 0,00668 (0,00979 0,304 0,304 0,286
55 0,00657 0,00958 0,294 0,294 0,286
60 0,00646 0,00938 0,288 0,289 0,286
70 0,00624 0,00900 0,285 0,285 0,286
80 0,00601 0,00864 0,288 0,288 0,286

SSR = 0,0461



TABLA 6.12

Experimento C.6

PARAMETROS CINETICOS
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= 0,0100 Ksc = 0,0740 Koz = 0,0000675 a/ke

min [aG]l, M [BG], M Oxigeno Lect-Calc Lect-Exp
0 0,00557 0,00943 1,000 1,000 1,000
5 0,00556 0,00917 0,883 0,887 0,878
10 0,00553 0,00892 0,787 0,790 0,816
15 0,00549 0,00869 0,706 0,709 0,755
20 0,00545 0,00848 0,644 0,646 6,704
25 0,00539 0,00829 0,593 0,595 0,653
30 0,00533 0,00809 0,552 0,553 0,602
35 0,00526 0,00792 0,520 0,521 0,551
40 0,00518 0,00775 0,495 0,496 0,520
45 0,00511 0,00759 0,476 0,477 0,490
50 0,00504 0,00744 0,462 0,463 0,469
55 0,00496 0,00729 0,452 0,452 0,459
60 0,00488 0,00715 0,445 0,445 0,449
65 0,00480 0,00701 0,441 0,441 0,449
70 0,00472 0,00687 0,439 0,439 0,439
80 0,00456 0,00661 0,439 0,439 0,439
SSR = 0,0362



TABLA 6.13

Experimento C.7

PARAMETROS CINETICOS

rmax = 0,0101 Keg = 0,0740 Koz = 0,0000675 ki.a/ke = 7,6500
t, min {aG}, M [BG], M Oxigeno Lect-Calc Lect-Exp
0 0,00371 0,00629 1,000 1,000 1,000
5 0,00371 0,00610 0,917 0,919 0,898
10 0,00369 0,005693 0,848 0,851 0,847
16 0,00366 0,00577 0,791 0,792 0,796
20 0,00363 0,00563 0,746 0,747 0,755
25 0,00359 0,00550 0,709 0,710 0,714
30 0,003564 0,005637 0,679 0,680 0,684
35 0,00350 (0,00525 0,656 0,656 0,653
40 0,00345 0,00513 0,637 0,638 0,633
45 0,00340 0,00502 0,623 0,624 0,612
50 0,00334 0,00492 0,613 0,613 0,602
55 0,00329 0,00481 0,606 0,605 0,592
60 0,00324 0,00472 0,600 0,600 0,592
70 0,00313 0,00453 0,595 0,595 0,592
80 0,00302 0,00436 0,595 0,595 0,592

SSR = 0,0108



TABLA 6.14

Experimento C.8

PARAMETROS CINETICOS

rmax = 0,0104 Kee = 0,0740 Koz = 0,0000675 ki.a/ke = 7,6500
t, min [aG], M [BG], M Oxigeno Lect-Calic Lect-Exp
0 0,00186 0,00314 1,000 1,000 1,000
5 0,00185 0,00305 0,955 0,956 0,980
10 0,00184 0,00295 0,918 0,919 0,949
156 0,00183 0,00287 0,887 0,888 0,918
20 0,00181 0,00279 0,863 0,864 0,908
25 0,00179 0,00272 0,843 07844 0,898
30 0,00177 O,Q0265 0,827 0,828 0,898
35 0,00174 0,00259 0,815 0,815 0,888
40 0,00171 0,00253 0,805 0,805 0,888
45 0,00169 0,00247 0,798 0,798 0,878
50 0,00166 0,00242 0,792 0,792 0,878
55 0,00163 0,00236 0,788 0,788 0,878
60 0,00160 0,00231 0,786 0,786 0,878

SSR = 0,0704
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TABLA 6.15

_EXp 'max Error, %
c.1 0,0099 4,46
Cc.2 00,0100 2,23
C.3 00,0106 6,04
C.4 0,0110 3,27
C.5 00,0109 4,61
C.6 0,0100 3,62
C.7 00,0101 1,08

6.1.4. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

E1 estudio de la influencia de 1a temperatura se realizé en
la serie de experimentos E, cuatro experimentos para cada una de
las temperaturas, 30, 35, 40, 45 y 50 °C. En estos experimentos
se modificé la concentracién de glucosa-oxidasa en presencia de
catalasa, para los valores 0,0500, 0,0250 y 0,0125 g/L; en cada
temperatura se realizé también un experimento con 0,0250 g/L de
glucosa-oxidasa en ausencia de catalasa y afiadiendo KCN en
concentracién 1 mM, para estar seguros de la inhibicién completa
de la descomposicion del perédxido de hidrégeno.

Como se observa en los resultados indicados en l1a parte 4 de
esta Memoria, los experimentos con 00,0250 g/L de glucosa-oxidasa
y 1 mM de KCN coinciden practicamente con 1los de 0,0500 g/L de
glucosa-oxidasa y 0,075 g/L de catalasa, lo que indica que siguen
manteniéndose las ecuaciones estequiométricas ya establecidas
para la reaccidén en presencia y ausencia de catalasa.

