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La investigación objeto del presente trabajo, forma parte de un pro-

grama, que se viene desarrollando en el Departamento de Ingeniería Química

de la Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad Complutense de Ma-

drid, sobre el aprovechamiento de la biomasa como fuente alternativa de

energía,

La tradición agrícola y forestal de nuestro país, permite disponer de

grandes cantidades de residuos lignocelulósicos, como paja de cereales,

residuos de poda, etc, Una de las posibilidades de aprovechamiento de es-

tos materiales consiste en su transformación vía hidrólisis enzimática,

para obtener azúcares reductores fácilmente fermentables a etanol, buta-

nol, ácido acético, acetona, ácido láctico, etc,

La hidrólisis enzimática exige una etapa previa consistente en la ob-

tención del complejo enzimático celulasas por fermentación de diferentes

microorganismos, principalmente hongos.
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Las celulasas constituyen un complejo enzimático formado por tres

componenetes principales: (3—1, 4—endoglucanasa, ¡3—1, 4—exoglucanasa y

(3—glucosidasa. Esta última enzima cataliza la transformación de celobiosa

en glucosa.

Aunque son muchos los microorganismos productores de dicho complejo

enzimático, las investigaciones hasta ahora realizadas coinciden en

señalar al hongo Trichoderma reesel como el principal productor del mismo.

Sin embargo este hongo presenta el inconveniente de que sus caldos de fer-

mentación proporcionan bajos niveles de la enzima (3—glucosidasa, por lo

que para evitar problemas de inhibión debido a altos niveles de celobiosa

en el medio, seria recomendable la adición de (3—glucosidasa suplementaria

al medio de reacción para mejorar la hidrólisis enzimática de los residuos

lignocelulósicos.

Entre las posibles soluciones, la inmovilización de la enzima

f3—glucosidasa presenta determinadas ventajas entre las que se encuentran

la posibIlidad de reutilizar la enzima en diferentes sacarificaciofles y el

hecho frecuente de que la Inmovilización conduce a un aumento de la esta-

bilidad térmica y del tiempo de vida medio de la enzima.

Por ello se consideró interesante el estudio de la hidrólisis de

celobiosa mediante (3—glucosidasa de diferentes origenes inmovilizada

sobre diferentes soportes, comparándose los resultados con los obtenidos

en la hidrólisis de celobiosa con (3—glucosidasa libre,

El programa de investigación planteado en el presente trabajo fue el

siguiente:

1. Selección del método de inmovilización y del soporte más adecuados

para llevar a cabo la inmovilización de (3—glucosidasa.

2. Estudio de la influencia del origen de la (3—glucosidasa empleada

en la inmovilización

3. Estudio da la influencia de las variables de inmovilización.
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4. Estudio de la desactivación térmica de la enzima> tanto libre como

inmovilizada.

5. Estudio de la hidrólisis enzimática de celobiosa, tanto con la en-

zima libre como con la enzima inmovilizada. Concretamente se

estudió la influencia de las siguientes variables:

Temperatura

Concentración inicial de celobiosa

Concentración inicial de glucosa

Actividad enzimática inicial

PH

6. Estudio cinético de la hidrólisis de celobiosa con las enzimas

libre e inmovilizada.

A partir de los resultados obtenidos se seleccionaron las siguientes

condiciones de inmovilización:

— Origen de la (3-glucosidasa: Peniclllium funiculosurn

— Soporte: Nylon en polvo

- Activación del soporte: Mediante o—alquilación durante 15 minutos

con tetrafluoruro de trietiloxonio al 12.5 Y. en diclorometano, posterior

aminoactivación durante 120 minutos con etilendiamina y activación final

con glutaraldehido al 5 Y. en agua destilada durante 15 minutos,

— Inmovilización propiamente dicha: a 25 oc durante 15 horas emplean-

do una disolución enzimática de actividad 1.17 UI/mí.

Empleando estas condiciones de activación e inmovilización se obtiene

un soporte con una retención activa del 70 Y. y una elevada estabilidad

térmica a 50 C (S%6 Y. de la inicial al cabo de 25 horas),

La inmovilización en las condiciones indicadas aumenta notablemente

la estabilidad térmica de la enzima a todas las temperaturas estudiadas,

siendo posible describir esta desnaturalización mediante dos modelos

cinéticos diferentes, uno para la enzima libre, que supone la formación de

un complejo intermedio de mayor actividad que la enzima primitiva, que

evoluciona rápidamente hacia la forma inactiva:

1< k
2 E

d



¡ . I(LiÁ$UI4LU

y otro empírico para la enzima inmovilizada que consiste en el ajuste de

los resultados obtenidos a una ecuación de tipo hiperbólico:

Bta(t)~1— C+t

Para la hidrólisis de celobiosa con (3-glucosidasa tanto libre como

inmovilizada, se ha propuesto el siguiente mecanismo de reacciones que im-

plica efectos de inhibición por sustrato y por producto (de tipo compe-

titivo):

k k
S+E~ 1 2 E + 2P

k —1

S+ ES k ES
k
-3

k
E + P

4

2

EP
k

—4

k
ES + P

1<

5 EPS

—5

Este mecanismo conduce a la siguiente ecuación de velocidad:

k’E 5
2 total

1< + 8 +K 5 P+K P +K
m 1 2 3

que reproduce los resultados experimentales con un error inferior al 10 %
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2. 1. GENERALIDADES

La energía obtenida de la biomasa ha sido, con diferencia, la más

utilizada por el hombre hasta el siglo XIX, a partir del cual empieza a

ser progresivamente reemplazada por el carbón y el petróleo, de tal forma

que, a mediados del presente siglo, si bien seguía siendo la principal

fuente de energía del tercer mundo, su aportación a la estructura

energética de los paises desarrollados era prácticamente nula.

Tal y como indica el profesor Fernández (1989) se suele aplicar en un

sentido estricto el término “biomasa” al “grupo de productos energéticos y

materias primas de tipo renovable que se originan a partir de la materia

orgánica formada por vía biológica”. En este sentido, la biomasa compren-

de, además de la producida en los ecosistemas naturales, la de origen re—
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sidual constituida principalmente por los residuos forestales, agrícolas y

los residuos líquidos ganaderos, urbanos y algunos industriales, cuya car-

ga orgánica es de origen biológico.

En el año 1973, con la primera crisis del petróleo, crece el interés

por la sustitución de éste por otras fuentes de energía alternativas que

pudieran suponer una mayor independencia de la sociedad respecto de los

productos energéticos fósiles. Es entonces cuando la biomasa vuelve a re—

velarse como una de las alternativas más factibles a corto plazo y de ma-

yor potencial, para realizar la deseada sustitución. Así, la aportación de

la biomasa a la energía total consumida en los paises industrializados,

vuelve a alcanzar cotas significativas, prediciéndose una evolución cre—

ciente de la misma hasta el horizonte del año 2000 (tabla 2.1).

El primer gran paso en lo referente a la promoción de la biomasa

frente a los combustibles fósiles lo dio Brasil con el establecimiento, en

el año 1975, del denominado Programa Proalcohol. Su objetivo era llegar a

sustituir la gasolina consumida en el país por etanol, obtenido por la

fermentación del jugo de caña de azucar.

TABLA 2.1

APORTACIONAL CONSUMOENERCETICO DE LA BIOMASA. PANORAMAINTERNACIONAL

(Fuente: Agencia Internacional de la Energía, 1983)

PAISES

CONSUMO
ENERGETICO

1980

*

MTEC

BIOMASA
CONSUMO

ACTUAL
UTILIZABLE

AÑO 2000

M

MTEC Y. MTEC Y.

CANADA
DINAMARCA
ALEMANIA
ITALIA
NORUEGA
PORTUGAL
SUECIA
U.S.A.

ESPAÑA

362
27

388
203

34
15
68

2583

104

6.700
0.041
2.060
3.840
0,810
0.780
3,770

36, 000

2.600

1.8
0.2
0.5
1.9
2.4
5.2
5.5
2.0

2,4

22,000
1,200

10,000
1.700
1.400
6,200

204,000

8.000

6.0
4.4

5.0
5.0
9.3
9.1
8.0

7.7

MTEC: Miles de Toneladas de carbón equivalentes
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Por otra parte, a partir de los primeros años de la década de los 80,

nuevas situaciones surgidas en el contexto internacional y en este momento

la actual crisis del Golfo Pérsico, han añadido un interés renovado por la

producción y uso de la biomasa con fines energéticos. En lo referente al

medio ambiente, la utilización de la biomasa y productos derivados de ella

como combustibles presenta una serie de ventajas frente al carbón y al pe-

tróleo, entre las que cabe citar el muy bajo o nulo contenido en azufre de

los productos biomásicos (por lo general inferior al 0.1 Y. de su peso se-

co) y el hecho de que el CO formado en su combustión no contribuya a
2

aumentar la concentración de este producto en la biosfera, por provenir de

una fijación previa de este CO a cargo de las plantas verdes, durante el
2

proceso de la fotosíntesis.

Otra circunstancia que determina, directa o indirectamente, el cre-

ciente interés por los usos energéticos de la biomasa son los enormes con-

tingentes de excedentes agrícolas generados por muchos paises, especial-

mente los más industrializados, como EEUU y la CEE. A fin de réducir los

tremendos costes que supone la gestión de tales excedentes, los gobiernos

de estos paises han adoptado políticas diferentes, pero todas ellas con-

templan el posible papel de la biomasa como fuente de energía y de produc-

tos de utilidad industrial <Instituto de la Ingeniería de España, 1981).

Además del caso de Brasil antes citado, en Estados Unidos se ha adop-

tado un extenso programa para la transformación de los excedentes de ce-

reales en bioetanol, que se utiliza en mezclas con gasolina. Estos progra-

mas están teniendo una incidencia favorable sobre el medio ambiente, debi-

do a las excelentes cualidades del etanol como combustible, tanto en forma

pura como en mezclas con gasolina, en las que dado su elevado indice de

octano, evita la utilización de plomo como agente antidetonante.

En nuestro país puede afirmarse que, en líneas generales, la

evolución de la situación en lo referente a la utilización de la biomasa

como fuente de energía ha sido comparable a la de otros paises de la CEE,

si bien dicha evolución se ha producido, en cada etapa, con un evidente

retraso.

Entre los residuos químico-energéticos renovables derivados de la

biomasa, adquieren una particular importancia, por su constitución y dis—
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ponibilidad, los residuos lignocelulósicos. Entre ellos destacan:

— Paja de cereales (trigo, cebada, avena, arroz, etc.

— Caña de maíz

— Residuos forestales

— Residuos de cultivos industriales (algodón, caña de azucar,

— Residuos sólidos urbanos

2.2. LOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Los residuos lignocelulósicos están constituidos principalmente por

tres tipos de componentes: celulosa, hemicelulosa y lignina, agrupándose

los dos primeros bajo el nombre de holocelulosa, si bien, hay grandes di-

ferencias entre ellos, en lo que a estructura y reactividad química se re-

fiere,

Estos tres componentes suponen aproximadamente el 90 Y. del material

lignocelulósico, incluyéndose en el 10 Y. restante, cenizas, humedad y

otros productos químicos.

2.2.1. HIDROLISIS DE LOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

:

La hidrólisis de los residuos lignocelulósicos tiene como finalidad

la transformación de los polisacáridos que estos contienen en azúcares

sencillos, fermentables a su vez a distintos productos de interés indus-

trial, como etanol, acetona, butanol, etc. Esta hidrólisis puede llevarse

a cabo tanto por vía química como por vía enzimática.

a) Hidrólisis química

:

Puede realizarse mediante álcalis a presión (hidrólisis alcalina), en

cuyo caso el proceso parece ser que transcurre a través de radicales li-

bres, pudiendo aumentarse su velocidad mediante la adición de catalizado-

res, tales como magnesio y cobalto (Hagglund, 1951; Calbin, 1957; Wenzl,

1970).

También pueden emplearse ácidos, concentrados o diluidos, a tempera-

tura relativamente elevada <150—250 oC), La hidrólisis ácida tiene ei in—
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conveniente de que los oligosacáridos obtenidos pueden hidrolizarse a su

vez por la acción de los ácidos y a una velocidad mayor que la propia ce-

lulosa, por lo que el rendimiento en azúcares reductores suele ser muy pe-

queño (Saeman, 1945 y 1979; Wilke, 1981; Knapper, 1981).

b) Hidrólisis enzimática

:

Durante la década de los 70> comenzaron a desarrollarse procesos de

hidrólisis de celulosa basados en la actuación de un complejo enzimático

denominado genéricamente celulasas (Suzuki, 1977; Emert, 1980). obtenido

por fermentación de diversos microorganismos productores del mismo.

La hidrólisis enzimática de la celulosa es una reacción catalítica

heterogénea> caracterizada por un reactivo insoluble (celulosa) y un cata-

lizador soluble Ccomplejo celulasas); la velocidad de reacción está In-

fluenciada tanto por la estructura de la celulosa como por el modo de ac-

tuación de las enzimas.

La hidrólisis enzlinática presenta como principales ventajas (Martín,

1986):

— Condiciones suaves de temperatura (30—50 ‘C) y presión atmosférica,

— La no utilización de agentes químicos enérgicos, evitándose así la

corrosión de los equipos y la degradación de los azúcares produci-

dos. También se elimina la necesidad de recuperación de los mismos.

— Alta especificidad.

Existen, sin embargo, una serie de dificultades que han motivado que

este proceso no se~ aplique todavía a escala industrial, entre las que se

encuentran:

— La baja actividad específica de las enzimas,

— La lentitud del proceso debido a la propia estrutura de los sustra—

tos celulósicos nativos.



2. INTRODUCCION 12

— La necesidad de recuperación de las enzimas del medio de reacción.

2.2.2. EL COMPLEJOENZIMATICO CELULASAS

:

El complejo enzimático celulasas está constituido por un conjunto de

enzimas extracelulares pertenecientes al grupo de las carbohidrolasas, en-

zimas capaces de degradar los enlaces glicosidicos de los polisacáridos,

liberando al medio glucosa y otros monosacáridos,

Está constituido al menos por catorce componentes, de los cuales des-

tacan tres por su importancia (Eriksson, 1975; Fogarty, 1979):

— (3—1. 4—glucanohidrolasa (Endoglucanasa)

:

Hidroliza al azar los enlaces (3—1,4—glicosidicos de la celulosa, con-

siguiendo una rápida reducción del grado de polimerización, pero obtenien-

do baja producción de azúcares reductores. Este sistema se inhibe competí—

tivamente o no por la celobiosa y glucosa formadas.

— (3—1, 4—celobiohidrolasa (Exoglucanasa)

:

Actúa sobre la celulosa dando lugar a unidades de celobiosa a partir

del extremp no reductor de la cadena. Su acción es fundamental para la hi-

drólisis de las zonas cristalinas de la celulosa. Es inhibida competitiva—

mente o no, tanto por la celobiosa formada como por la glucosa existente

en el medio.

