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En el presente trabajo, se

~adecud un reactor de lecho fijo,

que operando en continuo
Dpermitio estudiar el efecto de la

concentracion de Ca®*, Mg** y .

Co?* sobre la actividad
enzimdtica de glucosa
isomerasa y la distribucion del
tiempo de residencia,
evaluando las condiciones mds
apropiadas para la produccion
de jarabe fructosado mediante
isomerizacion de jarabe
glucosado a partir de almidon
de yuca. Estadisticamente, las
caracteristicas de inbibicion
durante el proceso de
isomerizacion son controladas
cuando las concentraciones de
Ca*', Mg** y Co?** corresponden
a7l 117y 1 ppm,
respectivamente; el tiempo de
residencia fue de 55 min con un
grado de conversion esperado
del 46%. El efecto inbibitorio de
Ca’* es significativo a niveles
superiores a 100 ppm, mientras
que la presencia de Mg** en
niveles mayores a 110 ppm
desempeiia el papel de
activador de glucosa
isomerasa. Por su parte, la
presencia de Co**, para el
intervalo de concentracion
estudiado y contrario a lo
reportado en la literatura, no
ejerce ningiin efecto sobre la
actividad enzimadtica de
8lucosa isomerasa
inmovilizada, cuando se

expone a altas concentraciones’

de Ca**.
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1. Intraduccion

Ia produccxén de Jarabes de
alta fructosa (JAF): por isomeriza-
cién de glucosa en fructosa, ha
sido: la mayor aplicacién indus-
trial de la tecnologia de enzimas
inmovilizadas durante las dos. Gl-

~ timas décadas. En el proceso de

isomerizaciéon se convierte en
fructosa cerca del 45% de jarabe
glucosado que ha- sido obtenido
por hidrélisis enzimatica de almi-

- dén, mediante las'etapas: de- li-

cuefaccién. 'y - sacarificacién {11,
Estos jarabes tienen una amplia

utilizacién  en el ;mercado de-

1

.

doméstico que actualmente es
subvalorado.

En este trabajo se evaluaron
las mejores condiciones para la
produccién de jarabe fructosado
comercial (minimo 42% de fruc-
tosa) mediante isomerizacién, a
partir de jarabes glucosados ob-
tenidos del almidén de yuca,
empleando un catalizador in-
dustrial. Especificamente se eva-
Iué el efecto de la concentracién

5 de Ca®, Mg y Co?* sobre la ac-

edulcorantes- particularmente en. .

la industria de refrescos y bebi-

das reemplazando la sacarosa [2].

5 s R EH /Bq..\n*‘-; et
Estados Umdos 'se considera
como uno de los mayores pro-
ductores de JAF y.Japén ocupa
el segundo lugar; una produc-
cién comercial significativa tam-
bién se presenta en Canadi, Ar-

gentina y Europa [3]. En Colom-

bia, los JAF no estin disponibles

en el mercado, no son importa- -

dos y tampoce son producidos a
escala industrial. Sin embargo,
en los dltimos anos, algunos
centros de investigacion y desa-
rrollo han orientado sus activi-
dades al desarrollo de paquetes
tecnolégicos. que permitan la
produccién de JAF a gran esca-
la. Algunas iniciativas han usado

yuca como fuente de almidén,-
buscando obtener el menor cos-:

to de materia prima y dar valor
agregado a un producto de uso

tividad enzimidtica de glucosa
isomerasa y la distribucién del
tiempo de residencia, durante el
proceso de isomerizacion.

Para el desarrollo experimen-
tal se adecué un reactor de le-
cho fijo en pyrex de 2,5 cm de

- didmetro y 20 cm de altura, su-

mergido en un bano termostata-
do Julabo PC, a una temperatu-
ra de 60°C; el sistema de ali-

' mentacién y descarga es realiza-
- do por el tope y el fondo, res-

pectivamente, mediante una
bomba peristiltica MasterFlex,
con una manguera Tygon Mater-
Flex 14, operando en continuo.