Dado que en el andlisis de la influencia de la temperatura

s61o se ha variado Ta concentracién de gliucosa-oxidasa y que en
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todos los casos Ta concentracidén inicial de glucosa fue 0,1 M, de
acuerdo con los resultados ya establecidos a 25 °C debera ser

aplicable la ecuacioén [6.4]
y = ki + k2 (1/[02]+)
que para la temperatura indicada resulté ser
y = 204 + 0,0626 (1/[02]i)

Con objeto de comprobar esta hip6tesis se calcularon para
estds experimentos los resultados indicados en l1a tabla 6.16.

Estos resultados se representan en la forma que sugiere la
ecuacién [6.4] en 1a figura 6.6.

Se observa en esta figura que l1os resultados se desvian
considerablemente de la ecuacién [6.4], sobre todo en 1oé puntos
correspondientes a 1la menor concentracién de glucosa-oxidasa y
tanto mas cuanto mayor es la temperatura. Este resultado parece
indicar que se produce desnaturalizacién térmica de la enzima, de
la glucosa-oxidasa no de la catalasa, ya que el comentario indi-
cado anteriormente de resultados préacticamente iguales entre el
19 ¥y el 20 experimento de cada temperatura se mantiene en todo
el intervalo investigado.

Con objeto de comprobar esta hip6tesis se realizaron los
experimentos de desnaturalizacién térmica indicados en 1la tabla
4.47, que se representan en la figura 6.7.

Estos resultados indican que a este nivel de temperatura se
produce una desnaturalizacién térmica apreciable que parece ajus-
tarse a una cinética de orden cero ya que los puntos experimenta-

les de cada wuna de las cuatro temperaturas se alinean bien en
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TABLA 6.16

Infiuencia de l1a temperatura

Exp T, ¢ [02]i, M kr.a, min-! Ce y 1/[02]e 104
E.1 30 0,000911 0,042 0,133 754 0,8256
E.3 30 0,000911 0,042 0,265 445 00,4144
E.4 30 0,000911 0,042 0,582 3931 0, 1887
E.D5 35 0,000835 0,047 0,163 761 0,7343
E.7 35 0,000835 0,047 0,357 495 00,3353
E.8 35 0,000835 0,047 0,694 520 00,1726
E.9 40 0,000777 0,052 0,204 778 0,6311
E.11 40 0,000777 0,052 0,408 523 0,3156'
E.12 40 0,000777 0,052 0,806 798 0, 1597
E.13 45 0,000721 0,068 0,255 802 0,5437
E.15 45 0,000721 0,058 0,510 610 00,2718
E.16 45 0,000721 0,058 0,786 698 00,1764
E.17 50 0,000669 0,065 0,336 866 0,4447
E.19 50 0,000669 0,065 0,582 1704 0,2524
E.20 50 0,000669 0,065 0,786 671 0,1901

rectas al representar la actividad relativa frente al tiempo, si
bien estas rectas no tienen una ordenada en el origen uno
probablemente debido a la dificuitad de establecer con precisién
el tiempo cero, que aumenta al hacerlo la temperatura de trabajo.

Por regresién lineal de estos resultados se obtienen los
valores de 1la constante cinética de orden cero que se indican en
la tabla 6.17, y que se representan en la figura 6.8 de 1la forma
que sugiere la ecuacidén de Arrenhius, obteniendose la siguiente

expresién en funciétn de Ta temperatura absoluta
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kao = 3,18 10'6 exp[-118980/(R.T)}, g/(L.min) [6.35]

re = 0,993

con R expresado en J/mol

TABLA 6.17

Valores de kdo

T, °C kdo, g/(L.min) ra
62 0,00866 0,990
64 0,01063 0,989
66 0,01454 0,993
68 0,01800 0,992

Este resultado difiere apreciablemente del obtenido por
Malikkides y Weiland (1982), que estudian también l1a desnaturali-
~zacidén térmica de la glucosa-oxidasa a pH = 5,5 y en el intervalo
de 61 a 69 °C. Los resultados de estos autores se ajustan a una

cinética de primer orden con una constante cinética dada por:

ka1 = 2,547 1030 exp[-333545/(R.T)], min-1 [6.36]

con una energia de activacién aparente anormalmente alta para un
proceso de este tipo.

La ecuacién [6.35] permite explicar los resultados obtenidos
en el estudio de la influencia de la temperatura ya que al ser la
desnaturalizacién de orden cero su influencia se hara mas
importante cuanto menor sea la concentracién 1inicial de glucosa-
oxidasa como se observa cualitativamente en 1la figura 6.6 y

ademas los valores de kdo obtenidos mediante 1a ecuacidn [6.35]
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para las temperaturas estudiadas que se indican en la tabla 6.18,

TABLA 6.18

Valores de kdo

T, °C kdo, g/(L.min)
25 0,000042

30 0,000093

35 0,000201

40 0,000423
45 0,000868

50 0,001744

permiten comprobar que para un tiempo de 30 minutos, que es 1o
que aproximadamente se tarda en alcanzar el estado estacionario a
la temperatura de 40 °C, la glucosa-oxidasa desnaturalizada se-

ria:

[GOldesnaturalizada = 0,000423.30 = 0,01269 ‘ (6.371

es decir, que en el Gltimo experimento de esta temperatura se
habria desnaturalizado toda la enzima inicialmente puesta. Por el
contrario la ecuacién de Malikkides y Weiland indica que a 50 °C
s6lo se pierde un 3 % de actividad en 2 horas.

Por esta razén se recalcularon los valores de y, en la forma

gue indica la expresidn siguiente

y [GO] - Kdo te

2 kir.a ([02]i - [02]e) [6.38]

para tener en cuenta la desnaturalizacién térmica de 1a glucosa-
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oxidasa. Los resultados se indican en la tabla 6.19.