— (3—glucosidasa (celobiasa)

:

Hidroliza específicamente la celobiosa para dar lugar a glucosa,

siendo inhibida pot esta y por la celobiosa presente en el medio,

Existen varias teorías sobre el mecanismo de actuación del complejo

celulasas, la mayoría de ellas basadas en la acción conjunta de las enzi-

mas antes indicadas. El más aceptado en la actualidad es el propuesto por

Montenecourt y col. (1979), cuyo esquema se presenta en la figura 2.1.
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ENDO-CLUCANASA

VAs~Étknrtx%zzitz

EXO-GLUCANASA +

Cadena de celulosa

Fragmentos de la cadena

de celulosa

~t4 UNJVc2z1Vt~AftZ

Fragmentos de celobiosa

$7

Glucosa

f3—GI.UGOST ¡lASA

Figura 2.1. Esquema de Montenecourt de actuación del complejo enzimático

celulasas

Otra teoría sobre la actuación del complejo enzimático celulasas man-

tiene una acción diferenciada y sinérgica> de forma que es el conjunto del

complejo enzimático el que solubiliza la celulosa. La endoglucanasa y la

exoglucanasa hidrolizan las cadenas celulósicas en el interior o desde los

extremos, respectivamente, produciendo finalmente celobiosa sobre la que

actua la (3—glucosidasaliberando las moléculas de glucosa. El esquemadel

proceso se detalla en la figura 2,2 (Lee, 1980; Tyu, 1980).

4
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Endogí ucanasa

Celulosa — Celulosa susceptible

Exoglucanasa Endoglucanasa

Exoglucanasa
Celobiosa Celobiosa + Glucosa

~-(3-gl ucosidasa.~

Glucosa

Figura 2.2. Esquema de actuación del complejo celulasas

2.2.3. MICROORGANISMOSPRODUCTORESDEL COMPLEJOCELULASAS

:

Aunque son muchos los microorganismos (bacterias> actinomicetos y

hongos) capaces de degradar materiales lignocelulósicos, son pocos los

cultivos filtrados de los mismos que poseen actividad celulolítica (Man-

dels, 1978). En la tabla 2.2 se muestran los microorganismos más importan-

tes productores de enzimas celulolíticas.

Los rendimientos en celulasas que se obtienen utilizando hongos> son

superiores a los conseguidos con bacterias, por ello, gran parte de las

investigaciones se centran en la producción del complejo enzimático a par-

tir de hongos> principalmente de las especies Trichoderma, Aspergillus y

Streptomyces•

La comparación entre los datos proporcionados por diferentes autores

sobre la producción de enzimas es siempre difícil y más aún en el caso de

las celulasas ya que los ensayos de medidas de actividad no están estanda-

rizados y cada método de análisis individual responde sólo a ciertas enzi-

mas, Aún teniendo esto en cuenta, parece ser que es en los cultivos del

hongo Trichoderma reesei donde se han alcanzado los más altos niveles de

actividad celulolítica (Mandels, 1969).

Se ha conseguido aumentar la actividad enzimática de los caldos de

cultivo con la selección de mutantes de la cepa salvaje del Trichoderma

reesel QM—6a. Entre ellos cabe destacar el QM-9414, NG—14, Rut C—30 y MCG—

77, cuyas actividades celulásicas se detallan en la tabla 2.3 (Andreotti,

1980).
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TABLA 2.2

PRINCIPALES MICROORGANISMOSPRODUCTORESDE CELULASAS

BACTERIAS:

Celívibrio fulvus

Celívibrio vulgaris

Cellulornonas

Pseudomonas fluorescens

Clostridium thermocellulaseum

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Anaerobio

Mesófilo

Mesófílo

MesMilo

Mesófilo

Termófilo

ACTINOMICETOS:

Streptomyces

Thermoactinomycete

Thermonosporacurvata

Thermonosporafusca

Aspergillus níger

Pestalotiopsls rnesterdijkii

Penicillium friensis

Penicillium funiculosum

Polyporus tulipiferse

Fusarium solaní

Trichoderma reesel

Trichoderma 1 ignorum

Trichoderma koningii

Neurospora crassa

Sporotri¿hum pulverulentus

Sporotrichum pruinosum

Sporotrichum dimorphosporum

Sporotrichum thermofilum

Thermoascus aurantiacus

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Aerobio

Mesóf1 lo

Termófilo

Termófí lo

Termófí lo

Mesóf lío

MesMilo

Mesóf lío

Mesófilo

Mesóf lío

Mesófilo

Mesóf lío

Mesóf lío

Mesóf’ lío

Mesóf i lo

Termófilo

Termófilo

Terrnóf lío

Termófilo

Termófilo

HONGOS:
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TABLA 2.3

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LOS CALDOS DE DIFERENTES CEPAS DEL

HONGOTEICHODERNAREESEI

Cepa Sustrato
6 ‘4

Proteína soluble
mg/ml

Actividad celulásica
CMC¡JI/ml

QM-6a

Lactosa

Pulpa molida

Algodón

0.9

0.8

‘7.4

7

76

88

QN—9414

Lactosa

Pulpa molida

Algodón

0.9

8.7

13.6

10

178

109

MCG-77

Lactosa

Pulpa molida

Algodón

3.7

9.6

16.2

36

125

104

Rutgers

MG-14

Pulpa molida

Algodón

14.4

21.2

No presenta actividad

133

Rutgers

C—30

Lactosa

Pulpa molida

Algodón

3,5

17,8

20,8

27

116

181

Sin embargo, aunque estos microorganismos producen altos niveles de

actividad celulolitica, los niveles de f3—glucosldasa extramicelial produ-

cidos en los cultivos filtrados de los mismos son bajos y de relativamente

poca estabilidad térmica (Woodward, 1982). Por ello, y con el fin de evi-

tar la inhibición que provocaría una elevada concentración de celobiosa,

es preciso complementar el complejo con ¡3—glucosidasa obtenida a partir de

otros microorganismos o incluso de fibras vegetales. Esta ¡3—glucosidasa

puede ser adicionada al medio tanto en forma libre como inmovilizada.
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2.2.4. PRODUCCIONDE ¡3-GLUCOSIDASA

:

Los estudios hasta ahora realizados sobre la producción de

(3—glucosidasa por diferentes organismos se han centrado en la busqueda de

aquellos microorganismos capaces de producir altas cantidades de esta en-

zima recuperables del medio de cultivo,

El hongo Aspergillus níger es superior a muchos otros microorganis-

mos, incluido el Trichoderma reesel, en lo que se refiere a la producción

de (3—glucosidasa extracelular. Además la (3—glucosidasa producida por A.

níger es particularmente atractiva por su elevada actividad frente a la

celobiosa CSternberg, 1977).

También se han detectado altos niveles de (3—glucosidasa en los culti-

vos del hongo Penicillium funiculosum CLachke, 1983; 1986) y del hongo

Neurospora crassa, en cuyos cultivos puede ser inducida por celoblosa 1 mM

(Eberhart> 1973) o por concentraciones de celulosa cristalina superiores

al 20% (Woodward, 1990).

Sin embargo, la obtención a escala industrial de (3—glucosidasa suele

realizarse, habitualmente, a partir de las almendras dulces. La

¡3—giucosidasa de almendras es fácil de purificar pues no se presenta acom-

pañada de las restantes enzimas celuloliticas existentes en los sistemas

comentados anteriormente, pero posee una estabilidad térmica muy baja y

escasa afinidad por la celobiosa como sustrato,

También se ha intentado aumentar la proporción de (3—glucosidasa del

complejo celulasas producido por el hongo T. reesel, mediante el empleo de

inductores como la Sepharosa, lográndose un aumento de hasta el 45 Y. de

actividad extramicelial empleando concentraciones de Sepbarosa entre io2

y 10” M (Mandels, ~96O; Nisizawa, 1971).

2.3. HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELOBIOSA

2.3,1, CATALISIS ENZIMATICA

Las enzimas son catalizadores biológicos específicos y están sujetas

a las mismas restricciones cinéticas y termodinámicas que los catalizado—
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res químicos, es decir, modifican la velocidad a la que tiene lugar una

reacción pero no el punto final del equilibrio entre el sustrato y el pro-

ducto.

A lo largo de una reacción enzimática, generalmente es posible dis-

tinguir tres etapas. En la primera> que es prácticamente instantánea, la

concentración de enzima libre cae bruscamente, debido a que la mayor parte

de la misma se combina con el sustrato para formar un complejo enzima—

sustrato. En la segunda etapa, se alcanza la máxima actividad enzimática,

ya que una vez transformada la molécula de sustrato, la enzima puede unir—

se rápidamente a otra mólecula del mismo formando un nuevo complejo

enzima—sustrato. Esta etapa continua mientras la concentración de sustrato

en el medio es superior a la concentración de enzima. En la última etapa

de la reacción, la concentración de sustrato aparece apreciablemente dis-

minuida y por esta razón la velocidad de reacción cae asintóticamente. Es-

ta fase es especialmente importante en algunos procesos industriales en

los que se busca la conversión total con el fin de hacer máxima la produc-

ción y la concentración de producto obtenidas, por lo que la interacción

entre variables como la concentración de sustrato y producto y las condit

ciones de reacción es muy importante. Esta última fase suele ocupar la ma-

yor parte del tiempo de reacción,

La actividad catalítica de las enzimas depende, fundamentalmente de

dos factores: la forma en que se lleve a cabo la unión entre la enzima y

el sustrato para dar lugar al complejo enzima—sustrato y la naturaleza po—

lifuncional de su centro activo en el que diferentes grupos funcionales

(carboxilo, hidroxilo, sulfhidrilo, amino e imidazol) junto con algunos

ligandos metálicos, participan, de forma combinada, en la unión entre la

enzima y el sustrato. Cada uno de estos grupos funcionales es> individual-

mente, un agente bastante pobre, sin embargo su acción se ve facilitada

primero por la hidrofobidad del centro activo de la enzima que tiende a

expulsar el agua para aumentar la velocidad de la reacción, de naturaleza

orgánica, que tiene lugar; segundo, por la capacidad de la enzima para

atraer las moléculas de sustrato aumentando su concentración en la zona

próxima al centro activo y, por tanto, aumentando la velocidad de

reacción.
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Otra dificultad importante en el estudio de la catálisis enzimática,

es que la reacción tiene lugar en el centro activo de la enzima, por lo

que es necesario que el sustrato llegue a este punto y se una, covalente—

mente, con los grupos activos que en el existen, pasando a formar parte de

la propia molécula, por lo que ademásde la reacción propiamente dicha es

necesario tener en cuenta otros pasos que pueden modificar de forma impor-

tante la velocidad de reacción.

2.3.2. CíNETICA ENZIMATICA

Para explicar la conversión de un sustrato en un único producto por

la acción de una enzima, se suele aplicar el siguiente esquema general de

reacción:

k k
S+E ________ ES 2

k
—1

Cuando la concentración de sustrato es mucho nayor que la de enzima>

la velocidad de reacción es de orden cero con respecto a los reactivos, es

decir, dependeúnicamentede la concentraciónde enzima presente. De esta

forma, la velocidad de reacción permanece prácticamente constante hasta

que la mayor parte del sustrato se ha consumido; a partir de este momento>

la velocidad pasa a ser dependiente de la concentración de sustrato exis-

tente en el medio y de primer orden con respecto a la misma.

La cinética enzimática puede describirse por la bien conocida

ecuación de Michaelis—Menten que tiene en cuenta la formación de un com—

plejo intermedio enzima—sustrato:

k [E][S]
2 [2,1]

LS] +1<
¡fi

k +k
-1 2

donde K = y representa la concentración de sustrato que pro—
¡o k

1
porciona una velocidad de reacción igual a la mitad de la velocidad de

reacción máxima. Esta velocidad máxima será por tanto:
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(2.2]r k[E]
max 2

Los valores de los parámetrosK y r pueden determinarse mediante
maXla linearización de la ecuaciónde Michaelis-’Nenten:

1 1 K 1
+ —

- r rmax rnax
(2.3]

Este tipo de representación

1. ir

1/r
rflaX

—1/K
¡o

se denomina de Lineweaver—Burk (figura

Eigpra 2.3. Linearización de Lineweaver—Burk

Algunas veces es más sencillo utilizar una versión adimensional de la

ecuación de Michaelis,

2’ =
a’ [2. 4]

y a’ = [S]/K
¡o

2.3).

IB max

1/LS]

donde 2’ = nr max
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Generalmente la etapa controlante suele ser, la de descomposición del

complejo enzima—sustrato para dar enzima libre y moléculas de producto. En

estos casos, la constante k es muy pequeña y K es aproximadamente igual
2 ¡o

a k /k y por tanto igual a K , constante de disociación del complejo
—1 1 9

enzima—sustrato. Puesto que bajo estas condiciones> k controla la velocí—
2

dad de reacción, a menudo se denomina k (constante catalítica) y répre-
oat

senta el número de turnover de la enzima> que es una medida de su activi-

dad frente a una determinada reacción a temperatura ambiente y que se mide

en moles de sustrato/centro activo/tiempo.

La cinética de Michaelis—Menten supone que tanto enzima como sustrato

son solubles en el medio de reacción, sin embargo esto no siempre ocurre

en los procesos industriales, donde a menudo se utilizan sustratos sólidos

o líquidos muy viscosos o concentrados.

La presencia de varios sustratos y productos participando en la reac-

ción conducen a mayores complicaciones en la descripción cinética de las

reacciones enzimáticas. En estos casos, aunque la cinética está basada en

la ecuación de Michaelis—Menten, las expresiones a que se llega se hacen

muy complejas, no siendo posible el cálculo de los parámetros

característicos mediante linerizaciones del tipo Lineweaver—Burk, requi—

riendo, a menudo> el uso de técnicas matemáticás mucho más complejas. Sin

embargo, en el caso de que uno de los sustratos se encuentre en gran exce-

so respecto del resto, se simplifica el tratamiento> ya que esta concen-

tración se convierte en el factor limitante de la velocidad de reacción,

pudiendose despreciar el efecto que sobre la velocidad ejercen los restan-

tes sustratos presentes en el medio,

Van Slyke y Cullen en 1914 propusieron un nuevo mecanismo> cuya prin-

cipal diferencia radica en considerar el primer paso del proceso como una

reacción irreversible, según el esquema de reacciones:

k k
1 2E+S ES E+P

que proporcionan una ecuación de velocidad igual a la de Michaelis—Menten

pero con un significado diferente de 1<
¡o
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k
2

[2.5]
m k

1

Un último mecanismo más general, basado en la analogía de las enzimas

con los catalizadores sólidos utilizados habitualmenteen reaccioneshete-

rogéneas> incluye un paso de adsorción y otro de desorción, ambos reversi-

bles, mientras que la reacción propiamente dicha se considera irreversi-

ble. Este mecanismo basado en los propuestos por Langmuir—Hinshelwood

(1940) y Hounge—Watson (1947), está constituido por el siguiente esquema

de reacciones:

k k k
______ ES 2 ~EP— 7 E+P

k 1<

—1 —3

y conduce a la siguiente expresión para la velocidad de reacción:

r 5
583<

ads des

donde
k

K = 1 1 [2.7]
acis k = 1<

-1 ¡o

k
1< —~ [2.8]

des k
—3

2.3.3. INHIBICION ENZIMATICA

La presencia de sustancias extrañas o incluso de elevadasconcentra-

ciones de sustrato o producto en el medio de reacción, puede provocar una

disminución de la actividad enzimática e incluso su total desaparición,

Este efecto de pérdida de actividad se denomina inhibición, y la sustancia

que lo provoca inhibidor.