Para la isomerizacién de jara-
"be glucosado,. se empleé la en-
zima comercial Sweetzyme T,
suministrada por Novo Nordisk
inc., un activo granular de Glu-
cosa [somerasa (D-Xilosa cetol-
isomerasa) inmovilizada por ad-




sorcién con un soporte de silica,
producida por una cepa selec-
cionada de Streptomyces muri-
nus 'y con apariencia de granu-
los cilindricos de color café, con
tamano de particula entre 0,3 y
1,0 mm. La actividad inicial de la
enzima fresca_en glucosa pura
es normalmente 350 IGIU/g [4]. .

Inicialmente, se preparé el ja-
rabe glucosado empleado como

sustrato, utilizando almidén de
yuca comercial (Industrias del
Maiz, S.A). El almidén, en una
concentracion de 400 g/l, se so-

metié a hidrdlisis enzimdtica bajo’

condiciones operativas controla-
das, empleando las enzimas co-
merciales Termamyl y AMG300L
(Novo Nordisk Inc.), en las eta-
pas de licuefaccién y sacarifica-
cién, respectivamente (S y 6].

A continuacidn, se realizé el
montaje y operacién del sistema
de reacciéon. Las variables a de-
terminar fueron volumen de le-
cho empacado y tiempo de resi-
dencia, para las cuales se logra
una conversién minima de 42%

Seguidamente, se realizé el es-
tudio del efecto de inhibicién en
el proceso de isomerizacién; se
formulé y desarrolld un disefio
central compuesto de 3 factores a
3 niveles, que a partir de 6 pun-
tos centrales, 8 puntos factoriales

el mayor grado de conversién de
glucosa en fructosa.

Finalmente, a partir de un di-
sefo de factor unico, se deter-
miné el mejor tiempo de resi-

_dencia para el cual se obtiene
‘un jarabe fructosado comercial;

la concentracién de Ca2+,
Mg2+ y Co** se fij6 atendiendo

. a los resultados experimentales
‘previos. Ademds, evaluando al-

gunos de los puntos factoriales,
se estudid el efecto de los co-
factores y el tiempo de residen-
cia sobre el grado de conver-

'sién, tomando como referencia

el nivel mids alto de Ca2+ para
asi garantizar la produccién de
un jarabe fructosado comercial
bajo condiciones criticas de
proceso. También, se determi-
naron los parimetros cinéticos
Ky v V. constante de Michae-
lis-Menten'y velocidad maxima
de reaccién para el sustrato,
respectivamente, evaluando el
efecto que la concentracién de
Ca®*, Mg*" y Co* causa sobre
ellos.

Para la caracterizacién de los
productos de hidrdlisis del almi-
dén se empleé el Equivalente
de Dextrosa (ED) mediante el
método colorimétrico DNS des-
crito por Gail Lorenz Miller {71,
utilizando un Espectrofotémétro
Spectronic Genesys 2PC; la
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Figura 1. Efecto de fa variacion del volumen de reaccion sobre el grado de canvers}b'n.
Area de seccidn transversal 4,9 cm?, Flujo volumétrico 1,19 mi/min, Glucosa 34,72 (w/w, pH 7.5, Temp. 60°C
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Tabla |. Condiciones estandar
para el jarahe glucosado empleado

como sustrato

El avance de la reaccién de
isomerizacién se siguié por po-
larimetria (Polarimetro Steeg &
Reuter D-35396 GieBen), cuanti-
ficando la concentracion y el
grado de conversién de glucosa
mediante el dngulo de rotacién
optica; la concentracién de io-
nes metilicos se determiné por
absorcién atémica (UNICAM 929
Spectrometer)

El tratamiento estadistico de
los resultados obtenidos del di-
sefio experimental se realizé por
medio del software Design Ex-
pert 5.0 (Stat Ease Co.).

3. Resultados y

homogéneas en cuanto a su
concentracién; de esta manera
se obtuvo una materia prima
con condiciones estindar para
el desarrollo de la fase experi-

.mental (Tabla I).

Las - condiciones operativas
del sistema de reaccién se de-
terminaron cuando este alcanzo
el estado estacionario. Para el
volumen de reaccién se observa
que no hay un efecto apreciable

sobre el grado de conversiéon

para una-altura de lecho mayor
a 7,5 cm, equivalente-a una re-
lacién altura/didmetro (L/D) de
1/3 (Fig. 1). Este volumen de re-
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accién se fij6 para todo el desa-
rrollo experimental. -

En relacién con el efecto del
tiempo de residencia (ty) sobre
el grado de conversién (Fig. 2),
se observa que para un ty cerca-
no a 65 min se obriene un gra-
do de conveision del 42%, el
cual disminuye cuando el . 'es
menor a 40 min, presentando un
comportamiento lineal decre-
ciente, mds apreciable a tiempos
de residencia bajos.