TABLA 6.19
Exp Ce y 1/{02]e 10-4
E.1 40 698 0,8256
E.3 45 370 0,4144
E.4 55 231 0,1887
E.5 35 654 0,7343
E.7 40 335 00,3353
E.8 45 148 0,1725
E.9 20 646 00,6311
E.11 20~-25 324 00,3156
E.12 40 - 0,1597

No se indica en esta tabla los resultados correspondientes a
45 y 50 °C por que salvo el primer experimento de estas temperaty
ras, en 1los restantes 1a glucosa-oxidasa se ha desnaturalizado
por completo en el momento de alcanzar el estado estacionario
como sugieren 1los propios resultados primarios indicados en 1a
parte 4 de esta Memoria.

En la figura 6.9 se representan los valores de y' frente a
1/[02]e de acuerdo con 1la ecuacién [6.4], también se indica en
esta figura, como referencia, la linea correspondiente a 25 °C,
ecuacién [6.6] (a esta temperatura, 25 °C, la desnaturalizacién
de la glucosa-oxidasa era inferior al 10 % en todos los experimen
tos).

Los valores de y’ en esta figura parecen ajustarse a la ecua

cién [6.4], obteniéndose los siguientes resultados
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T = 30 oC y'’ = 80,1 + 0,0741 (1/[02]e)

r2 = 0,996

T = 35 oC y’ = 14,0 + 0,0882 (1/[02]e)
rz = 0,992

T = 40 ©oC y' = 1,90 + 0,1021 (1/[0z21e)

Resumiéndose los valores de ki y k2 en funcién de la

temperatura en la tabla 6.20.

TABLA 6.20

Genzima.min genzima.min

[¢]

T, °oC ki, v~ k2, 3
25 204 00,0626
30 80,1 0,0741
35 14,0 00,0882
40 1,90 0,1021

Aungue de acuerdo con 1la ecuaciédn [6.22] estos parametros

cinéticos vienen dados por

1 Ka 1
= + 6.39
ki rmax rmax 0,10 ( ]
ke = Koz + ki .a Ksag [02 1 [6.40]
max ke max

y es posible que no se ajusten a la ecuacién de Arrenhius, se han
representado en 1la forma que sugiere esta Gltima en la figura
6.10.

En esta se observa que si bien los valores de kz parecen
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ajustarse bien a la ecuacién de Arrenhius, ho ocurre asi con los
de ki1, gque no es de extrafar dado que estos parametros son
combinaciones por sumas de constantes cinéticas y concentraciones
de reactivos que permanecen practicamente constantes a cada
temperatura.

Las ecuaciones obtenidas en funcién de 1la temperatura

absoluta mediante l1a ecuacién de Arrenhius son las siguientes

ki = 4,63 10-41' exp (29354/T7), (9enzima.min)/mol
rz = 0,972

kz = 1827 exp(~3064/T), (genzima.min)/L

rz = 0,999

6.2. OXIDACION DE ALANINA CON OXIGENO MOLECULAR EN PRESENCIA DE

D-AMINOACIDO-OXIDASA

Los experimentos realizados con este sistema, serie F,
tenian 1la finalidad de comprobar que la velocidad de la reaccién

enzimatica que tiene lugar:

CHs —CH-coon 2=@Mminodcido-oxidasa, ... oo cooH + NHs  [6.41]

l

NH2

permite su aplicacién para el estudio de la transferencia de
oxigeno en sistemas bioldgicos.

Por esta razdén, Unicamente se ha investigado la influencia
de las concentraciones de enzima y de sustrato en las condiciones

6ptimas para la actuacién de la enzima.
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T = 39 °C pH = 7,3

con la misma concentracidén de catalasa determinada en el sistema
anterior, grado de agitaciéon de 1a fase 1liquida constante y
oxigeno puro saturado con respecto de la fase liquida como fase
gaseosa.

Los experimentos de absorcién fisica de oxigeno en las
mismas condiciones fluidodinamicas, comentadas en la parte 3 de
esta Memoria, han permitido determinar el coeficiente volumétrico

de transferencia de oxigeno en las condiciones de operacién:

ki.a = 0,128 min~!
y a partir de los datos primarios de los experimentos realizados
con este sistema se obtienen los resultados que se indican en la

tabla 6.21, para el estado estacionario.

TABLA 6.21

Resultados de los experimentos de la serie F

Exp [ALA], M [AO0], 9/L [02]i, M Ce

F.1 0,100 0,250 0,000875 0,816
F.2 0,100 0,500 0,000875 0,643
F.3 0,100 1,000 0,000875 0,330
F.4 0,190 1,500 0,000875 0,153
F.b5 O,éOO 1,000 0,000856 0,210
F.6 0,050 1,000 0,000884 0,560

Puesto que el mecanismo de actuacién de la D-aminoacido-

oxidasa es semejante al de la glucosa-oxidasa se utilizdé para
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interpretar estos resultados la ecuacioéon:

1 rmax [AOQ]
ki . 0z2]1:-[0O = = 6.42
Lealloadi-l021e) = 5 === AT + Koz /007 1s t !
que puede reordenarse en ia forma:
[AO] _ 1 . Kaca 1 + Koz 1 [6.43]

2 ku.a([02]i-[02]e)  rmax rmax LALA] rmax [02]Je

Los datos primarios de estos experimentos indican que en las
condiciones utilizadas la velocidad de reacci6én es algo inferior
a la del sistema anterior, por 1o que l1a variacién de la concen-
tracién de sustrato al alcanzarse el estado estacionario sera
despreciable en todos los casos y para los experimentos F.1 a F.4