La inhibición de una enzima puede ser reversible o irreversible,

Cuando la inhibición es reversible, la actividad inicial de la enzima pue-

de recuperarse eliminando el inhibidor por métodos físicos (diálisis, fil—
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tración mediante un gel, etc. ), ya que se trata simplemente de un equili-

brío químico entre la enzima y el inhibidor que puede ser desplazado a fa-

var de ~a primera. Sin embargo, la inhibición irreversible consiste en la

pérdida definí tiva de la actividad de la enzima tras un periodo de tiempo

en presencia del inhibidor. No es posible recuperar la actividad

enzimática mediante tratamientos físicos, sin embargo puede ser posible su

recuperación mediante tratamientos químicos adecuados. A continuación nos

ocuparemos, únicamente de la inhibición reversible dentro de la cual pue-

den dlstingtiirse varios tipos:

1) InhIbición competi iva.:

También llamada “inhibición por afinidad” ya que inhibidor y sustra—

to compiten por un mismo centro activo de la enzima. Generalmenteel inhi-

bidor presenta importantes semejanzas estructurales con el sustrato

específico de la enzima, pero no se une a esta si su centro activo está

ocupado por una molécula de sustrato. El mecanismo puede describirse por

ei sigul ent.e esquemade reacciones:

k k
1 2

E + 5~ —‘~-ES..~~~Y’-E + 1’
k —1

k
“-El

k
—:3

y la expresión para la velocidad de reacción toma la forma:

r

_______________ (2.9]

K~Cí +~LkI—) + ES]1

donde:

EE]EI] k3 (2.10]
____ =[FI] k

3

II) Inhibición acompetitiva:

Este tipo de inhibición se presenta cuando el inhibidor sólo se une
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al complejo enzima—sust.rato. El mecanismode reacciones propuesto seria el

siguiente:

k k
1 2

E + S~ES—~-E + P
k

—l

k
3

ES + I~tElS

k
—3

Para este sistema es sencillo demostrar que:

r LS]
m aX [2.11]

K + [5] {1 + ([I]/K1 )}
nl

donde K tiene el mismo significado que en el Apartado anterior,

iii) Inhibición no competitiva:

También denominada “inhibición sin afinidad” ya que el inhibidor no

se une al centro activo de la enzima sino a algún otro punto de la misma,

Este inhibidor se puede unir tanto a la enzima libre como al complejo en—

zima—sustrato para dar los complejos El y ESI, Este proceso puede descrí—

birse según el siguiente mecanismo:
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k k
E -‘ &~—½rES—-------~—--r—E + P

k
—1

k
3E + I~ “-FI

k
—a

k
4

ES + I~ >—EIS

k
—4

con una velocidad do reacción expresada por:

donde:

r [9]
ni a x

{ í + ([I]/K1 fi (1<5+ [5])

1< = k /k
5 —1 1

1< = k /k = k /k

1 —3 3 —4 4

iv) fn/ii bidón por sustrato:

[2. 12]

[2. 13]

[2. 14)

Puede tener lugar cuando existen altas concentraciones de sustrato en

el medio de reacción y se debe a la unión del complejo enzima—sustrato con

una molécula de sustrato formandose un complejo sustrato—enzírna’-EiUStratO

improductivo. El esquema de reacciones para este mecanismo seria de la

forma:

k 1<
1 2

E + S~zzzt-ES—-----——--~’-E + P
1<

—1

k
3

ES+S~ ES
k

-3

2
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con una velocidad de reacción:

r [8]

[5] + K + ES] 2/K [2.15]
¡o 5

donde:

1< [2. 16]
5 —3 3

y) Inhibición por producto:

La presencia de elevadas concentraciones del producto resultante de

una determinada reacción enzimática, puede provocar la inhibición de la

enzima mediante cualquiera de los tipos de inhibición anteriormente cita-

dos, con la única diferencia de que el inhibidor 1 es ahora el producto P.

Además existe otro posible mecanismo de inhibición mediante la formación

de un complejo enzima—producto en equilibrio con el producto final. El me-

canismo de reacciones seria entonces:

k k k
1 2 3

E + 5 ~ ES ~ EP~... E+P
k k k

—1 —2 —3

En este caso se obtiene una expresión para la velocidad mucho más

compleja que en los anteriores tipos de inhibición estudiados:

r {[S]—([P]/K )}
eq

[2. 17]
1< + [5] + (1< /1< )[F]

5 5P

donde:

= k
2k3 [E0] [2.18]

(k +k +k)
-2 3 2

k k +k k +kk
1< — —1 —2 —‘ 3 23 [2.19]k(k +k +k)

1 2 —2 3
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k k +k k +kk
K — —1 —2 —1 3 23 [2.20]

k (k +k +k
—3 —1 2 —2

K
y, [2.21]

eq 1<
5

Si se intenta ajustar una reacción enzimática con inhibición a la

ecuación de Michaelis—Menten, los efectos observados según el tipo de

inhibición que tiene lugar en cada caso, son los siguientes:

— Si la inhibición es competitiva se obtiene un valor aparente de 1<
nl

mayor del esperado.

— Si la inhibición es acompetitiva se obtienen valores aparentes di-

ferentes de los esperados para ambos parámetros, pero manteniéndose siem-

pre una relación constante entre ambos.

— Si la inhibición es no competitiva se obtienen valores aparentes de

1< mayores de lo esperado y valores aparentes de r menores de lo
nl Tnax

esperado.

— Si la inhibición es por sustrato, se observa una disminución

drástica de la velocidad para valores grandes de 5, sin cambios aprecia-

bles a bajos valores de 8.

2.3.4. VARIABLES QUE INFLUYEN SOBRE LA CINETICA ENZIMATICA: pH Y TEMPERA-ET
1 w
511 274 m
558 274 l
S
BT


TURA

1) Efecto del pH:

En general las enzimas poseen un pH óptimo de actuación bien defini-

do, ya que, como otras proteínas, poseen muchos grupos ionizables por lo

que los cambios de pU pueden alterar su conformación> y por lo tanto se

modifican los grupos funcionales de los centros activos, lo que puede re-

percutir en el tipo de unión enzima—sustrato. Estos efectos pueden provo-

car cambios en la velocidad máxima de reacción (r ), en la afinidad de
¡MX

la enzima por el sustrato (K ) o en la estabilidad de la enzima, Esta
m

última alteración dependerá del tiempo de contacto de la enzima con el me—
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dio de pH desfavorable y puede llegar a ser permanente si este tiempo es

suficientemente elevado.

Ii) Efecto de la temperatura:

Las reacciones catalizadas por enzimas, al igual que otras reacciones

químicas, aumentan su velocidad con la temperatura. Este efecto se puede

describir mediante la ecuación de Arrhenius:

k A e~Ea~’nT (2.22]

donde k es la constante de velocidad de reacción> A el factor preexponen—

cial, E la energía de activación> R la constante de los gases y T la tera—
a

peratura absoluta. Las energías de activación para las reacciones catalí—

zadas por enzimas están normalmente dentro del intervalo 4—20 kcal/mol. La

temperatura también influye sobre la estabilidad de la enzima cuyas

energías de desactivación <energía de activación de las reacciones de des-

naturalización térmica de proteinas) oscilan entre 40—130 kcal/mol por lo

que la temperatura óptima estará determinada en cada caso por la resultaw

te de estos dos efectos.

2.3.5. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON -GLUCOSIDASA LIBRE E INMOVILIZADA

:

Dada la gran variedad de procedencias para la enzima /3—glucosidasa

(hongos, bacterias y tejidos vegetales)> así como la abundante información

bibliográfica publicada durante los últimos años, resulta difícil unifi-

caría y obtener conclusiones de validez general,

A modo de ejemplo, en la tabla 2.4, se presenta un resumen de los pa-

rámetros característicos correspondientes a (3—glucosidasa de diferentes

origenes, pudiéndoée observar las notables diferencias en sus valores.

Así, se observa que el pH óptimo está comprendido entre 3 y 7, y la

temperatura óptirfta entre SO y 70 ‘C, siendo la primera la más frecuente.

La afinidad frente a la celobiosa, medida por el parámetro cinético K
¡o

varia ampliamente según la (3-glucosidasa utilizada. La velocidad máxima cte

reacción, r , varía también de forma apreciable aunque estas variaciones
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TABLA 2.4

PARÁMETROSCARACTERISTICOS DE (3-GLUCOSIDASA

ENZINA LIBRE:

1<
opt ¡o

r REFERENCIA
max

teesel
reesei
reesei
reesei
reesel
etc/ml isí 1
pul lulous
funiculosum
phoenicis
phoenicis
niger
níger
fumiga tus

BACTERIAS:

T. ethanolicus
G. thermocellum
E. succinogenes

4.75
‘1.80
6.50
4.80
6.50

4.50
3-4

3.5—6

4-5

5—7
6.00
6.80

50.0
50.0

50.0
50.0

60.0

70.0
65.0

1,5
2,6
5.6
3.3
1.9

12.2
15.5
2.0
0.8
0.8
1.7
1.1

0.8

1. 33
1.90
0.40

1. 60
0.29

20.83

4.2
83,0

4. 3

Sternberg, 1976
Gong, 1977
Hong, 1981
Inglin, 1980
Woodward, 1981
Jain, 1984
Adamí, 1988
Rao, 1983
Bisset, 1978 a
Sundstroin, 1981
Woodward, 1982
Alfaní, 1987
Rudick, 1975

Mitchell, 1982
Ait, 1979
Groleau, 1981

TEJIDOS VEGETALES:

Almendras 5.50
5.60
5.50

ENZIPIA INMOVILIZADA:

HONGOS:

/‘. etchellsli
T. pullulous
1’. funlculosurn
A. phoenicis
A. phoenicis
A. níger

pHQpt

4.50
3-4

3.5-6

T

opt

75,0

A. níger

9.3 3.17
2.3 4.17

118.8 6.88

1< r
m ¡oax

31.0
62. 0

4,0
4.4
2.7
1,7
1.2
1.1
1.7
2,4

1.05
0.79
0,16

1.03
0.22
0,11
0.10

10,33
5.40

Sarkar, 1983
Miyairi, 1979
Vernardos, 1980

REFERENCIA

3am, 1984
Adamí, 1988
Rao, 1983
Bisset, 1978 a
Sundstrom, 1981
Woodward, 1982

Alfaní, 1987

TEJIDOS VEGETALES:

Almendras 5.5—6.5
5,80

97.0 0.29 Sarkar, 1983
3.9 1.70 Miyairi, 1979

T

HONGOS:

T.
T.
T.

T.
1’.
T.
1’.
A.
A.
A.
A.
A.

5.50 216.0 1.30 Vernardos, 1980
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no siempre concuerdancon las observadasen 1< . Para la enzima inmoviliza-
¡o

da se observa que> en general K aumenta tras la inmovilización pero en
fi,

diferente proporción según el origen de la enzima. Por el contrario r
max

disminuye en todos los casos.

Por otra parte, los resultados obtenidos por otros autores parecen

indicar que la importancia de la inhibición por sustrato está determinada

por la procedenciay pureza de la enzima. Así, Gong y col, (1977) aislaron

tres fracciones de enzima procedente de T. reeseí y encontraron que sólo

una de ellas parece presentar inhibición por sustrato a concentraciones de

celobiosa superiores a 20 mM.

Sternberg (1976) observó que las preparaciones crudas procedentes de

T. reesel no presentan inhibición por sustrato, y sí cuando se purifican

posteriormente.

Bisset y col. (1978 a) y Sternberg (1977) indican que en el caso de

la enzima obtenida a partir del hongo A. phoenlcls se detecta inhibición

por sustrato a concentracionessuperiores a 10 mM.

Woodward y col. (1981) no encontraron inhibición por producto para la

enzima procedente de T. reesei para concentraciones de celobiosa inferio-

res a 20 mM.

También el mecanismo para explicar la inhibición por producto parece

depender de la procedencia de la enzima. Así, Gong y col. (1977) y Hong y

col. (1981) encontraron que la inhibición es de tipo no competitivo, uti-

lizando (3—glucosidasa procedente de T. reesel. A la misma conclusión lle-

gan 3am y col. (1984) para la enzima procedente de Pitohia etchellsll,

mientras que Bisset y col. (1978 b) con respecto a la enzima procedente

del A, phoenlcis y. Woodward y col. (1981) con la de T. reesei determinan

que la inhibición por producto es competitiva.

El estudio cinético realizado por Camacho y col. (1987> sugiere inhi-

bición débil por sustrato e inhibición por producto de tipo parabólico que

se describe según un mecanismodiferente a los clásicos anteriormente men-

cionados,
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2.4. DESNATURALIZACION ENZIMATICA

lIna de las carateristicas biotecnológicas más importantes de una en-

zima es su estabilidad. Puesto que las condiciones en los reactores

enzimáticos pueden ser desfavorables para las enzimas (temperatura> pH,

presencia de impurezas inactivantes, abrasión, etc. ), la mayor parte de

ellas no son suficientemente estables en las condiciones de operación. Sin

embargo, se conoce relativamente poco sobre los mecanismos de

desactivación> por lo que encontrar métodos para aumentar la estabilidad

resulta frecuentemente tarea compleja.

Entre las posibles causas de la pérdida de actividad enzimática el

calor es, con diferencia, la principal en los reactores industriales, ya

que> a menudo, es necesario operar a elevadas temperaturas, con el fin de

aumentar la conversión y evitar la contaminación microbiana, Aunque los

detalles del mecanismo de desnaturalización térmica de las enzimas no

están totalmente esclarecidos, si se conocen determinados aspectos. Por

ejemplo, no existe ninguna duda de que la inactivación térmica implica im-

portantes cambios conformacionalesen las moléculas de proteína debido g

la ruptura de parte de los enlaces de hidrógeno y a veces, incluso de los

enlaces sulfuro, que contribuyen al mantenimiento de las estructuras se—

cundaria y terciaria> y cuando la poseen, de la cuaternaria y que son res-

ponsables de su actividad específica. A consecuenciade estos cambios las

moléculas de proteína resultan parcialmente deformadas como se observa en

la figura 2.4 (Klibanov, 1983). Por el contrario, tras la

desnaturalización térmica no suelen presentarse importantes cambios en los

enlaces covalentes que forman la base de la proteína. Si una disolución

caliente de proteína se enfría lentamente, hasta su temperatura biológica

habitual, puede tener lugar el proceso inverso o renaturalización, con

restauración de la función de la enzima.

La cinética del proceso de desnaturalización puede describirse

mediante diferentes mecanismos, más o menos complejos. Los más sencillos

consisten en suponer un paso directo desde un estado inicial, con una de-

terminada estructura activa> hasta una final, totalmente inactiva. La

cinética de este tipo de proceso es, generalmente, irreversible y de pri-

mer orden> según una expresión de la forma:
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dE =kE E2. 23]
dt d

donde E representa la actividad de la enzima y 1< la constante cinética de
d

desactivación. Este tipo de mecanismo> “en un paso”> resulta adecuadopara

describir la desactivación de moléculas de enzima que posean una única

configuración activa> por lo que su destrucción es suficiente para hacer

desaparecer la actividad enzimática (Reiner, 1969).