No obstante, para la experi-
mentacion posterior, se fij6 un t,
de 70 min que garantizara una
operacioén en continuo con una
conversion siempre ' mayor al
42% aln en presencia de con-

centraciones de Ca*" superiores -

a 50 ppm.

3.1. Efecto de inhibicion

3

Como resultado :del trata-
miento estadistico realizado se
encontré  experimentalmente
que para altos niveles de Ca?",
aproximadamente mayores a 80
ppm, se presenta una ripida
disminucidn en el grado de con-
version de glucosa en fructosa.
Los mejores niveles para los
cuales el efecto inhibitorio es
controlado, oscilan entre (62,5-

.80) ppm para el Ca?* y (65 -175)

o

* ppm para el Mg** (Fig

3

En la optimizdcion aumérica

se. encantra;on 6 posibles solu-

ciones que cumplen con el cri-
terio- de édximo- grado de Con-
version (Tabla ID).

De estas soluciones se encon-
tré que los niveles para Ca® y
Mg*" permanecen aproximada-
mente constantes v la pluralidad
en las soluciones se debe a la
concentracién de Co?*. Asi, en
el intervalo de concentraciones
de Co*" estudiadas no se pre-
senta ningdn efecto significativo
sobre la variable de respuesta.

Atendiendo al anilisis de op-
timizacién numérica se determi-
naron los niveles de Co?* en su
nivel medio y Mg?* en 117 ppm,
como las concentraciones . 6pti-

a

Figura 3.
Superficie de
respuesta para ef
disefia central
compuesto.

Figura 2. Efecto def tiempo de residencia sobre el grado de conversidn en una reaccidn de isomerizacidn.

Volumen de reaccidn 36,8 cm?, Glucosa 34,72 (w/wi; pH 7.5, Temp. 60°C.
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mas, desde el punto de vista es-
tadistico, para la cuales se obtie-
ne el mayor grado de conver-
sién aln en presencia de Ca?*
en concentraciones hasta de 71

Para la optimizacién grifica
s€ tomo como base el grado de
conversion hallado en el estudio
de optimizacién numérica, fijan-
do como limite inferior una con-
version de 46,1%; este anilisis
permite observar en cual regién
de la superficie de respuesta ha-
llada y para cual combinacién
de factores se obtiene una con-
version igual o superior a esta
(Fig. 4). La parte sombreada de
la figura representa la regién de
la superficie de respuesta que
no cumple con el criterio de op-
timizacién.

3.2. Determinacién del
mejor tiempo de residencia

Al estudiar el efecto de la va-
riacién del tiempo de residencia
sobre el grado de conversién
(Fig. 5), se observa que para un
ty de 47 min se obtiene un jara-
be fructosado comercial cuando
se opera en un reactor.de lecho
empacado con glucosa isomera-
sa inmovilizada en una relacién

~L/D de 1/3, utilizando jarabe
. glucosado a partir de almidén
-de yuca como materia prima,
- con una: composicién de 34,69
. (w/w) glucosa, 71 ppm de Ca?*,
117 ppm de Mg* y 1 ppm de
: Co?*. <

Ademds, la presencia de io-

- nes metdlicos Co** y Mg?* en las

200.00
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Flgura 5. Efecto del tiempo de residencia sobre 8l grads da comversiai 5ara fas mejorss-sondicianes de operacidn.

Volumen de reaccion 36,8 cm?, Glucosa 34,69 (w/w), C#* 71 pem, Mg?* 117 ppm, Co?* 1 ppm, pH 7.5, Temp. 69°C.
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condiciones mis apropiadas,
hacen que en presencia de Ca?*
de hasta 71 ppm, la disminucién

. del grado de conversidn para un
tiempo de residencia cada vez
mds bajo, sea menor que cuan-
do no se usan, ver figuras 2 y 5.
De esta manera, para un ty ma-
yor a 57 min, el cambio en el
grado de conversién es menor
al 1% no justificando la disminu-
cién en productividad del pro-
ceso. En este sentido, y conside-
rando la importancia de una al-
ta productividad para el proceso
en continuo, se determina que
un t; de 55 min satisface los re-
querimientos de conversién des-
de el punto de vista técnico.