Ta ecuacidn [6.43] puede expresarse en la forma:

[AO] 1
= = + K 6.44
Y = T ki.a(fozli-[0z1s) - © ? Toz 1e L ]
siendo
1 KaLa Ko 2
= + ; = .
ki 'max [ ! 0,10 ] ’ ka max [6 451

Para comprobar la ecuaciétn [6.44] se han calculado los valo-
res indicados en la tabla 6.22, que se representan en la figura
6.11, en la que se observa que se ajustan bien a {6.44] y por

regresion lineal de 1os mismos se obtiene:

y = 5672 + 0,298 (1/[02]e) [6.46]
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re = 0,998

TABLA 6.22
Exp Yy, (genzima.min)/mol 1/[021e, M1
F.1 6066 1401
F.2 6253 1777
F.3 6663 3463
F.4 7906 7470

Mediante [6.46] pueden interpretarse 1os experimentos F.3,

F.5 y F.6, reordenando [6.43] en l1a forma:

1 _ 1 + Kava 1
[0z ]e " rmax rmax L[ALAI]

y - 0,298 [6.47]

para lo que se calculan 1los resultados indicados enh 1a tabla

‘6.23, que se representan en la figura 6.12.

TABLA 6.23
Exp y - 0,298 (1/[021]e) 1/[ALA]
F.3 5631 10
F.5 4119 5
F.6 9441 20

y se observa que también se ajustan a la ecuacibén [6.47]. Por

regresiéon lineal, se obtiene:

y — 0,298 1 = 2214 + 358,5 [{6.48]

[O2]e [ALA]
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Comparando esta Gltima ecuacién con [6.43] se obtiene:

mol
genzima.min

0,000452

'max

[6.49]

Kata 6,175 M

Koz = 0,000135 M

Si bien, el valor de KaLa corresponde al sustrato utilizado

que ha sido DL-Alanina por 1o que Ko-arLa seria mas pequefio.
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7. CONCLUSIONES






Como consecuencia de la presente investigacién se ha 1legado

a las siguientes conclusiones:

1.- La utilizacién de un tanque agitado con superficie inter
facial plana para llevar a cabo una reaccién de oxidacién con 02
molecular, catalizada por una enzima, permite el estudio cinético
de la misma en l1os dos sistemas utilizados en esta investigacioén,
ya que se alcanza un estado cuasi-estacionario en tiempos infe-
riores a una hora, eliminando la influencia del retraso del elec-
trodo de 02 utilizado para l1a medida de la concentracién de este.
La posibilidad de variar el coeficiente volumétrico de transfe-
rencia de materia, ku.a, fundamentalmente a través de a, permite

~adaptarse a oxidaciones de muy diferente velocidad.

2.- En el estudio de la oxidacién de glucosa con oxigeno mo-
lecular en presencia de glucosa-oxidasa se ha encontrado que una
concentracién de catalasa de 0,0075 g/L es suficiente para des-
componer, de forma instantdnea, el peréxido de hidrégeno formado,
y que la presencia de esta ultima enzima Unicamente afecta a la

estequiometria de 1a reaccién global que tiene lugar. que es

Glucosa + 02 —— 3 Acido glucédnico + H20:2

en ausencia de catalasa, y

Glucosa + 1/2 02 —————3 Acido glucénico
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en presencia de esta enzima.

3.- La intepretacidén de los experimentos de oxidacién de glu
cosa con 0Oz molecular en presencia de glucosa-oxidasa, utilizando

el mecanismo usualmente admitido en la Bibliografia

K K
Eo + BG 2} EL  VEr + L

K
Er + O2 —4 EP d } Eo + H202

que conduce a la ecuacién cinética

ma x [GO]
1 + Kea/[BG] + Ko2/[02]

(-rec)

permite explicar Ta influencia de la concentracidn de sustrato y
enxima, obteniéndose 10s siguientes valores de los pardmetros ci-

‘néticos para 25 °C y pH = 5,55

mol
Qenzima.min

rmax = 00,0145

Ksee = 0,120 M

Koz = 0,000907 M

que son del mismo orden, aunque algo superiores, a los valores

encontrados en 1a Bibliografia.

4.- Sin embargo, el modelo anterior no permite explicar la
influencia de 1a composicién de la fase gaseosa y los resultados
obtenidos en estos experimentos, dada la gran influencia de 1la

concentracién de 0Oz en la interfase, sugieren la existencia de un

- 270 -



mecanismo directo de absorcién de 0z desde la fase gaseosa por
las moléculas de enzima adsorbidas en la interfase, mecanismo que
ha sido frecuentemente seRalado para explicar la cinética de pro-

cesos de fermentacion aerobios.

5.~ Para explicar estos resultados se ha desarrollado un mo-
delo con absorcidn directa en 1a interfase en la parte 5 de esta
Memoria, suponiendo diferentes expresiones para el flujo de
absorcién directo, Nda.a, en funcién de las condiciones de opera-

cién. Asi mediante la expresioén

Na.a = ki.a [Er] [02]: [BG]

se ha podido explicar 1a infiluencia de la concentracién de la

fase gaseosa.