DESNATURALIZACION

Configuración original
Secuencia de aminoácidos

(forma activa)
(estructura primaria>

Configuración original

(forma activa)

Figura 2.4. Esquema de desnaturalización y renaturalización de una enzima

En ocasiones, debido a la compleja naturaleza de las moléculas de en-

zima, la constante de desactivación, k> del proceso de primer orden pro-

puesto, no permanececonstante> pudiendoaumentaro disminuir con el tiein-

PO (Cardoso, 1978; O’Malley, 1973; Lemputten, 1974; Badana, 1980).

Recientementese ha demostrado (Gianfreda, 1964; Greco> 1985) que la

desnaturalización puede ocurrir también a través de una serie de mecanis-

mos que implican la existencia de una estructura nativa que otorga a la

enzima su actividad, una interraedia, de actividad variable, y una final,

totalmente degradada. La estructura intermedia no es única, sino que está

constituida por una distribución de diferentes estructuras activas en

equilibrio. Además, la actividad específica total de estas estructuras in-

termedias puede ser tanto mayor como menor que la de la enzima inicial.

RENATURALIZACION



2. INTRODUccION 33

2.5. INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Las enzimas inmovilizadas se definen como enzimas confinadas

físicamente o localizadas en una determinada región del espacio con reten-

ción de su actividad catalítica y que pueden ser utilizadas repetidamente

y de forma continuada.

Existen diferentes formas de clasificar los distintos tipos de enzi-

mas inmovilizadas. Kennedy y Cabral (1983), proponen una clasificación ba-

sada en una combinación de la naturaleza de la interacción responsable de

la inmovilización y la naturaleza del soporte que se presenta en la figura

2.5, en la que aparecen los métodos de inmovilización más comúnmente uti-

lizados.

2.5.1. METODOSPARA LA INMOVILIZACION DE ENZIMAS

:

Durante los últimos años el número de métodos para la inmovilización

de enzimas ha aumentado de forma espectacular. A continuación se describen

los más habituales.

1) Atrapamiento:

El método de inmovilización por atrapamiento se basa en la oclusión

de la enzima en el interior de una membrana o matriz de polímero con el

fin de impedir la pérdida de proteína permitiendo la entrada de sustrato y

salida de producto. Esto restringe la aplicación del método a reacciones

que implican moléculas de sustrato y producto relativamente pequeñas.

Puesto que la enzima no se une a la membrana o matriz, el método se

puede aplicar a cualquier tipo de enzima sin pérdida apreciable de sus

propiedades y escasa destrucción de su actividad biológica. El atraparnien-

to se puede subdividir en atrapamiento en un gel> atrapamiento en fibra y

microencapsulación.

a) Atrapamiento en un ~

Consiste en la obtención de una forma insoluble de la enzima por

atrapamiento de la misma en el interior de los espacios intersticiales du—
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rante la formación de un gel de polímero. El bloque de gel resultante pue-

de dispersarse posteriormente mediante tratamientos mecánicos en

partículas del tamafio deseado(figura 2.6 a).

b) Atrapamiento en fibra

:

Este método constituye el atrapamiento de la enzima en las microcaví—

dades de fibras sintéticas. Presentaalgunasventajas sobre el atrapamien—

to en gel. El uso de fibras muy finas proporciona grandes superficies es-

pecificas para la unión de la enzima, las fibras son resistentes a los

ácidos y basesfuertes, a las altas fuerzas iónicas y a algunos disolven-

tes orgánicos y> en función del polímero utilizado> presentan alta resis-

tencia al ataquede los microorganismos (figura 2.6 b y c).

c) Microencapsulación

:

Las enzimas microencapsuladasse forman confinando las enzimas en

membranassemipermeablesde polímero con forma esférica y diámetros en el

intervalo entre 1—100 nn.

Este método de inmovilización presenta dos desventajas importantes:

la posible inactivación de la enzima durante la microencapsulación y la

necesidadde altas concentracionesde enzima. Las principales ventajas del

método son: gran superficie específica y posibilidad de inmovilización si-

multánea de varias enzimas en un paso único (figura 2.6 d).

u) Inmovilización sobre soportes sólidos:

La unión de una enzima a un soporte sólido es el método más antiguo y

más utilizado para la inmovilización de enzimas. Dependiendo de la forma

en que se lleve a cabo la unión entre la enzima y el soporte, puede subdi-

vidirse en: adsorción física> enlace iónico, quelación o enlace metálico y

unión covalente. En cualquiera de estos métodos la selección del tipo de

enlace así como del soporte insoluble empleado es de gran importancia. El

soporte ideal para una aplicación determinada seria aquel capaz de facili-

tar la formación del complejo enzima—sustrato, de disminuir la inhibición

por producto> de modificar el pH óptimo al valor deseado, de aumentar la

estabilidad térmica de la enzima y de permitir que la enzima inmovilizada

sea facilmente recuperable para su reutilización.
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a) Adsorción física

:

La adsorción física fue el primer método artificial empleado para in-

movilizar enzimas (Nelson y Griffin, 1916). Constituye la técnica de inmo-

vilización más sencilla y esta basada en la adsorción física de las

moléculas de enzima sobre la superficie de la matriz sólida empleada como

soporte (figura 2.6 e).

Al no existir reacción química> los cambios configuracionales obser-

vados en la enzima tras el proceso de inmovilización son prácticamente nu-

los obteniéndose una especie inmovilizada que conserva gran parte de la

actividad de la disolución enzimática empleada para la inmovilización~

El factor que influye de manera más importante sobre la cantidad de

enzima inmovilizada es la concentración de enzima puesta en contacto con

cada unidad de superficie de soporte durante el proceso de inmovilización.

La actividad inmovilizada aumenta al hacerlo la concentración de enzima

acercándosea un valor asintótico que indica la saturación del soporte pa-

ra valores elevados de concentración enzimática. El tiempo y la temperatur

ra son también parámetros importantes en este proceso de inmovilización>

particularmente cuando se emplean soportes porosos en los que la difusión

ejerce un papel importante en el proceso de inmovilización,

Entre las principales desventajasde este tipo de proceso destaca la

desorción de la proteína durante su utilización debido a las débiles fuer-

zas que unen enzima y soporte (enlaces de hidrógeno, fuerzas de Van der

Waals, interacciones hidrofóbicas> etc. ). Esta desorción provoca una im-

portante pérdida de actividad catalítica y contaminación de los productos,

La velocidad de desorción aumenta con el contenido en sales o la concen-

tración de sustrato.

b) Enlace iónico

:

La inmovilización vía enlace iónico se basa en la unión de moléculas

de enzima a soportes sólidos que contengan residuos de intercambio iónico,

La principal diferencia entre el enlace iónico y la adsorción física es la

fuerza con la que la enzima se une al soporte, mucho mayor en el caso del

enlace iónico aunque menor que en el covalente.
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Puesto que este método de inmovilización requiere condiciones suaves

de pH y temperatura, los cambios conformacionales producidos en la proteí-

na son escasos, obteniéndose altas actividades inmovilizadas.

c) Quelación o unión metálica

:

Una técnica relativamente nueva de inmovilización consiste en la uti-

lización de compuestos de metales de transición para activar la superficie

del soporte y unirlo directamente a la enzima, sin previa derivatización

del soporte activado> mediante la formación de quelatos.

Este método fue desarrollado por Kennedy y Doyle (1973), utilizando

soportes de diferente naturaleza como celulosa, gelatina, alginato

cálcico, sílice, etc. Los metales empleadosincluyen titanio (III y IV) y

circonio (IV) que son capaces de formar óxidos e hidróxidos poliméricos.

Aunque este método se define como una quelación o por algunos autores

como la formación parcial de un enlace covalente, puede existir desorción

al ser sometido el complejo a las condiciones de operación o a un largo

periodo de almacenamiento.

d) Enlace covalente

:

Se basa en la unión covalente de las enzimas a matrices insolubles y

constituye la técnica más utilizada y por lo tanto una de las más investi-

gadas en lo que se refiere a la inmovilización, La selección de las condi-

ciones de inmovilización por enlace covalente es más difícil que en los

otros métodos descritos y, a menudo, implica técnicas más complicadas y

condiciones menos suaves, sin embargo> las preparaciones enzimáticas son

muy estables y no existen prácticamente pérdidas de enzima al medio en

presencia de sustrato o de soluciones con alta concentración fónica (figu-

ra 2.6 f).

La inmovilización de una enzima por unión covalente a un soporte debe

implicar sólo grupos funcionales de la enzima que no sean esenciales para

su acción catalítica, además> no se pueden utilizar agentes que puedan

afectar a su unión al sustrato o a los centros activos de la enzima, Se ha
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descrito un gran número de métodospara alcanzar grandes actividades de la

preparación de enzima inmovilizada resultante, evitando las reacciones de

inactivación con los residuos aminoácidos de los centros activos. Entre

ellos se pueden destacar:

1— Unión covalente de la enzima en presencia de un inhibidor competi-

tivo o de sustrato.

2— Formación de un complejo enzima—inhibidor reversible que se une

covalentemente a la matriz

3— Modificación química de la enzima soluble cuya unión a la matriz

se realiza a través de los nuevos residuos incorporados.

4— Empleo de un zimógeno precursor,

La amplia variedad de reacciones de unión y de portadores con grupo

funcional capaces de llevar a cabo una unión covalente, o de ser activados

para dar alguno de estos grupos, lo convierten en un método de inmoviliza-

ción aplicable de forma general. Sin embargo, la complejidad de la compo-

sición y la estructura de las proteínas no permite> salvo en casos espe-

ciales> la aplicación de recetas generales o la posibilidad de seleccionar

previamente el método más adecuadoen cada caso.

Las enzimas son heteropolímeros constituidos por más de veinte

aminoácidosdiferentes, la mayor parte de los cuales poseengrupos funcio-

nales que pueden ser utilizados para su unión con la matriz soporte (tabla

2.5). Sin embargo, aún cuando la inmovilización se realice a través de uno

de estos residuos> pueden producirse modificaciones en la estructura de

las proteínas, con pérdida de la actividad enzimática.

Los grupos funcionales de los portadores que pueden reaccionar direc-

tamente con la enzima aparecen en la tabla 2.6, junto con el grupo de la

enzima con el que pueden reaccionar. Sin embargo, la mayor parte de los

soportes utilizados no poseen estos grupos reactivos pero tienen grupos

hidroxilo, amino, amida o carboxilo que requieren una activación tras la

cual pueden ser utilizados en la inmovilización. Las reacciones desarro-

lladas para llevar a cabo la activación de los soportes se pueden clasifí—
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car en los siguientes grupos:

1) Diazotación

2) Formación de un enlace amida

3) Alquilación y arilación

4) Formación de una base de Schiff

5) Reacción de lJgi

6) ReaccioneSde amidinación

7) Intercambio tiol—disulfuro

8) Interacciones mercurio—enzima

9) Acoplamiento inducido por radiación ~

TABLA 2.5

RESIDUOS REACTIVOS DE LAS PROTEíNAS

¡Residuo Aminoácido original

--NIi2 c—Amino de la L—lisina y N—terminal del grupo amino
—Sil Tiol de la L—cisteina
‘--dkOOll Carboxilo del L—aspartatoy L—glutamato y

C—terminal del grupo carboxilo

Grupo fenólico de la L—tirosína01

II Nl]

Y”,

N NIl

—5—5-—

~ N
II

CiIrS Grupo tioéter de la L—metionifla
—CLI,OlI Ilidroxilo de la L—serina y L—treonina

Grupo guanidino del L—arginato

Grupo imidazol de la L—histidina

Disulfuro de la L—cisteina

Grupo indol del L—triptófaflo
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TABLA 2.6

GRUPOSFUNCIONALES DE LOS PORTADORESQUE PUEDENREACCIONARDIRECTAHENTE

CON LA ENZIMA Y GRUPODE ESTA CON EL QUE REACCIONAN
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iii) Entrecruzamiento:

Este método se basa en la formación de enlaces covalentes entre las

moléculas de enzima, mediante el empleo de agentes bí o multifuncionales

que conducen a agregados entrecruzados de tres dimensiones, totalmente in-

solubles en agua por lo que no es necesario el empleo de soportes insolu-

bles. Este método implica la adición de la cantidad adecuada de agente de

entrecruzamiento a una disolución de enzima en las condiciones que conduz-

can a la formación del mayor número de enlaces covalentes multiples. Las

condiciones óptimas para obtener la máxima insolubilidad con la máxima re-

tención de actividad deben determinarse por el método de prueba y error ya

que es poco frecuente el conocimiento de las estructuras primaria, secun-

daría y terciaria de las enzimas para predecir las mejores condiciones que

produzcan la mínima alteración de las mismas durante su reacción para for-

mar el complejo insoluble (figura 2.6 g).

El agente utilizado en el entrecruzamiento debe poseer dos grupos

funcionales idénticos (agente homobifuncional) o dos o más grupos funcio-

nales diferentes (agente heterobio o heteromultifuncional) siendo los se-

gundos más frecuentes en la unión de enzimas a soportes insolubles que en

las reacciones de entrecruzamiento intermolecular. Los principales agentes

empledos contienen:

1) Grupos funcionales carboxilo que reaccionan con residuos L—lisina

mediante la formación de bases de Schiff.

2) Grupos diazo que reaccionan con residuos L—lisina, L—histidina,

L—tirosina, L—arginina o L—cisteina por reacciones de acoplamiento

diazo.

3) Grupos isocianato que reaccionan con residuos básicos de los ami-

noácidos mediante la formación de un enlace amida.

4) Derivados alquilyodados que reaccionan con residuos nucleófilos

mediante reacciones de alquilación.

5) Vodoacetamidas que reaccionan con residuos L—cisteina.
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Las principales desventajas del método de entrecruzamiento, que lirní—

tan de forma importante su utilización> son: las dificultades para contro-

lar la reacción, la necesidad de grandes cantidades de enzima, gran parte

de la cual pierde su actividad por reacciones que tienen lugar en su cen-

tro activo y la naturaleza gelatinosa del producto final.

2.5.2. SELECCION DEL METanO DE INMOVILIZACION

:

Aunque se han desarrollado numerosas técnicas de inmovilización para

gran variedad de enzimas> se puede afirmar que no existe un método que

pueda ser considerado el método universal para todas las aplicaciones y

todas las enzimas. Esto es debido a las grandes diferencias de composición

y características químicas entre ellas; diferentes propiedades de los pro-

ductos y sustratos y los muy distintos usos a los que el producto de la

inmovilización puede ser destinado. Sin embargo, para cada aplicación de

una enzima inmovilizada es preciso encontrar un procedimiento sencillo y

barato que conduzca a un producto con buena retención de actividad y alta

estabilidad operacional.

A pesar de ello, dada la abundante información existente sobre las

características de las matrices soporte y sobre los efectos de los métodos

de inmovilización utilizados, es posible hacer algunas generalizaciones

que pueden ser utilizadas como base para la selección de un método que

pueda ser aplicable para un caso especifico, sin que puedan darse

garantías de éxito. Además es frecuente que sea necesario ensayar más de

un método antes de conseguir el proceso más eficaz. En la tabla 27 se

presenta un breve resumen de las ventajas y desventajas de los métodos de

inmovilización más habituales.