De otra parte, se realiz6 un
andlisis del efecto, sobre e} gra-
do de conversién, de distintas
concentraciones de Ca?*, Mg y
Co?, en sus niveles mas criticos,
y el tiempo de residencia, eva-
luado a 5 niveles (Fig. 6). En es-
ta figura se observa que el tiem-
po de residencia para la obten-
cién de un jarabe fructosado co-
mercial disminuye con la pre-
sencia de Mg?*, pasando de 65
min, para un matriz con el nivel
mds bajo de Mg?*, a 47 min pa-
ra una matriz con su nivel mis
apropiado (Exp 1y 3).

Adicionalmente, el efecto ac-
tivante del Mg?* sobre glucosa

tiempo_de residencia bajos (30-
=55 min) (Exp 2y 4); contrario al
" efecto del"Co?, que para estos

: a0 efecto- activania”
, e pérmitiendo”
el control en la disrgiaesion del -
grado de conversidn (Exp 2 y
5). En cuanto al efects iihibito-
rio de la concentracién de Ca®
también -es apreciable para (R
menores a 55 min, ya que cuan-
do su concentracién at ta, el
grado de converslé'r‘-t’(ﬁlmﬁ‘?x‘mye
considerablemente para aque-
llos casos donde la concentra-
cién de Mg** es pequena (Exp 2
y 3. '

Finalmente, el efecto de |
concentracion de Co* y Mg
sobre el grado de conversién no
es significativo para tiempos de
residencia entre 55 y 70 min,

.- b gt
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cuando se compara con el efec-
to obtenido a tiempos de resi-
dencia menores; para estos tiem-
pos de residencia, el cambio en
el grado de conversién es menor
al 1% no siendo apreciable el
efecto activante o inhibidor de
los cofactores, posiblemente, de-
bido a que la probabilidad de
contacto entre el sustrato y el si-
tio activo de la enzima es mayor
a altos tiempos de residencia, lo-
grando asi contrarrestar el efecto
inhibitorio para la concentracién
de Ca* presente [(8].

3.3. Determinacion
de los parametros cinéticos

Los pardmetros cinéticos K, y
V., se determinaron para las
matrices ideal y real. Como ma-
triz ideal se empled el jarabe ob-
tenido a partir de glucosa grado
reactivo sin presencia de inhibi-
dores; y como matriz real se em-
pled el jarabe obtenido de la hi-
drélisis enzimdtica del almidén
de yuca. Para esta ultima, se em-
plearon los niveles 6ptimos des-
de el punto de vista estadistico,

_ a partir del disefio experimental:

Mg?* 117 ppm y Co** 1 ppm que
controlan niveles de €a** hasta
de 71 ppm. Las c¢ondiciones
operativas pH, temperatura y
volumen de reaccién, para am-
bos experimentos, se mantuvie-
ron constantes empleando un t,
de 55 min.

De la figura 7 se observa que
la variacién en la velocidad de
reaccién como funcién de la
concentracién de jarabe gluco-
sado como sustrato, puede ser
descrita mediante la ecuacién de

Michaelis-Menten tanto para el -

caso en que se utiliza la matriz

“ideal como la real.

El efecio de la presencia de
inhibidores, se evidencia al con-
siderar la disminucién de la afi-

-nidad de la enzima por el sus-

trato, representada en un au-
mento de K,;; no obstante, la ve-
locidad de reaccién mixima ob-
tenida es igual e independiente
del tipo de matriz usada. Lo an-
terior permite concluir que la in-
hibicién que se presenta dada la

%

alta concentracién de Ca* es de
tipo competitivo y que tal inhi-
bicién no puede ser contrarres-
tada aln con la presencia de
Co* y Mg?* como activadores,
en los niveles indicados.

Los resultados obtenidos se
linealizaron mediante el método
de Lineweaver-Burk [9], del cual
se obtuvieron los valores de K,,
y Vs para la matriz ideal fueron
5,388 g/l min y 1,328 mol/l, y
para la real 20,284 g/l min y
11,584 mol/l, respectivamente.