6.- Utilizando este mecanismo se ha desarrollado un modelo
matematico que permite la simulacidén de los resultados experimen-—
tales obtenidos, teniendo en cuenta la cinética de mutarrotacién
y el retraso del electrodo. Este modelo reproduce aceptablemente
los resultados experimentales, 1o que confirma la validez de los
parametros cinéticos obtenidos y del mecanismo directo, puesto de
manifiesto por 1los experimentos, variando la composicién de la

fase gaseosa.

7.- E1 estudio de la influencia de 1a temperatura sobre la
cinética de la reaccién enzimatica considerada, pone de manifies-
to que se produce una desnaturalizaciodn térmica apreciable de 1a
glucosa-oxidasa en el 1intervalo de 30 a 50 °C, aunque no de 1la

catalasa.
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8.- Dado que l1a conclusién establecida anteriormente difiere
apreciablemente de los resultados obtenidos por Malikkides y Wei-
tand (1982), se ha realizado un estudio independiente de la desna
turalizacién térmica de la glucosa-oxidasa, utilizando una modi-
ficacién del método propuesto por Pifferi y col. (1981), para la
medida de la actividad enzimatica de la glucosa-oxidasa en unida-
des internacionales, que se propone en la parte 3 de esta Memo-

ria.

9.- La desnaturalizacidén térmica de 1a glucosa-oxidasa se ha

ajustado a una cinética de orden cero con
kao = 3,18 1076 exp[-118980/(R.T)], g/(L.min)

que permite explicar los resultados obtenidos en el estudio de 1la
influencia de la temperatura sobre la oxidacién de la glucosa con

02 molecular en presencia de glucosa-oxidasa y catalasa.

10.- En el estudio de la oxidacién de alanina con oxigeno mo
lecular en presencia de D-aminocdcido-oxidasa y catalasa, en el
que unicamente se ha estudiado 1a influencia de la concentracién
de sustrato y enzima, los resultados se ajustan al modelo indica-
do en 1la conclusidén 3, con los siguientes valores de l1os parame-

tros cinéticos para 39 °C y pH = 7,3

mo
genzima.min

max

0,000452

6,175 M

KaLa

Koz = 0,000135 M
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8. ANEXOS






ANEXO 1

CALIBRADO DE LOS ROTAMETROS

E1 calibrado de 1los rotametros de oxigeno y nitrégeno se
realizé atemperatura ambiente, utilizandose para el mismo un
contador de gases de burbuja. Los resultados obtenidos se recogen
en las tablas A.1 y A.2, y se han representado en las figuras A.1
y A.2, representando L' la lectura de los rotédmetros. También se
debe indicar que el valor de tiempo tabulado, t, corresponde al

valor medio de al menos cinco determinaciones.

TABLA A.1

Calibrado del rotametro de nitrégeno

Lectura t, s vV, cm3 Q 103, md/h
10 47,5 121 9,15
20 23,17 121 18,33
26 18,7 121 23,23
30 16,0 121 27,15
34 13,9 121 31,26
40 11,6 121 37,45
46 9,7 121 44,79
50 8,8 121 49,37
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TABLA A.2

Calibrado del rotametro de oxigeno

Lectura t, s vV, cmd Q 103, m3/h
100 124,9 121 3,42
150 74,3 121 5,74
200 53,5 121 7,98
250 41,7 121 10,42
300 33,5 121 12,97
350 34,0 1561 15,561
400 29,1 151 18,28
450 25,6 151 21,21
500 22,1 151 23,171
550 19,3 161 26,06
600 18,2 151 28,88
650 17,2 151 31,58
700 15,6 1561 34,81
750 14,1 1561 38,51
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ANEXO 11

SIMULACION DE LA OXIDACION DE GLUCOSA CON OXIGENO MOLECULAR
CATALIZADA POR GLUCOSA-OXIDASA Y CATALASA

Para la simulacién de 1los experimentos realizados con este

sistema se partié de Tas ecuaciones [5.30]:

dlaG]

9t = =~ (ras) [I1.1]
JAIBEL - (rae) - (-ree) [II.2]
—d;[,%”— = Noz.a - (-roz) [II.3]
Go = ker ([021/[0215 - ©) [1I.4]

y su condicién inicial [5.31]:
t=0 [aG]l=[aGle ; [BGI=[RGJe ; [02]=[02]i ; c=1 [11.5]

donde

(raB) = 4,956 1019 exp[— §$ﬁ§] {aG] - [BG] [1II.6]

. X 162,8
1,0146 exp -

las expresiones de (-ras) y (-roz) corresponderian a 1las
indicadas en 1a tabla 5.3 segun el modelo cinético y mecanismo

utilizados, asi para el modelo de abso‘}:w - t
Aiverer

P
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mecanismo 1:

_ _ max [GO] B

(-ree) = T Kea/IBG] + Koz/[0z] [1L.7]

(-roz) = 1/2 (-rac) [11.8]
y el flujo volumétrico

Noz.a = ko.a ([02]+ - [021) [II.9]

Finalmente los valores iniciales de las dos forma de glucosa

serian:

[aGle = [Glo [BGle = [Glo -~ [aGle [I1.10]
1+ 1,014 oxp| 12222

con 1o que el sistema de ecuaciones [II.1] a [II.5] queda:

E%%El = —-4,956 10190 exp[— ﬁéﬁg] [aG] LBG] [II.11]
1,0146 exp[légig]
T
ngG] = 4,956 1010 exp[— 8149] [aG] - [6G] :
1,0146 exp[légig]
T
[11.12]

max [GO]
1 + Kse/[BG] + Ko2/[02]




d[O2] _ L 1 rmax [GO] -
TS = kr.a ({0217 [021]) 5 T Kea/[BG] * Koo /[07] [II.13]
dc _ [0z2] _

adt = Ke1 [—[—02—]1_ C] [II.14]

t = 0; [aG] = [Glo ;