Cuando la inmovilización va acompañada de reacción química, como en

el caso de entrecruzamientoo enlace covalente, los cambios conformacióna

les en la molécula de proteína deben minimizarse para evitar la parcial

desactivación debida a la participación del centro activo en la reacción

de inmovilización. Esto requiere la utilización de las condiciones más

suaves posibles para llevar a cabo la inmovilización. Sin embargo, una vez

que una enzima ha sido inmovilizada con éxito mediante un método químico,

la estabilidad operacional del producto es alta, debido a la fuerza de los

enlaces entre las moléculas de enzima (en el caso del entrecruzamiento) o
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entre la enzima y el soporte (en el caso del enlace covalente), El entre-

cruzamiento no es un método recomendable para aplicaciones industriales a

gran escala> debido a la escasaestabilidad mecánicadel producto final.

La adsorción física> el enlace iónico y la quelación o unión metálica

son más atractivos para la inmovilización enzimática debido a las suaves

condiciones que implica la reacción de unión. Sin embargo, como las fuer-

zas de enlace son, generalmente, más débiles que en los métodos químicos

de enlace, la estabilidad operacional es baja debido a la pérdida de enzi-

ma al medio por cambios en la concentración iónica, el pH, la

concentración de sustrato o la temperaturadel medio de reacción. Por otra

parte, utilizando estas técnicas de inmovilización puede ser viable la re-

cuperación del soporte.

Cuando se emplea el método de inmovilización por atrapamiento, se al-

canzan elevadas retenciones activas> ya que no existe enlace entre la en-

zima y el soporte, pero pueden existir importantes limitaciones debidas a

problemas difusionales con sustratos y/o productos de gran tamaño. Por es-

ta razón el uso de este método debe limitarse a reacciones que impliquen

moléculas de sustrato y producto de pequeño tamaño.

2.5,3. SELECCION DEL SOPORTE

En la selección del soporte deben considerarse su composición, morfo-

logía (tipo de superficie y estructura interna) y el método de inmoviliza-

ción que vaya a ser empleado, con el fin de conseguir que la enzima inmo-

vilizada posea la máxima actividad en el medio de reacción. En la tabla

2.8 se recogen los principales soportes empleados en la innovilización en-

zimática, clasificados según su morfología y su composición química.

La morfología del soporte es muy importante, especialmenteen lo que

concierne a la superficie específica y al tamaño y geometríade los poros.

Así, los soportes no porosos tienen un área específica pequeña, pero no

presentan problemas difusionales. Por el contrario, los soportes porosos

tienen un área específica mucho mayor pero gran parte de esta superficie

es interna, y dado que los sustratos suelen ser macromoléculasorgánicas>

la difusión interna puede ser la etapa controlante del proceso. Sin embar-

go> las enzimas retenidas en la superficie interna de los poros se encuen-
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TABLA 2.8

PRINCIPALES SOPORTESEMPLEADOSEN LA INMOVILZIACION ENZIMATICA

- CLASIFICACIONtIORFOLOGICA:

ir SOPORTESNO POROSOS

it SOPORTESPOROSOS

- CLASIFICACION QUIMICA:

Ii SOPORTESORGANICOS:

1) Polímeros naturales:

— Polisacáridos: celulosa, remolacha> dextrano, agar y aga—

rosa, alginato, carraginato, chitina y chitosan.

- Proteinas: colágeno, gelatina, albúmina, seda.

- Minerales de carbón

11) Fol lineros sintéticos:

— Poliestireno

- Tipo poliacrilato: poliacrilatos y polimetacrilatos, po—

liacrilamida, hidroxialquilmetacrilatos> glicidilmetacrí—

latos> poliamidas -

- Otros tipos: polímeros de anhídrido maléico, polímeros de

vinilo.

It SOPORTESINORGANICOS:

1> Minerales:

— Arcillas: atapulgita, bentonita

— P±edra pómez

Ji) Materiales manufacturados:

— Cristales: tamaño de poro controlado, no porosos

— Metales: óxidos de tamaño de poro controlado

— Cerámicos
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tran más protegidas de las condiciones ambientales y del ataque microbia-

no.

También deben considerarselas características intrínsecas del sopor-

te y de su naturaleza orgánica o inorgánica. Los soportes inorgánicos son

muy rígidos y prácticamente no existe posibilidad de deformación> además,

existe riesgo de abrasión en reactores agitados o tubulares. Los soportes

orgánicos son más flexibles y elásticos> pudiendo resistir mejor a la

abrasión. Por el contrario son más susceptibles al ataque microbiano que

los inorgánicos.

La influencia del método de inmovilización es decisiva, principalmen-

te cuando se requieren grupos funcionales específicos para la formación de

un determinado enlace. De igual forma> la ulilización de adsorción física

requiere soportes porosos de tamaño de poro suficientemente elevado para

aumentarsu eficacia.

2.5.4. EFECTO DEL METODODE INMOVILIZACION SOBRE LA CINETICA Y LAS PROPIE-ET
1 w
517 429 m
559 429 l
S
BT


DADES ENZIMATICAS

El proceso de inmovilización puede modificar tanto la cinética como

otras propiedadesde las enzimas> provocandohabitualmente una disminución

de la actividad específica de las mismas. Estos cambios en la actividad

enzimática puedenconsiderarsedebidos a diferentes factores:

a) Efectos conformacionales: cuando se producen cambios conformacio-

nales en las moleculas de enzima> debido a modificaciones de los

aminoácidos que constituyen el centro activo de la misma; cambios en la

estructura protéica de la enzima y/o cambios en su carga.

b) Efectos estéricos: cuando el tamaño del sustrato y la enzima puede

afectar a la interacción entre ellos.

c) Efectos particionales: relacionados con la naturaleza química del

soporte empleado como matriz, el cual puede provocar interacciones elec-

trostáticas o hidrofóbicas entre la matriz y especiesde bajo peso molecu-

lar presentesen el medio,
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d) Efectos difusionales: relacionados con la resistencia al transpor-

te del sustrato desde el seno de la disolución hasta los centros activos y

con la difusión de los productos de reacción hasta la disolución. Estas

resistencias difusionales se pueden clasificar en: efectos de transferen-

cia de materia intraparticular o interna, cuando la enzima esta inmovili-

zada sobre una matriz porosa> o efectos de transferencia de materia ínter—

particular o externa> cuando se produce entre el seno de la disolución y

la superficie externa de la partícula.

Los cambios observadosen las propiedadesenzimáticas son el resulta-

do de la combinación de estos factores> si bien, es difícil determinar la

medida exacta en que influye cada uno de ellos.

Entre los cambios más importantes producidos por la inmovilización

enzimática cabe señalar:

1) Modificación de los parámetros cinéticos: Constante de tnichaelis y ve-

locidad máxima de reacción:

La constante de Michaelis, K , puede verse modificada por la inmoví-
m

lización de la enzima, aumentandoo disminuyendo dependiendo del método

empleado para la inmovilización. El primer efecto es el más frecuente de-

bido generalmente a la aparición de efectos difusionales tanto externos

como internos> a problemas de impedimento estérico y a cambios conforma—

cionales, siendo estos últimos más frecuentes en las técnicas de inmovili-

zación por formación de enlace covalente en las que se produce la modifi-

cación química de la enzima.

La velocidad máxima de reacción, r , se modifica menos frecuente-

mente que la constante de Michaelis si bien se han observadodisminuciones

de la misma de hasta 1/10 (Usarai, 1973).

Ii) Perfil de actividad frente al pH:

Cuando una enzima se inmoviliza sobre un determinado soporte pueden

aparecero no cambios tanto en su pH óptimo como en su perfil de actividad

frente al pH. Estos cambios dependen de la carga eléctrica de la proteina

que constituye la enzima y/o de la carga del soporte. En el método de ½—
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movilización por formación de un enlace> el comportamiento de la enzima

puede verse modificado aunqueno exista resistencia a la transferencia de

materia, debido a efectos particionales causadospor diferencias de con-

centración de las especies con carga existentes en el medio> causadas por

interacciones electrostáticas con las cargas fijadas sobre el soporte. Una

de las principales consecuenciasde estos efectos de partición es un des-

plazamiento del PH óptimo y del perfil de pl-? hacia valores más alcalinos o

más ácidos para matrices con carga negativa o positiva, respectivamente

(Goidstein, 1976). También hay casos en los que no existe modificación del

pH óptimo tras la inmovilización pero si variación en los perfiles de pH,

con un ensanchamientoo un estrechamientode los mismos (Filipusson, 1970;

l3ernfield, 1969). Un ensanchamientedel perfil de pH puede explicarse con-

siderando un aumento de la resistencia de la enzima a los cambios de pH

tras la inmovilización. Este fenómenoes habitual en enzimas unidas coya-

lentemente a un soporte o atrapadasen un gel. Las enzimas atrapadassobre

polimeros neutros no suelen presentar modificaciones en el pH óptimo ni en

su perfil.

iii) Perfil de actividad frente a la temperatura:

En algunas ocasiones> la inmovilización de una enzima sobre un deter-

minado soporte implica una variación de la temperatura óptima de reacción

de la misma. La temperatura óptima de las enzimas inmovilizadas por atra—

pamiento en geles y en algunas ocasiones unidas iónica o covalentemente al

soporte puede verse aumentada debido a efectos difusionales en el caso de

soportes porosos, que protegen a la enzima contra la desnaturalización, ya

que la temperaturaen el microentorno de la partícula matriz—enzima es me-

nor que en el seno de la disolución.

Sin embargo> se ha observado también disminución de la temperatura

óptima de la enzima (Morí, 1973) e incluso con bastante frecuencia ningún

cambio en las mismas (Chibata, 1979).

iv) Estabilidad frente a la temperatura y al almacenamiento:

La influencia de la inmovilización sobre la desnaturalización térmica

ha sido motivo de abundantesestudios, existiendo todo tipo de resultados

(aumento, disminución y no modificación de la misma) siendo un aumento de



2, INTaonuccIoH so

la estabilidad el efecto más frecuente.

Aunque no es posible establecer una correlación entre la estabilidad

térmica y el método de inmovilización, se ha observado que los métodos de

enlace covalente y atrapamientoconducenen general a especies inmoviliza-

das con un importante aumento de estabilidad térmica, mientras que la ma-

yor parte de las enzimas inmovilizadas por adsorción física y enlace

lónico presentan una disminución de la misma.

La estabilidad térmica a bajas temperaturas (menores de 4 oC) se co-

noce como estabilidad al almacenamientoy es un parámetro muy importante

en lo que se refiere al diseño de sistemas enzimáticos inmovilizados. La

mayor parte de las enzimas inmovilizadas por enlace covalente presentan un

importante aumento de su estabilidad al almacenamiento, debido probable-

mente, a la fuerza de los enlaces establecidos entre el soporte y la enzi-

ma.

2.5.5. INMOVILIZACION DE LA ENZIMA (3—GLUCOSIDASA

Como se ha comentado en apartados anteriores, la (3-glucosidasa es el

componente minoritario del complejo celulasas producido por el hongo

Trichoderma reesei. Por ello> y a fin de evitar la inhibición que provoca-

ría una elevada concentración de celobiosa en el medio de reacción y de

aumentar la conversión del proceso de sacarificación, es preciso comple-

mentar dicho complejo celulasas con (3—glucosidasa obtenida a partir de

otros organismos> ya comentados con anterioridad> en forma libre o inmovi-

lizada. La ¡3—glucosidasa presenta la ventaja, frente al resto de las enzi-

mas del complejo celulasas, de atacar a un sustrato soluble (celobiosa)

siendo por tanto adecuada para la inmovilización porque tanto producto co-

mo sustrato pueden difundirse a través de la matriz soporte. Además el uso

de (3—glucosidasa inmovilizada permite su reutilización en diferentes pro-

cesos de sacarificación. Por otra parte, un método de inmovilización ade-

cuado puede aumentar su estabilidad térmica y su tiempo de vida media.

Existe un gran número de trabajos publicados sobre inmovilización de

(3—glucosidasa. A continuación se han considerado los de mayor interés.
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Rao y col. (1983) inmovilizaron (3—glucosidasadel hongo Penicillium

funiculasun sobre poliamida utilizando glutaraldehido como agente de an-

claje, obteniendo retenciones activas próximas al 50>/O. Actividades inmovi-

lizadas mucho más bajas (1—10%) alcanzaron Bissett y col. (1978 a) al in-

movilizar (3—glucosidasa de Aspergillus níger sobre chitosan utilizando

también glutaraldehido como agente de anclaje, sin embargo, la enzima in-

movilizada presentó un importante aumento de estabilidad térmica. Utili-

zando la misma enzima sobre diferentes soportes porosos, I4oodward y I-Iolh—

part (1982) lograron inmovilizar el 80% de la actividad enzimática, con un

importante aumento de la estabilidad térmica. Este aumento fue observado

también, al inmovilizar la enzima sobre membranasde ultrafiltración y gel

de poliamida (Alfani, 1987) pero con retenciones activas mucho más bajas,

del 2 y 26%, respectivamante.

La inmovilización por microencapsulaciónen partículas de alginato,

proporciona soportes de alta estabilidad térmica y al almacenamiento(Hat—

teau, 1982 a y b).

Inmovilizando todo el complejo celulasas procedente de Trichoderm4’

reesei sobre diferentes soportes porosos CSepharosa, partículas de cristal

de tamaño de poro controlado) activados con CNBr, Fadda y col (1984) ob-

tuvieron retenciones activas variables según la concentración de enzima en

el medio> comprendidas entre 75 y 90% para bajas concentraciones y 34 y

‘11% para altas.

Empleando un método de entrecruzamientopor vía fotoquímica> Miyairi

(1978) consiguió inmovilizar el 40% de la actividad (3—glucosidasade al-

mendras en láminas de alcohol polivinilico. Dicha enzima inmovilizada pre-

sentaba modificaciones en su pH óptimo y en su estabilidad térmica a 60

OC> que aumentaba en un 50% (del 14 al 21% de actividad residual tras 30

minutos de incubación) respecto de la enzima libre. Al utilizar glutaral—

dehido como agente de anclaje (Miyairi, 1979) observó un ligero aumento de

la retención activa (del 40 al 46%) y las mismas modificaciones anteriores

del pH óptimo y la estabilidad. Barker y col. (1971) comprobó que al uti-

lizar celulosa microcristalina como soporte para la inmovilización de

(3—glucosidasade almendras, la actividad inmovilizada dependía del pl-? al

que la inmovilización tenía lugar. La enzima así inmovilizada presentaba

un importante aumento de la estabilidad térmica a 37 ‘C ya que tras cuatro
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días de incubación mantenía un 38% de su actividad inicial mientras que la

enzima libre la había perdido en su totalidad. Bajas actividades inmovili-

zadas obtuvieron también Saddler y col. (1982) al inmovilizar esta misma

enzima sobre geles de alginato cálcico mediante formación de un enlace co-

valente (retención activa entre 0.88 y 12%).

El empleo del método de quelación para la inmovilización de

(3—glucosidasa de almendras proporciona resultados variables dependiendo

del compuestometálico empleadoen la activación del soporte poroso uti-

lizado. Kennedy y col. (1976 a y b) observaron que los mejores resultados

se obtenían al emplear compuestos de Fe(III) como agente activante (44% de

retención activa) siendo los más desfavorables los compuestosde Sn(II) y

de V(III) que sólo retenían un 11% de la actividad inicial.