El valor de la‘ constante de

Michaelis-Menten para el pro-
ducto (K ) determinado para la
matriz ideal y real fue 1,226
mol/1 y 10,693 mol/l, respectiva-
mente; asumiendo la velocidad
madxima de reaccién para el pro-
ducto (V) igual a Vv, para sim-
plificar el modelo cinético [10].

La constante de Michaelis-
Menten para la matriz real fue
mayor que la hallada para la
matriz ideal; el Ca?* como inhi-
bidor y el sustrato presente,
compiten por le sitio activo de
la enzima. El valor de K,, obte-
nido para la matriz ideal, es ma-

figura 6 Efecto del tiempo de residencia sobre el grado de conversidn cuando se estudia la concenitracion de iane:s
metdlicos en sus niveles mas criticos. Volumen de reaccion 36.8 cmP, Glucosa 34,73 fw/wi, pH 7.5, Temp. 60°€.
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yor que el informado en la lite-
ratura para glucosa isomerasa
(0,4 Molar); tal diferencia bien
puede obedecer a las concentra-
ciones de sustrato empleadas
durante el experimento. De este
estudio se desprende que, apa-
rentemente para las condiciones
operativas  estudiadas, glucosa
isomerasa presenta mds baja afi-
nidad por la glucosa como sus-
trato que la reportada en la lite-
ratura cientifica.

Para el tipo de inhibicién pre-
sente, y a partir de los valores
de K,, hallados en presencia y
ausencia de inhibidor, fue posi-
ble hallar el valor de la constan-
te de inhibicién (K, = 0,24 mM).
No se dispone de datos en la li-
teratura de la constante de inhi-
bicién, K, para glucosa isomera-
sa con este tipo inhibidor. Sin

embargo, si se compara con el

valor de K, = 0,3 mM para glu-
cosa isomerasa inhibida por xili-
tol [11], se observa que esta es
menor.

De otro parte, no hay sufi-
ciente evidencia experimental
para afirmar que tal efecto inhi-
bitorio es particularmente cbte-
nido para glucosa isomerasa ac-
tuando sobre el jarabe de gluco-
sa producido a partir de almi-
don de yuca, o si por el contra-
rio, los mismos niveles de inhi-

bicién pueden llegar a ser obte- -

nidos de un almidén de maijz
Como materia prima.

El jarabe glucosado obtenido
mediante hidrolisis enzimatica
de almiddn de yuca, es un buen
sustrato para la sintesis de jara-
be fructosado; a pesar de conte-
ner una concentracion de Ca*
alrededor de 50 ppm, se logré la
produccién de un jarabe fructo-
sado con caracteristicas comer-
ciales (42%).

El tiempo de residencia para
la produccién de un jarabe fruc-
tosado comercial logra rediucirse

de 65 a 47 min con un concen-
tracién apropiada de iones me-

‘tilicos en la. alimentacién. Sin
:=:embargo,. es recomendable un

tiempo de residencia de 55 min,
cuyo grado de conversién es
cercano al 46%, garantizando
asi, la obtencién de un jarabe
fructosado comercial atn a esca-
las de operacién mayores, para
las cuales los problemas hidro-

2 dindmicos son cada vez m4s sig-

nificativos.

La actividad de la glucosa iso-
merasa durante el proceso de
isomerizacién, se ve afectada
por la presencia de Ca?* en ni-
veles superiores a 100 ppm, a
pesar del efecto activante del
Mg** presente en niveles mayo-
res a 100 ppm; la inhibicién que
se presenta es de tipo competi-
tiva. De otra parte, la presencia
de Co*, para el intervalo de

““concentracién estudiado y con-

trario a lo reportado en la litera-
tura, no ejerce ningun efecto so-
bre la actividad enzimaitica
cuando se expone a altas con-
centraciones de Ca®*,

Los datos de K, y K_ obteni-
M

dos para la matriz ideal fueron

1,328 mol/l y 1,226 mol/l, ma-

yores que los reportados en la

- literatura (0,4 mol/1). Aparente}
.mente, a partir de los resultados
"expérimentales obtenidos, la afi-

nidad de GI por glucosa como
sustrato, es menor a la registra-
da.en la literatura.
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