1 + 1,0146 exp[légig]

T

[I1.15]

1,0146 exp[15$’8][G]o
[BG] = ; [02] = [0235i; ¢
1 + 1,0146 exp[15£'8]

"
—

T

Este sistema debe ponerse en forma adimensional, para dar
mayor generalidad a los resultados y facilitar la convergencia de
los métodos numéricos necesarios para su resolucién, mediante los

siguientes cambios de variables:

0 = kL.a t; a = [QG]; b = [8G] c = [O2]

[Glo’ © ~ T021: (1I.16]

Sustituyendo las ecuaciones [II.16] en el sistema [II.11] a

[I1.15]:
4,956 1010 exp[— 8449
da T b
-_— = = a - [II.17]
de ke .a 152.8
1,0146 exp[———LJ
T
L. .




4,956 1010 exp[— §$ﬂ§]
de Kt .a _ _ 1528
1,0146 exp
=
[II.18]
_ Imax [GO]l/(ku.a [G]o)
1 Kea + Koz
[G]Jo b [02]: cL
deu _ \ - oL - 1 rmax [GOl/(kL.a [0217i) [II.19]
de 2 1+ Ksa + Ko 2
[Glo b [02]i cL
dc ke 1
- = - .20
de [kL.a] (e - ¢) [11.20]
6 = 0; a-= ! s
1 + 1,0146 exp[lgéig}
[I1.21]
1,0146 exp[15$’8]
b = ; oL =1; ¢ =1

1 + 1,0146 exp[15$’8]

Sistema que puede integrarse numéricamente mediante el méto-
do de Runge—-Kutta de 49 orden, para 1o cual se ha preparado el

programa, escrito en PASCAL, que se indica a continuacién:
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PROGRAM SIMULATION_ABSORCION_ENZIMATICA;
USES CRT,PRINTER;

TYPE

PALABRA=STRING[3];
FICHERO=STRING[12];
VECTORO=ARRAY [1..3] OF REAL;
VECTOR1=ARRAY [1..50] OF REAL;

VAR

NEX:PALABRA;

NOMBRE_FICHERO:FICHERO;

N,I,IMP:BYTE;

SSR,TEMP,k1a, kel, rmax, KBG,KOX,KIa,GO,CT,GI,OXI,CI,TF,BE,CE:REAL;
AES,BES,CES,DES:VECTORO;

TIEMPO,VA,VB,VC,VD,VDEXP:VECTOR1;

DATOS: TEXT;

PROCEDURE LEER_DATOS
(NOMBRE_FICHERO:FICHERO; VAR NEX:PALABRA;VAR TEMP,GO,CT,GI,OXI,CI,
CE:REAL;VAR N:BYTE;VAR TIEMPO,VDEXP:VECTOR1);
BEGIN
ASSIGN(DATOS,NOMBRE_FICHERO);
RESET(DATOS);
READLN(DATOS,NEX) ;
READCN(DATOS,TEMP,GO,CT,GI,OXI,CI,CE);
READLN(DATOS,N);
FOR I:=1 TO N DO
READLN(DATOS,TIEMPO[I],VDEXP[I11);
CLOSE(DATOS)
END;



FUNCTION F14(T7,A,B,C,D:REAL):REAL;

BEGIN
F14:=-(4.956E10xEXP(-8449/TEMP)/kla)*x(A-
B/(1.0146%EXP(152.8/TEMP)))

END;

FUNCTION F24(T,A,B,C,D:REAL):REAL;
BEGIN
F24:=-F14(T,A,B,C,D)-
((rmax*GO)/(k1axGI))/(1+KBG/(GI*B)+KOX/(OXI*C))
END;

FUNCTION F34(T,A,B,C,D:REAL):REAL;

BEGIN
F34:=1~-C-((rmaxxGO/(k1ax0OXI))/(1+KBG/(GI*B)+KOX/(OXI*C))/CT

END;

 FUNCTION F44(T,A,B,C,D:REAL):REAL;
BEGIN

F44:=(kel/kla)x(C-D)
END;

FUNCTION DIVERGE(VALOR,MAXIMO,MINIMO:REAL):BOOLEAN;
BEGIN
IF (VALOR>MAXIMO) OR (VALORKMINIMO) THEN DIVERGE:=TRUE
ELSE DIVERGE:=FALSE
END;