Johansony Mosbach (1974) describen distintas formas de inmovilizar

la (3-glucosidasaen polímeros acrílicos> tanto por confinamiento de la en-

zima en el polímero como por la formación de enlaces covalentes. Mediante

este último procedimiento llevaron a cabo la inmovilización de la enzima

sobre poliacrilamida utilizando glutaraldehido, sobre copolímeros acríla—

mida—2—hidroxietilmetacrilato utilizando bromuro de cianógeno> así como

polimeros de acrilamida—ácido acrílico utilizando carbodiimida soluble en

agua.

Sarkar y Burns (1983) inmovilizaron (3—glucosidasa pura y copolirnerí—

zada con resorcinol sobre tres soportes: k—carragenato, DEAE—celulosa y

membranas de utitrafiltración, obteniendo mayores actividades cuando se

inmovilizaba la enzima copolimerizada.

Cray y Livinstone (1977) utilizaron un método denominado diaminoazo—

tación para inmovilizar (3—glucosidasa, basado en el tratamiento del m—

diaminobencenocon una disolución ácida de nitrito sódico, formándose un

sólido marrón—rojizo, llamado marrón Bismark. Este tratamiento provoca la

creación de enlaces entre los grupos diazo y la enzima, no observándose

variación notable en el perfil de actividades frente al pH y obteniéndose

porcentajes de retención activa próximos al 60%.



2. INTIjOIIIUCCION 53

2.6 OBJETO Y ALCANCE DE LA PRESENTE INVESTIGACION

En el Departamento de Ingeniería Química de la Facultad de Ciencias

Químicas de la Universidad Complutense de Madrid, se inicié hace algunos

años una línea de investigación sobre el aprovechamiento de residuos lig-

nocelulósicos abundantes en España, como la paja de distintos cereales y

residuos de azucareras, mediantehidrólisis enzimática.

Dentro de dicha línea se enmarca el presente trabajo que incluye la

inmovilización de (3—glucosidasa sobre diferentes soportes mediante dife-

rentes métodos de inmovilización, el estudio de su desnaturalización por

efecto de la temperatura y la hidrólisis de celobiosa con dicha enzima

tanto libre como inmovilizada.

El programa de investigación planteado incluye las siguientes etapas:

1) Selección del método de inmovilización y del soporte más adecuado

para la inmovilización de f3—glucosidasautilizando como criterios de se-

lección la retención de actividad y la estabilidad térmica a 50’.C.

2) Selección de la fuente más adecuadade la f3—glucosidasa.

3) Estudio de las variables de inmovilización con el soporte, el

método y la enzima seleccionadospreviamente.

4) Estudio de la estabilidad térmica a diferentes temperaturas tanto

de la enzima libre como de la inmovilizada.

5) Estudio de las variables que influyen sobre la hidrólisis de celo—

biosa con (3-glucosidasa tanto libre como inmovilizada:

— Temperatura

- pH

— Concentración de glucosa y celobiosa

- Agitación

— Actividad de la disolución enzimática o del complejo enzima—

soporte.
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6) Estudio cinético de la desnaturalización térmica.

7) Estudio cinético de la hidrólisis de celobiosa.

54
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3. 1. INCUBADORA

Los experimentos de desactivación e hidrólisis tanto de las enzimas

en su forma libre como inmovilizada se llevaron a cabo en una incubadora

termostatizada con agitación orbital, situando en su interior erlenmeyers

de 250 cm3 de capacidad.

La incubadora consta de los siguientes elementos:

- Cámara de incubación:

De dimensiones 56x116x78.5 cm. Las paredes se encuentran aisladas

térmicamentey dispone de un ventilador para favorecer la circulación in-

terna del aire con el fin de conseguir una temperatura uniforme.
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En su interior lleva acoplada una plataforma con soportes metálicos
3

intercambiables para matracesde 250 y 1000 cm

— Sistema de agitación:

Consiste en una excéntrica conectadaa un motor de 1/8 CV de poten-

cia, que produce el movimiento de la plataforma según una órbita elíptica.

Dispone de un reostato para controlar la velocidad de agitación, que

puede variarse entre O y 500 r.p.m.> midiéndose dicha velocidad mediante

un tacómetro.

— Sistema de control de la temperatura:

Incluye los siguientes elementos: Un elemento calefactor consistente

en una resistencia eléctrica, conectado a un termómetro de contacto que

permite controlar la temperatura con una precisión de ±0,5 C, pudiéndo

variarse desde la temperaturaambiente hasta 80 oc.

El aparato dispone de un termostato adicional de seguridad que entra

en funcionamiento en caso de avería del principal. Así mismo> existe un

sistema de alarma que impide que, en caso de avería de ambos termostatos,

la temperatura supere la indicada como consigna para la alarma.

3.2. BAE4O TERMOSTATICO

Para la medida de las actividades enzimáticas, así como para la inmo-

vilización de la enzima sobre los diferentes soportes> se utilizó un baño

termostático orbital de precisión SELECTA UNITRONIC 320 OR que consta de

los siguientes elementos:

- Cuerpo del aparato:

De 37x80x34 cm con doble pared, la exterior pintada al horno y la in-

tenor de acero inoxidable> dotado de un grifo de desagUe para el líquido

termostático.
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— Sistema de agitacion:

Constituido por una cubeta móvil inmersa en el liquido termostático,

con agitación por vaivén y regulación electrónica de la velocidad de agi-

tación entre O y 150 r.p.m.

La cubeta dispone de una gradilla con muelles tensores que permiten

adaptar cualquier tipo de frascos y matraces.

— Sistema de calefacción:

La calefacción del liquido termostático (agua destilada) se realiza

mediante una resistencia eléctrica blindada de 1600 w, con vaina de acero

inoxidable.

La regulación y control de la temperatura se lleva a cabo mediante un

sistema de termopar y relé> que permite mantener la temperatura del

líquido termostático en el valor elegido con una precisión de ±0.2 C.

Asimismo se dispone de un agitador de turbina impulsado por una bomba

que provoca la turbulencia necesaria para conseguir la homogeneidad de

temperatura en el bafio termostático.

Los experimentos realizados a temperaturas comprendidas entre 4 y 20

C se llevaron a cabo con ayuda de una unidad de refrigeración 1-1GW LAUDA

K2R con el fin de mantentener el agua del baño terniostático a la tempera-

tura deseada. La unidad de refrigeración consta de una cubeta de refrige-

ración de 4 litros de capacidad, en el interior de la cual se situa el

serpentín encargado de la refrigeración, por cuyo interior circula el

liquido refrigerante. El agua del baño termostático es bombeada hasta la

cubeta de refrigeración donde se enfría devolviéndose nuevamente al bafio
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4A. MATERIALES

i) Enzimas:

Las enzimas comerciales utilizadas fueron:

*

— (3—glucosidasa de almendras, 6-8 UI /mg sólido. FLIJKA

— Complejo enzimático celulasa de Trichoderma viride tipo IV,
**

0. 12 UI ¡mg sólido, SIGMA.

— Complejo enzimático celulasa de Aspergillus níger,
**

5. 1 UI ¡‘mg sólido, SIGMA.

— Complejo enzimático celulasa de Penicililuin fund culosum.
**

4.3 UI /mg sólido, SIGMA.

60
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— Complejo enzimático celulasa de Neurospora crassa cell—1,
* •*

3. 1 UI ¡mg sólido> cedida por la Unidad de Biotecnología de la

Universidad de Leeds (U. K.

Ji) Soportes:

- Zeolita SA> SUPELCO

- Zeolita 13X, QUIMIDROGA, S.A.

— Zeolita Y, sintetizada y caracterizada en nuestros laboratorios.

— Sepiolita coloidal, TOLSA.

— Gel de sílice, para cromatografía. MERCK.

— Sílice precipitada, Silicagel—6O, tamaño de partícula 80—200 pm.

MERCK.

— Poliamida 114 para cromatografía en capa fina. MERCK.

iii) Otros reactivos:

- Tetrafluoroborato de trietiloxonio, puro 95%. FLUKA

— Etijendiamina> 99.9%. SIGMA.

— Acido cítrico> Normapur. PROLABO.

— p—Nitrofenil—j3-D—glucósido (PNPG), pureza superior al 98%. SIGMA.

— Glutaraldehido> solución acuosa al 25>/. para síntesis. MERCK

— Tetracloruro de titanio> químicamente puro. MERCK

— Hidróxido sódico, químicamente puro. PANREAC.

— Diclorometano, para cromatografía líquida, riqueza mínima 99. 8%.

PANREAC

— Acetonitrilo, para cromatografía líquida, riqueza mínima 99.77..

SCHARLAU.

— Celobiosa, para fines bioquímicos. MERCK.

— Glucosa anhidra (dextrosa)> químicamente pura. PROBUS.

* La Unidad Internacional (UY> de actividad ¡
3—glucosidasa se define co-

mo el nómero de pmoles de p—nitrofenol liberados por unidad de tiempo uti-

lIzando como sustrato p—nhtrofenil.-)S—D—qluoósido a ph 4.8 y 50 C.

** La Unidad InternacIonal <ur> de actividad celulásica so define corno el

número de gmoles de glucosa liberados por unidad de tiempo utilizando como

susirato celulosa a pH 5 y 37 ,C.
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4.2. PROCEDIMIENTO

4.2.1. INMOVILIZACION POR ADSORCTON

:

El proceso de inmovilización por adsorción de las enzimas sobre los

diferentes soportes incluye las siguientes etapas:

1) Se prepara una disolución de la enzima, con la actividad deseada,

en tampón citrato 0.1 M (pH48).

3
2) Se introducen en un matraz de 250 cm 0.5 gramos del soporte> 10

3 3

cm de tampón citrato 0.1 M y 2,5 cm de la solución enzimática previamen-
te preparada.

3) Se incuba durante el tiempo deseado en un baño termostatizado a

temperatura constante.

4) Transcurrido el tiempo de inmovilización se separa la enzima inmo-

vilizada por filtración utilizando una placa porosa de 0.45 pm de tamaño.

de poro. Se lava repetidamente con tampón citrato hasta que las aguas de

lavado no presenten actividad enzimática.

5) Mediante el método descrito en el apartado 9.1 del apéndice se mi-

de la actividad enzimática tanto de la enzima inmovilizada como de las

aguas de lavado.

4.2.2. INMOVILIZACION POR ENTRECRUZAMIENTOCON GLUTARALDEHIDO

El método de inmovilización sobre los diferentes soportes por entre-

cruzamiento incluye los mismos pasos que el de adsorción, con la unica va-

riación de la adición de 0.5 ml de una disolución acuosa de glutaraldehido

al 25% en el segundo paso.

4.2.3. INMOVILIZACION SOBRE SíMICA GEL-60 POR FORMACIONDE UNION METALICA

CON TiCí
4—

La inmovilización de las enzimas sobre Silicagel—60 mediante la for-

mación de un enlace metálico se llevó a cabo en dos pasos según el método

descrito por Kennedy (1982), que se detalla a continuación:
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1) Activación del soporte:

Se disuelven 0.5 g de soporte en 5 ml de TiC]. y se agitan a tempera—
4

tura ambiente. Se introduce la mezcla en un desecador con hidróxido sódico

durante 30 minutos y posteriormente se lleva a sequedad total en un horno

a 45 0C (24 horas aproximadamente).

El soporte activado con titanio se lava repetidamente con agua desti-

lada para eliminar el metal no reaccionado.

Posteriormente se pone en contacto dicho soporte con una disolución

de glutaraldehido al 57. en volumen en tampón citrato (5 ml/g soporte) a

temperatura ambiente durante 1 hora.

El soporte se lava repetidamente con tampón citrato hasta eliminar

todo el glutaraldehido no reaccionado.

2) Unión de la enzima al soporte activado:

El derivado carbonilo formado en el paso anterior se pone en contacto

con 2.5 ml de disolución enzimática de actividad conocida y 10 ml de

tampón citrato a 4 0C durante 2 horas. Finalizado el tiempo de inmoviliza-

ción la enzima se separa por filtración como en el caso de inmovilización

por adsorción midiéndose la actividad tanto de la enzima inmovilizada como

de las aguas de lavado.

4.2.4. INMOVILIZACION MEDIANTE FORMACION DE UN ENLACE COVALENTE SOBRE

NYLON EN POLVO

:

La inmovilización de las diferentes enzimas sobre nylon en polvo se

llevó a cabo mediante un método basado en el desarrollado por Horris

(1975) para la inmovilización de hexoquinasa y glucosa—6—

fosfatodeshidrogenasa sobre tubo de nylon 6:6. El procedimiento implica

las siguientes etapas:
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1) 0—alqullaclón:

Se pesan 0.5 g de nylon en polvo y se lavan con acetona con el fin de

eliminar la posible humedad. Se mezclan con 2.5 ml de tetrafluoroborato de

trietiloxonio al 12.5% en diclorometano y se agita durante 15 minutos a

tempertaura ambiente El soporte O—alquilado se lava repetidamente con di—

clorometano.

2) Amino—activación:

Se adicionan al soporte o—alquilado 5 ml de etilendiamina agitándose

a temperatura ambiente durante el tiempo necesario para la total aminoac—

tivación del mismo. Se filtra con placa porosa y se lava repetidamente con

agua destilada.

3) Activación con giutaraldehido:

Sobre el soporte aminoactivado se adicionan 5 ml de disolución de

glutaraldehido en tampón citrato de concentración conocida y se agita a

temperatura ambiente durante el tiempo necesario. Transcurrido este, y con

el fin de eliminar el glutaraldehido no reaccionado, se lava bien el so-

porte con tampón citrato quedando así preparado para la inmovilización.

4) Inmovilización de la enzima:

Para inmovilizar la enzima sobre el soporte activado se adicionan 2.5

ml de disolución enzimática y 10 ml de tampón citrato en un matraz de 250
3cm - Se incuba en un baño termostatizado a temperatura constante durante

un cierto tiempo Posteriormente, la enzima inmovilizada se separa por

filtración y se lava repetidamente con tampón citrato hasta ausencia total

de actividad enzimática en las aguas de lavado,

La actividad de la enzima inmovilizada así como la de las aguas de

lavado se mide mediante el procedimiento indicado en el apartado 9. 1 del

Apéndice.
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4.2.5. ESTUDIO DE LA ESTABTI..IDAD TERMICA DE LAS ENZIMAS

Para llevar a cabo el estudio de la estabilidad térmica tanto de las

enzimas libres como inmovilizadas se siguió el siguiente procedimiento:

Se suspenden 100 mg de la enzima libre (0.5 g de soprte con enzima

Inmovilizada en el segundo caso) en 100 ml de tampón citrato en un erlen-
3

meyer de 250 cm . Se analíza la disolución enzimática tal y como se des-

cribe en el apartado 9. 1 del apéndice con el fin de conocer su actividad

Inicial. Se mantiene a temperatura y agitación constantes en una incubado-

ra orbital. A tiempos determinados se toman muestras de 0.5 ml y se mide

su actividad ¡3—glucosidasa tal y como se describe en el apartado 9.1, del

Apéndice.

4.2.6. ¡IIDROLISIS ENZIMATICA

:

El proceso de hidrólisis enzimática de celobiosa se lleva a cabo

según las siguientes etapas:

1— Se preparan 100 ml de una disolución enzimática en tampón citrato
3

de actividad conocida en un erienmeyer de 250 cm . En el caso de utilizar

enzimas inmovilizadas se suspende el soporte de actividad conocida en 100

mi de tampón citrato,

2— Se adiciona la cantidad de celobiosa necesaria para lograr la con-

centración inicial de celobiosa deseada,

3— Se introduce el erlenmeyer en una incubadora orbital,

manteniéndose constantes tanto la velocidad de agitación como la tempera-

tura.