PROCEDURE RK44_ETAPA(DT:REAL;VAR TV,AV,BV,CV,DV:REAL);
VAR

T,A,8,C,D,LAOQ,LAT1,LA2,LA3,LBO,LB1,LB2,LB3,LCO,LC1,LC2,LCS,
LDO,LD1,LD3:REAL;
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BEGIN
T:=TV;A:=AV;B:=BV;C:=CV;D:=DV;
LAO:=DT*F14(T,A,B,C,D);LBO:=DT*F24(T,A,B,C,D);
LCO:=DT*F34(T7,A,B,C,D);LDO:=DT*F44(T,A,B,C,D);
T:=TV+DT/2;A:=AV+LAO/2;B:=BV+LB0/2;C:=CV+LC0/2;D:=DV+LD0O/2;
LA1:=DT*F14(T7,A,B,C,D);LB1:=DT*xF24(T,A,B,C,D);
LC1:=DT*F34(T,A,B,C,D);LD1:=DT*xF44(T,A,B,C,D);
T:=TV+DT/2;A:=AV+LA1/2;B:=BV+LB1/2;C:=CV+LC1/2;D:=DV+LD1/2;
LA2:=DT*F14(T,A,B,C,D);LB2:=DT*F24(T,A,B,C,D);
LC2:=DT*F34(7,A,B,C,D);LD2:=DT*F44(T,A,B,C,D);
T:=TV4DT;A:=AV+LAZ;B:=BV+LB2;C:=CV+LC2Z;D:=DV+LD2Z;
LA3:=DT*F14(T,A,B,C,D);LB3:=DT*F24(T,A,B,C,D);
LC3:=DT*F34(T7,A,B,C,D);LD3:=DT*xF44(T,A,B,C,D);
TV:=TV+DT; B
AV:=AV+(LAO+2xLA1+2XLAZ2+LA3)/6;
BV:=BV+(LBO+2xLB1+2%LB2+LB3)/6;
CV:=CV+(LCO+2xLC1+2%xLC2+LC3)/6;
DV:=DV+(LDO+2xLD1+2%xLD2+LD3)/6;

END;

PROCEDURE ALMACEN4(DT,T,A,B,C,D:REAL;TIEMPO:VECTOR1;
VAR VA,VB,VC,VD:VECTOR1;VAR ND:BYTE);
BEGIN
IF (T<=TIEMPO[ND]) AND (T+DT>TIEMPO[LND]) THEN
BEGIN
VA[ND]:=A;VB[ND]:=B;VC[ND]:=C;VDIND]:=D;
ND:=ND+1
END
END;

PROCEDURE RUNGEKUTTA44(TF:REAL;AES,BES,CES,DES:VECTORO; TIEMPO:
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VECTOR1; VAR VA,VB,VC,VD:VECTOR1);
CONST
P=0.01;
VAR
INDICE1,INDICEZ,BOOLEAN;
ND:BYTE;
oT1T,7,A,8,C,D,AF,BF,CF,DF,EA,EB,EC,ED:REAL;
BEGIN
DT:=0.1;INDICE1:=FALSE; INDICEZ:=FALSE;
WHILE INDICEZ=FALSE DO
BEGIN
ND:=1;T:=0.;A:=AES[1];B:=BES[1];C:=CES[1];D:=DES[1];
WHILE T<TF DO
BEGIN
RK44_ETAPA(DT,T,A,B,C,D);
IF INDICE1=FALSE THEN
BEGIN
IF DIVERGE(A,AES[2],AES[3]) OR
DIVERGE(B,BES{2],BES[3]) OR
DIVERGE(C,CES[2],CES[3]) OR
DIVERGE(D,DES[2],DES[3]) THEN
BEGIN
DT:=DT/2;T=0.;A:=AES[1];B:=BES[1];C:=CES[1];D:=DES[1]
END
END
ELSE
BEGIN
ALMACEN4(DT,T,A,8,C,D,TIEMPO,VA,VB,VC,VD,ND);
END
END;



IF INDICE1=TRUE THEN

BEGIN
EA:=ABS((AF-A)/AF);EB:=ABS((BF-B)/BF);
EC:=ABS((CF-C)/CF);ED:=ABS((DF-D)/DF);
AF :=A;BF:=B;CF:=C;DF:=D;
IF (EA<KP) AND (EB<P) AND (EC<P) AND (ED<P)
THEN INDICEZ:=TRUE ELSE DT:=DT/2

END

ELSE

BEGIN
INDICE1:=TRUE;AF:=A;BF:=B;CF:=C;DF:=D;
DT:=DT/2

END

END
END;

BEGIN
IMP:=0;K7a:=0.033;kel1:=3;
WRITELN(’FICHERO DE DATOS, rmax,BE’);
READLN(NOMBRE_FICHERO, rmax,BE);
LEER_DATOS (NOMBRE_FICHERO,NEX, TEMP,GO,CT,GI,OXI,CI,CE,N, TIEMPO,
VDEXP);
KOX:=0.00675%rmax;
KBG:=(GO/(CTxk1a*xOXIx*x(1-CE))-0.00675/(0OXI*CE)~55.65/CE-
1/rmax ) *BEXGI*rmax;
Kla:=55.65xrmax/KBG;
AES[1]:=1./(1.+1.0146%xEXP(152.8/TEMP) );AES[2]:=AES[1];
AES[3]:=0.;
BES[{1]:=1.-AES[1];BES[2]:=BES[1];BES[3]:=0.;
CES[1]:=CI;CES[2]:=CES[1];CES[3]:=0.;

DES[1]:=CI;DES[2]:=DES[1];DES[3]:=0.;
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TF:=TIEMPO[N]*Kla;
FOR I:=1 TO N DO
BEGIN
TIEMPO[I]:=TIEMPO[I]lxkla;
END;
RUNGEKUTTA44(TF,AES,BES,CES,DES,TIEMPC,VA,VB,VC,VD);
CLRSCR;
WRITELN(’ EXPERIMENTO ’,NEX);
WRITELN(’ PARAMETROS CINETICOS:’);
WRITELN(’ rmax=’,rmax:6:4,’ KBG=',KBG:6:4,’ KOX=’,KOX:9:7,
' Kla=',Kla:6:4);

WRITELN(’ TIEMPO ’,” ALFA-GLUCOSA ’,’ BETA-GLUCOSA ’,
’ OXIGENO 7,7 LECTURA-CALC ’,’ LECTURA-EXP ’);
WRITELN(’ 0’,AES(11:14:3,BES{1]:14:3,CES[1]:14:3,