4— A tiempos determinados se extraen muestras de 1 ml en las que se

determinan las concentraciones de glucosa y celobiosa mediante cromatogra-

fía de líquidos de alta presión> tal y como se describe en el apartado 9.2

del Apéndice.
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5. RESULTADOSEXPERIMENTALES

En los resultados experimentales que se presentan en este apartado,

se utilizan las siguientes expresiones para la actividad:

Actividad de ~3—gíucosidasa I½re {~jj. Representa la actividad

enzimática de la ¡3—glucosidasa disuelta en un medio liquido. Se ex-

presa en Unidades Internacionales por ml de disolución (tu/mí),

Actividad de (3—glucosidasa Inmovilizada lA ½ Representa la actividad
1

enzimática de la (3—glucosidasa retenida sobre el soporte tras la in-

movilización. Se expresa en Unidades Internacionales por gramo de so-

porte (UI/g)
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Actividad específica (a): Actividad f3-glucosidasa expresada en UI

presente en cada mg de proteína (complejo enzimático celulasa)

Retención activa fl%)j Representa el tanto por ciento de la actividad

de la disolución inicial retenido sobre el soporte:

A* C
= 1 5 * ~ ESí]

A

donde C representa la concentración de soporte en g/ml
5

Dichas actividades enzimáticas se han determinado utilizando p-

nitrofenlíglucósido como sustrato, como se describe en el Apéndice, apar-

tado 9.1.

5.1. EXPERIMENTOSPREVIOS

SAi. SELECCION DEL SOPORTEY DE LA TECHICA DE INMOVILIZACION

Se llevaron a cabo experimentos de inmovilización de ¡3—glucosidasa

pura de almendras consistentes en la fijación de esta enzima sobre un to-

tal de diez soportes diferentes utilizando las técnicas de adsorción y en-

trecruzamiento empleando glutaraldehido como agente de anclaje.

Asimismo> se llevaron a cabo experimentos de inmovilización de

[3—glucosidasa sobre sílice precipitada por formación de una unión metálica

con TICJ y sobre nylon en polvo por formación de un enlace covalente,
4

Los resultados obtenidos en todos estos experimentos se resumen en

las tablas 5.1, a 5.3, en las que se indican las condiciones de inmovili-

zación empleadas.

Con el fin de tener mayor información a la hora de seleccionar el so-

porte y el método de inmovilización más adecuados para la f3—glucosidasa, y

dado el interés industrial que presenta la estabilidad de la enzima duran-

te largos periodos de tiempo para poder reutilizarla en procesos de

hidrólisis de celobiosa, se realizaron experimentos de estabilidad térmica

a 50 0C con los dos soportes que presentaban una mayor retención activa,
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sílice precipitada y nylon en polvo, obtenidos por los diferentes métodos

de inmovilización empleados. Los resultados obtenidos así como las condi-

ciones de inmovilización empleadas en cada experimento, se presentan en

las tablas 5.4 a 5.6. En la tabla 5.4 se presentan, asimismo, los resulta-

dos obtenidos al estudiar la desactivación térmica a so c de la

¡3—glucosidasa de almendras libre.

5.1.2. INFLUENCIA DEL ORIGEN DE LA ~—GLUCOSIDASAEMPLEADA EN LA INMOVILI

—

ZACION

Con el fin de estudiar el efecto que un cambio en el tipo de

¡3—glucosidasa empleada podría tener sobre la inmovilización, se realizó

una serie de cinco experimentos de estabilidad térmica a 50 C, inmovili-

zando (3—glucosidasa pura de almendras dulces y el complejo celulasas de

los hongos Trichoderma reesei, tieurospora crassa, Penlcilliwn funiculosum

y Aspergillus níger, si bien en estos últimos casos sólo se consideró la

variación de la actividad t3—glucosidasa.

Los resultados obtenidos así como las condiciones de inmovilización

empleadas se presentan en la tabla 5.7.

5.2. INMOVILIZACION DE f3-GLUCOSIDASA DE Peniclillun funiculosuin SOBRE NY-

LON EN POLVO

5.2.1. INFLUENCIA DE LAS VARIABLES DE INMOVILIZACION

Una vez seleccionados el soporte y el método de inmovilización así

como la fuente de f3—glucosidasa (complejo celulasas de Penioillium funlcu—

Iosum) que proporcionan los mejores resultados en la inmovilización, se

realizó una serie de experimentos sobre la influencia de las distintas va-

nabíes en los procesos de activación del soporte y de inmovilización pro-

píamente dicha.

5.2.1.1. Repetitividad de resultados:

En primer lugar, se realizaron cuatro experimentos en los que se man-

tuvieron constantes todas las variables de operación con el fin de compro-

bar la reproducibilidad de los resultados obtenidos al inmovilizar
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(3—glucosidasa sobre nylon en polvo.

En la tabla 5.8 se presentan los resultados obtenidos y las condicio-

nes de inmovilización utilizadas.

5.2.1.2. Activación del soporte:

1) AI4INOACTIVACION:

Se llevaron a cabo un total de doce experimentos destinados a estu-

diar la influencia del tiempo de aminoactivación y de la concentración de

etilendiamina utilizados sobre la actividad inmovilizada y la retención

activa.

Los resultados obtenidos y las condiciones de inmovilización utiliza-

das en cada caso, se presentan en las tablas 5.9 y 5.10.

II) ACTIVACION CON GLUTARALDEHIDO:

Se realizaron un total de ocho experimentos con el fin de estudiar la

influencia del tiempo y de la concentración de giutaraldehido utilizadas

en la activación, manteniendo constantes el resto de las variables.

Los resultados obtenidos y las condiciones empleadas en la inmovili-

zación se presentan en las tablas 5.11 y 5,12.

5.2.1.3. Inmovilización propiamente dicha:

Se realizaron experimentos destinados a conocer la influencia de las

variables más importantes sobre el proceso de inmovilización. Las varia-

bles estudiadas fueron el tiempo, la temperatura y la actividad inicial de

la disolución enzimática.

Los resultados obtenidos en los diferentes experimentos> así corno las

condiciones de inmovilización utilizadas, se presentan en las tablas 5.13

a 5.15,
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A partir de los resultados anteriores se eligieron las siguientes

condiciones de inmovilización como óptimas> manteniéndose constantes en el

resto de la experimentación:

- Activación del soporte:

O—aiquilaclón:

— TEMPERATURA>T : Ambiente
Tr

- VOLUMENTETRAFLUOROBORATODE TRIETILOXONIO, V 2.5 ml
TV

- TIEMPO DE ACTIVACION t : 15 mm.
TT

- CONCEN. TETRAFLUOROBORATODEL TRIETILOXONIO, C : 12.5% y/y en Cl CI!
TI’ 2 2

Amino—activación:

- TEMPERATURA, T : Ambiente
EDA

— VOLUMENDE ETILENDIÁMINA V : 5 ml
50 A

- TIEMPO DE ACTIVACION, t : 120 mm.
EDA

- CONCENTRACIONDE ETILENDIAMINA, C 100%
EDA

Activación con giutaraldehido:

— TEMPERATURA>T : Ambiente
OLU

- VOLUMENDE GLUTARALDEHIDO, V : 5 ml
GUI

- TIEMPO DE ACTIVACION, t 15 mm.
OLU

- CONCENTRACIONDE GLUTARALDEHIDO> C : 125% y/y en agua
OLU

— Inmovilización propiamente dicha:

- TEMPERATURA, T : 25 0C
1

- VOLUMENDE DISOLUCION, V : 12,5 ml
1

— TIEMPO DE INMOVILIZACION t : 15 horas
1

- ACTIVIDAD DE LA DISOLUCION ENZIMATICA, A : 1.036 tuI/ml
o

5.3. ESTABILIDAD TERMICA DELA (3-GLUCOSIDASA DE J’enicllllum funlculosum

5.2.1. DESACTIVACION TERMICA DE LA ENZIMA LIBRE

:

Se llevó a cabo un conjunto de ocho experimentos de una duración

aproximada de 24 horas a temperaturas comprendidas entre 30 y 70 0C, En

dichos experimentos se utilizó (3—glucosidasa disuelta en tampón citrato>

determinándose la variación de la actividad de f3—glucosidasa del complejo

celulasas de Peniclílluin funiculosuin de las mismas a lo largo del tiempo.
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Los resultados experimentales se presentan en las tablas 5,16 a 5.23.

5.3.2. DESACTIVACION TERMICA DE LA ENZIMA INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

:

Se llevaron a cabo cinco experimentos de una duración aproximada de

24 horas a temperaturas comprendidas entre 30 y 70 0C, en los que se estu-

dió la variación con el tiempo de la actividad de (3—glucosidasa inmovili-

zada,

Los resultados alcanzados se resumen en las tablas 5.24 a 5.28.

5,4, IIIDROLISIS ENZIMATICA DE CELOBIOSA CON (3—GLUCOSIDASA DE Penicillium

fun i cuí osum

5.4.1. HIDROLISIS CON (3—GLUCOSIDASALIBRE

:

1) INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA:

Con objeto de estudiar la influencia de la temperatura de operación

sobre la hidrólisis enzimática de celobiosa con ¡3—glucosidasa libre se

1 leyó a cabo una serie de cinco experimentos, a temperaturas comprendidas

entre 30 y 70 0C.

En las tablas 5.29 a 5.33 se detallan los resultados obtenidos así

como las variables de operación utilizadas en los experimentos.

II) INFLUENCIA DE LA GONCENTRACIONINICIAL DE CELOBIOSA:

Se realizaron cinco experimentos de hidrólisis a 60 0C en los que se

varió la concentración inicial de celobiosa en el medio de reacción entre

2 y 25 mM.

Los resultados obtenidos se presentan en las tablas 5.32 y 5.34 a

5. 37.
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III) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE GLUCOSA:

Con el fin de determinar la influencia que la presencia de glucosa en

el medio ejerce sobre la hidrólisis enzimática, se realizaron cuatro expe-

rimentos en los que se varió la concentración inicial de glucosa en el me-

dio entre O y 20 mM.

En las tablas 5,32 y 5.38 a 5.40 se presentan los resultados obteni-

dos, así como las condiciones en que se realizó cada uno de los experimen-

tos.

IV) INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD DE ¡3-GLUCOSIDASA:

Se realizó una serie de cuatro experimentos en los que se varió la

actividad (3—glucosidasa inicial de la disolución enzimática añadida al me-

dio de reacción entre 0.3 y 4 UI/mí.

Los resultados obtenidos y las condiciones en las que se llevó a cabo

cada experimento se detallan en las tablas 5.32 y 5,41 a 5.43.

y) INFLUENCIA DEL pU:

Con el fin de estudiar la influencia del pH del medio sobre la velo-

cidad de reacción, se realizaron tres experimentos en los que se varié el

pi! entre 3,5 y 6.3.

En las tablas 5,32, 5.44 y 5.45 se presentan los resultados obtenidos

y las condiciones de operación en las que se llevaron a cabo los experi-

mentos de hidrólisis.

5.4,2. HIDROLISIS CON (3-GLUCOSIDASA INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

:

1) INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE AGITACION:

En primer lugar y debido a que en el caso de la hidrólisis con enzima

inmovilizada esta se encuentra retenida sobre un soporte sólido, es posi-

ble que existan problemas de difusión externa de los reactivos o de los
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productos y por lo tanto que la velocidad de agitación pueda influir sobre

la cinética de hidrólisis, A fin de determinar esta influencia, se reali-

zaron tres experimentos> uno de ellos sin agitación y los otros dos con

una velocidad de agitación de 200 y 400 r.p.m.

En las tablas 5.46 a 5.48 se detallan los resultados obtenidos mante—

niéndo constantes las restantes condiciones de operación.

II) INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA:

Con objeto de estudiar la influencia de la temperatura de operación

sobre la hidrólisis enzimática de celobiosa con ¿3—glucosidasa inmovilizada

sobre nylon en polvo se llevó a cabo una serie de cinco experimentos> a

temperaturas comprendidas entre 30 y 70 0C.

En las tablas 5.’17 y 5.49 a 5.52 se detallan tanto los resultados ob-

tenidos como las restantes variables de operación utilizadas en los expe-

rimentos.

III) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE CELOBTOSA:

Se realizaron cinco experimentos de hidrólisis a 60 0C en los que se

varló la concentración inicial de celobiosa en el medio de reacción entre

2 y 25 mM.

Los resultados obtenidos se presentan en las tablas 5.47 y 5.53 a

5. 56.

IV) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE GLUCOSA:

Con el fin de determinar la influencia que la presencia de glucosa en

el medio ejerce sobre la hidrólisis enzimática, se realizaron cuatro expe-

rimentos a 60 0C en los que se varió la concentración inicial de glucosa

en el medio entre O y 20 rn?-1.

En las tablas 5.47 y 5.57 a 5.59 se presentan los resultados obteni-

dos, así como las condiciones en que se realizó cada uno de los experimen-

tos.
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y) INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL DE j3-GLUCOSIDASA:

Se realizaron tres experimentos en los que, con el fin de estudiar la

influencia de la actividad enzimática inmovilizada sobre el proceso de hi-

drólisis , se varió la concentración de soporte, de actividad 17,5 Uf/gr

entre 0.06 y 0.24 g de soporte/ml de disolución.

Los resultados obtenidos y las condiciones en las que se llevó a cabo

cada experimento se detallan en las tablas 5.47, 5.60 y 5.61.

VI) iNFLUENCIA DEL pl!:

Con el fin de estudiar la influencia del pH del medio sobre la velo-

cidad de reacción, se realizaron tres experimentos en los que se varió el

pH entre 3.5 y 6. 3.

En las tablas 5.47, 5.62 y 5.63 se presentan los resultados obtenidos

y las condiciones de operación en las que se llevaron a cabo los experi-

mentos de hidrólisis.
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TABLA 5.1

INMOVILIZACION DE (3-GLUCOSIUASA DE ALMENDRAS POR ADSORCION

SOBRE DIFERENTES SOPORTES

— Temperatura de inmovilización: 25 0C

— pl-!: 4.8

- Actividad inicial de la disolución enzimática: L125 UI/mí

(C ):
5

40 g/l— Concentración de soporte
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TABLA 5.2

INMOVILIZACION DE (3-GLUCOSInASA DE ALMENflRAS POR ENTRECRUZAMIENTO

CON GLUTARALDEHIDOSOBRE DIFERENTES SOPORTES

— Temperatura de inmovilización: 25 0C

— pH: 4.8

— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.125 UI/mí
- Concentración de soporte (C 3: 40 g/i

5

— Concentración de glutaraldehido: 0.5 X y/y en agua
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TABLA 5.3

INMOVILIZACION DE (3-GLUCOSIUASA DE AlMENDRAS SOBRE DIFERENTES

SOPORTESPOR FORMACIONDE UN ENLACE ENZIMA—SOPORTE

CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA LA SíLICE PRECIPITADA:
- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INPIOVILIZACION DE LA ENZIMA:

- T : 45 0C - T : 4 0C
sEcADO 1

—t
SECADO

24 horas — t 2 horas
1

-C : 15%v/venHCl
Ticí

4
CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA EL NYLON EN POLVO:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:

— 0—ALQUILACION:
II. C = 12.5% y/y Cl CH

TT 2 2
I~ t = 15 mm.