DES[1]1:14:3,CI:14:3);
SSR:=0.;
FOR 1.=1 TO N DO
BEGIN
TIEMPO[I]:=TIEMPO[I]/kla;
WRITELN(TIEMPO[I]:6:0,VA[I]:14:3,VvB[1]:14:3,
VC[1]:14:3,VvD[I]1:14:3,VDEXP[I]1:14:3);
SSR:=SSR+SQRT(SQR((VD[I]-VDEXP[I])/VDEXP[I]1))
END;
WRITELN;
WRITELN(’® SSR =’,(SSR/N):6:4);
WRITELN(’DESEA IMPRIMIR LOS DATOS(1):’);
READLN(IMP);
IF (IMP=1) THEN
BEGIN



WRITELN(LST);

WRITELN(LST);

WRITELN(LST);

WRITELN(LST,’ EXPERIMENTO ’ ,NEX);

WRITELN(LST);

.. WRITELN(LST,’ PARAMETROS CINETICOS:’;

WRITELN(LST);

WRITELN(LST,’ rmax=",rmax:6:4,’ KBG=’,KBG:6:4,’ KOX=’,
KOX:9:7," KIa=’,KIa:6:4);

WRITELN(LST);

WRITELN(LST,’ TIEMPO’,’ ALFA-GLUCOSA’,’ BETA-GLUCOSA’,
’ OXIGENO’,’ LECTURA-CALC’,' LECTURA-EXP ');

WRITELN(LST);

WRITELN(LST,’ 0’,AES[1]:12:3,BES[1]:12:3,CES[1]:12:3,
DES[1]:12:3,C1:12:3);

WRITELN(LST);

FOR I:=1 TO N DO

BEGIN

WRITELN(LST,TIEMPO[I]:6:0,VA[I]:12:3,vB[I]:12:3,
VC{I]:12:3,vD[I]:12:3,VDEXP[1I]:12:3);
WRITELN(LST)

END;

WRITELN(LST);

WRITE(LST,’ SSR =’,(SSR/N):6:4)

END
END.
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9.

NOMENCLATURA







Las variables que se relacionan a continuacién corresponden

fundamentalmente a los apartados 5 y 6 de esta Memoria.

A - Area interfacial, m?

a - Area interfacial especifica, m1!

Cc - Lectura del electrodo, %

CT - Catalasa

(b} - Difusividad molecular, cm?2/s o m?2/h

Do - Difusividad correspéﬁaiente al agua pura

Du - DifuéiQidad del oxigeno en la membrana, mZ/h

Eo - Forma oxidada de 1a enzima

Er - Forma reducida de 1a enzima

EL - Complejo intermedio formado entre la enzima y la lac-
tona

EP - Complejo intermedio formado entre 1a enzima y el perd

xido de hidrégeno

G - Glucosa

aG - a-glucosa

BG - B-glucosa

GO - Glucosa-oxidasa

Ho - Constante de la ley de Henry, para agua pura,

mm Hg/(mol.L)

Hd - Valor correspondiente a la disolucidn considerada

Ke - Constante de equilibrio de adsorcién, definida en la
ecuacion [5.42]

Ka - Constante definida en 1la ecuacién [5.36]
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Kaa
KM

Ko 2

kL .a

Ke 1

No 2

Noz.a

[02]

{027
[0z ]*

Pt
Poz
-re
-rea

'max

Constante definida en la ecuaci6n [5.16]

Constante de equilibrio de mutarrotacién

Constante definida en 1a ecuacién [5.16]

Parametros cinéticos, con un subindice numero o letra
Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno,
min-1

Constante de tiempo del electrodo, min-1

Coeficiente cinético del mecanismo directo, definido
por la ecuacién [5.43]

Coeficiente cinético del mecanismo directo, definido
por 1a ecuacién [{6.25]

Constante cinética de mutarrotacién, min-!

Lactona

Densidad de flujo volumétrico del mecanismo directo,
mol/(min.m3)

Densidad de flujo de oxigeno a través de la interfa-
se, mol/(min.m2)

Densidad de flujo volumétrico de oxigeno a través de
la interfase, mol/(min.m3)

Concentracién de oxigeno en el seno de la fase liqui-
da, M

Concentracién de oxigeno en la interfase, M
Concentracion de oxigeno de saturacién con respecto
de la fase gaseosa, M

Presién total (atmosférica), mm Hg

Presién parcial de oxigeno, mm Hg

Velocidad de consumo de glucosa, M.mi-1

Velocidad de oxidacién de la B-glucosa, M.min-1
Velocidad maxima de la reaccién enzimatica,

mol/(genzima.min)
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roz - Velocidad de consumo de oxigeno, M.min-1

rap - Velocidad de mutarrotacién, M.min-1

T - Temperatura, °C o K

t - Tiempo, min

v - Volumen de fase liquida, m3

YL - Concentracidn normalizada de oxigeno en 1a fase 1liqui
da

Yp - Respuesta normalizada del electrodo para un experimen

to dinamico de aireacioén
Ye 1 - Respuesta normalizada del electrodo ante un 1impulso
en escalén

Yo2 - Fraccién molar de oxigeno en la fase gaseosa

La concentracién de una sustancia se ha representado ence-
rrando entre corchetes la letra o letras que simbolizan dicha
sustancia. E1 subindice 0 representa condiciones iniciales y el

subindice e condiciones del estado cuasi-estacionario.
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