TT
II y = 2.5 ml

TT

- AMINOACTIVACION:
41C = 100%

EDA

4 t = 120 mm.
EDA

IV =Sml
ElIA

- ACTIVACION CON GLUTARAL:
it C ~,= 5% g

O

* t =l5min.
CLII

it V = 5 ml
CLI,

- INNOVILIZACION DE LA ENZIMA:
— T = 4 0C

1

— pH: 4.8

— A : 1.125 UI/mí
o

- C : 40 g/l
5

SOPORTE A (UI/g)1 11 (7.)

Sílice precipitada

Nylon en polvo

15. 609

17.156

55.5

61.0
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TABLA 5.4

DESACTIVACION TERMICA DE (3-GLUCOSIDASA DE ALMENDRASINMOVILIZADA

POR AUSORCIONSOBRE SíLICE PRECIPITADA Y NYLON EN POLVO

CONDICIONES DE INMOVILIZACION:
— Temperatura: 25 0C
— pH: 4.8
— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.125 UI/mí
— Concentración del soporte: 40 g/l

CONDICIONES DE DESACTIVACION:
— Temperatura: 50 0C
- pH: 4,8
— Concentración del complejo enzima—soporte (sílice): 0.075 g/ml
— Concentración del complejo enzima-soporte (nylon): 0.20 g/ml
— Actividad del complejo enzima—soporte (sílice): 14.29 UI/g
— Actividad del complejo enzima—soporte (nylon): 5.54 UI/g

t(horas)
‘4 ACTIVIDAD INICIAL

Enzima libre Soporte: Sílice Soporte: Nylon

0,0 100,0 100.0 100.0

2.0 98.5 85.0 80.0

4.0 96.0 48.5 59.0

10.0 39.5 20.2 40.0

24.0 8.0 13.0 22.0

30,0 ‘1.0 12,8 21.6

40,0 0.0 12.7 21.4
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TABLA 5.5

DESACTIVACION TERMICA DE (3-GLIICOSIDASA INMOVILIZADA POR ENTRECRUZAMIENTO

CON GLUTARALDEHIDOSOBRE SíLICE PRECIPITADA Y NYLON EN POLVO

CONDICIONES DE INMOVILIZACION:
— Temperatura: 25 0C
— pH: ‘1.8
— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.125 tuI/ml
— Concentración del soporte: 40 g/l
— Concentración de glutaraldehido: 0,5 ‘4 y/y en agua

CONDICIONES DE DESACTIVACION:
- Temperatura: 50 0C
— pH: 4.8
— Concentración del complejo enzima—soporte (sílice): 0.08 g/ml
— Concentración del complejo enzima—soporte (nylon): 0.083 g/ml
— Actividad del complejo enzima—soporte (sílice): 13.84 UI/g
— Actividad del complejo enzima—soporte (nylon): 13.28 UI/g

t(horas)
‘4 ACTIVIDAD INICIAL

Soporte: Sílice Soporte: Nylon

0.0 100.0 100,0

2.0 87.0 92.0

4,0 66.5 81.5

10.0 51.8 62.0

24.0 42.0 61.0

30.0 40.0 61.0

40.0 39,5 60.8
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TABLA 5.6

DESACTIVACION TERMICA DE (3-GLUCOSIDASA INMOVILIZADA SOBRE

SíLICE PRECIPITADA Y NYLON EN POLVO

POR FORMACIONDE UN ENLACE ENTRE EL SOPORTEY LA ENZIMA

CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA LA SíLICE PRECIPITADA:
- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

- T : 45 0C — T : 4 0C
SECADO

—t
SECA 00

-C
lic’

24 horas — t : 2 horas

15 % en [¡Ci

CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA EL NYLON EN POLVO:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:

— 0—ALQUILACION:
4 C = 12.5% y/y Cl CH

TT 2 2

* 15 mm.

4 V = 2.5 ml
TT

- AMINOACTIVACION:
MC = 100%

EDA

4 t = 120 mm.
LOA

•ffV =5m1
ElIA

- ACTIVACION CON GLUTARAL:
* C = 5% y/y agua

OLU

#t iSmin.
o LU

4V =Sml
OLU

- INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
— T = 4 0C

— pH: 4.8

— A : 1.125 tuI/ml
o

- C : 40 g/l
5

CONDICIONES DE DESACTIVACION:
- Temperatura: 50 0C
— pl!: 4.8
— Concentración del complejo enzima—soporte (sílice): 0.07 g/ml
— Concentración del complejo enzima—soporte (nylon): 0.064 g/ml
— Actividad del complejo enzima—soporte (sílice): 15.61 UI/g
— Actividad del complejo enzima—soporte (nylon): 17.16 UI/g

t(horas)
~4ACTIVIDAD INICIAL

Soporte: Sílice Soporte: Nylon

0.0 100.0 100.0

2.0 90.0 98.5

4.0 80.0 96.0

10.0 76.5 94.5

24.0 72.0 90.5

30.0 71.8 89.4

40.0 71.9 86.4
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TABLA 5.7

ESTABILIDAD TERMICA DE (3-CLUCOSIDASA PROCEDENTEDE DIFERENTES

FUENTES INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

CONDICIONES DE INHOVILIZACION PARA EL NYLON EN POLVO:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:

- 0-ALQUILACION:
* C = 12.5% y/y Cl CH

TI’ 2 2

it t = 15 mm.
rT

it V = 2.5 mi
T 1?

- AMINOACTIVACION:
* C = 100 ‘4

ElIA

4 t = 120 mm.
ElIA

4V 5m1
ElIA

- ACTIVACION CON GLUTÁHAL:
* C = 5% y/y agua

CLU

itt =l5min.
CLU

4V 5m1
GLU

- INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
- T = 4 0C

1

— pH: 4.8

- A : 1.125 ¡JI/ml
o

— C : 40 g/l
5

CONDICIONES DE DESACTIVACION:
- Temperatura: SO 0C
— pH: 4.8

Concentración del complejo enzima—soporte (nylon): 0.064 g/ml
Actividad del complejo enzima—soporte (nylon): 17.16 UI/g

t(horas)
‘4 ACTIVInAD INICIAL

T. reesei N. crassa A. niger P. funí.

0.0 100.0 100.0 100.0 1000

1.5 60.5 101.6 91.3 98.3

2.5 51,0 99.2 79.6 98.5

3.5 47.8 100,0 79.6 98.1

24.0 39.6 98,9 75.6 98.2

26.5 38.2 97,5 74.5 97.2

44.0 31.5 94.0 74.9 97.1

46.0 31.7 93.0 73.8 96.7

50,5 30.6 93.0 74,2 96.9

82
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TABLA 5.8

INMOVILIZACION DE (3-GLUCOSIDASA DE Penicilliuni funiculosum

SOBRENYLON EN POLVO: REPETITIVIDAD DE RESULTADOS

CONDICIONES DE OPERACIONI

- ACTIVACION DEL SOPORTE

:

— Temperatura: Temperatura ambiente

1) 0-alquilación:

— Tiempo, t : 15 minutos
TT

— Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, C : 12.5% y/y en Cl CH
TT 2 2

11) Amínoactivaclón:

— Tiempo, t : 120 minutos
ElIA

— Concentración de etilendiamina, C : 1007.
ElIA

111) Activación con glutaraldehido:

— Tiempo, t 15 minutos
QLU

— Concentración de glutaraldehido, C : 5% y/y en agua
CLII

— INMOVILIZACION

:

— Tiempo> t : 15 horas

- Temperatura, T : 25 0C

— Actividad disolución enzimática inicial, A: 0,626 tuI/ml
o

CARACTERíSTICASDEL SOPORTE:

— Masa de soporte: 0.5 g
— Concentración del soporte, C : 40 g/l

5

Experimento A (UI/gr)
y

R (‘4)

1 7.5949 48.53

2 7,6105 48.63

3 7. 6747 49.04

4 7,5589 48.30
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TABLA 5.9

INHOVILIZACION DE (3-GLUCOSIDASA DE Peniciilium funlculosuni

SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE AMINOACTIVACION

CONDICIONES DE OPERACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE

:

- Temperatura: Temperatura ambiente

1) O—alqtillación:

— Tiempo, t : 15 minutos
TT

- Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio,

11) Aminoactivación:

— Tiempo, t : 120 minutos

EDA

111) Activación con glutaraidehido:

— Tiempo, t : 15 minutos
013.1

— Concentración de glutaraldehido, C
GUI

- INMOVILIZACION

:

— Tiempo, t : 15 horas
1

— Temperatura, T : 25 0C

— Actividad disolución enzimática inicial,

CARACTERÍSTICAS DEL SOPORTE:

— Masa de soporte: 0.5 g
— Concentración del soporte, C

5
40 g/l

t (minutos)
ElIA

A (UI/gr)
1

E CX)

0.0 5.5448 35A3

60.0 5.1066 32.63

90,0 6.6888 42.74

120.0 7.6105 48.63

130.0 6.9705 44.54

180.0 3.5103 22.34

84

C : 12.5% y/y en Cl CFI
TT 2 2

5% y/y en agua

A:
o

0.626 UI/mí
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TABLA 5.10

INMOVILIZACION DE (3—GLUCOSIDASADE Penicilllurn funicuiosum

SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONDE ETILENDIAMINA

CONDICIONES DE OPERACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE

:

— Temperatura: Temperatura ambiente

1) 0—alqullación:

— Tiempo, t : 15 minutos
TI’

— Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, C : 12. 5% y/y en Cl CFI
TV 2 2

II) A¡ninoactivaclón:

— Tiempo, t : 120 minutos
EPA

111) Activación con glutaraldehido:

— Tiempo, t : 15 minutos
GLU

— Concentración de glutaraldehido, C : 5% y/y en agua
CLII

- INMOVILIZACION

:

— Tiempo, t : 15 horas
1

- Temperatura, T : 25 0C
y

— Actividad disolución enzimática inicial, A 0.626 tuI/ml
O

CARACTISRISTICASDEL SOPORTE:

- Masa de soporte: 0.5 g
— Concentración del soporte, C : 40 g/l

5

C (Y.)
EPA

A (UI/gr)
y

E CX)

0.0 5.5448 35.43

20..O 4.8765 31.26

40.0 5.5980 35.77

60.0 6.3539 40.63

80.0 6.5339 41.75

100.0 7.6105 48.63
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TABLA 5.11

INHOVILIZACION DE (3-GLUCOSIDASA DE PenlciliiuTn funicuiosum

SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE ACTIVACION

CON GLUTARALDE!-! IDO

CONDICIONES DE OPERACION:

— ACTIVACION DEL SOPORTE

:

- Temperatura: Temperatura ambiente

1) 0—alquilación:

— Tiempo, t : 15 minutos
TT

— Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, C
TT

II) Arninoactivación:

— Tiempo, t : 120 minutos
ERA

— Concentración de etilendiamina, C
ERA

1000/o

111) Activación con glutaraldehido:

— Concentración de glutaraldehido, O : 5% y/y en agua
CLII

— INMOVILIZACION

:

— Tiempo, t : 15 horas

- Temperatura, T : 25 0C
y

— Actividad disolución enzimática inicial, Ao

CARACTERíSTICAS DEL SOPORTE:

- Masa de soporte: 0.5 g
— Concentración del soporte, C5

t (minutos)
GLU

A (UI/gr)
y

R CX)

0.0 6.7452 43,43

15.0 7.6105 48,63

30.0 4.7419 30.34

60.0 1,5963 10.20

86

12.5% y/y en Cl CII
22

0.626 tuI/ml

40 g/l
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TABLA 5.12

INMOVILIZACION DE ¡3—GLUCOSIDASADE Penicillium funiculosuin

SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE GLUTARALDEHIDO

CONDICIONES DE OPERACION:

— ACTIVACION DEL SOPORTE

:

— Temperatura: Temperatura ambiente

1) 0—alquilación:

— Tiempo, t : 15 minutos
TT

— Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, O : 12.5% y/y en Cl CH
‘IT 2 2

11) Amlnoactivación:

— Tiempo, t 120 minutos
EDA

- Concentración de etilendiamina, C 100%
ElIA

111) ActivacIón con glutaraidehido:

— Tiempo, t : 15 minutos
GLU

- INMOVILIZACION

:

— Tiempo, t : 15 horas
1

- Temperatura, T : 25 0C
y

— Actividad disolución enzimática inicial, A: 0.626 UI/mí
o

CARACTERISTICASDEL SOPORTE:

- Masa de soporte: 0.5 g
— Concentración del soporte, C : 40 g/l5

O (‘4)CLII A (UI/gr)
y

II (>1.)

0,0 6.7452 43.13

s:o 7. 5589 48.30

12,5 8.8203 56.36

25.0 7.2882 46,47
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TABLA 5.13

INMOVILIZACION flE (3—GLUCOSIDASAUE PeniciIlium funlcuiosum

SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURADE INMOVILIZÁCION

CONDICIONES DE OPERACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE

:

— Temperatura: Temperatura ambiente

1) 0—alquilación:

— Tiempo, t : 15 minutos
TT

— Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, O : 12.5% y/y en Cl CII
TT 2 2

11) Aininoactlvación:

— Tiempo, t : 120 minutos
EPA

— Concentración de etilendiamina, 0 100%

LOA

III) Activación con glutaraldehido:

— Tiempo, t : 15 minutos
GLU

— Concentración de glutaraldehido, 0 : 12. 5% y/y en agua

CLII

INMOVILIZACION

:

— Tiempo, t : 15 horas
y

— Actividad disolución enzimática inicial, A: 0.626 UI/rnl
o

CARACTERíSTICASDEL SOPORTE:

- Masa de soporte: 0.5 g
— Concentración del soporte, C : 40 g/l

5

T (C) A (UI/gr)
y

11 (‘4)

4 4.5229 28.90

15 6.5261 41.70

25 7. 6105 48.63

35 7.4964 47.90

45 3.1457 20.1



5. RESULTADOS EXPERIMENTALES 89

TABLA 5.14

INMOVILIZACION DE (3-GLUCOSIDASA DE Penicililumn funiculosum

SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE INMOVILIZACION

CONDICIONES DE OPERACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE

:

— Temperatura: Temperatura ambiente

1) O—alquiiación:

— Tiempo, t : 15 minutos
TV

— Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, C 12. 5% y/y en Cl C¡I
TT 2 2

II) Aminoactivación:

— Tiempo, t : 120 minutos
ElIA

— Concentración de etilendiamina, O : 100%
ElIA

III) Activación con giutaraidehido:

— Tiempo, t : 15 minutos
GLII

— Concentración de glutaraldehido, O : 12.5% y/y en agua
CLII

- INMOVILIZACION

:

— Temperatura, T : 25 C
y

— Actividad disolución enzimática inicial, A: 0.626 UI/mí
o

CARACTERISTICAS DEL SOPORTE:

— Masa de soporte: 0.5 g
— Concentración del soporte> O : 40 g/l

5
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TABLA 5.15

INMOVILIZACION DE (3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosum

SOBRENYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA ACTiVIDAD INICIAL DE LA

DISOLUCION ENZIMATICA

CONDICIONES DE OPERACION~

— ACTIVACION DEL SOPORTE

:

— Temperatura: Temperatura ambiente

1) 0—alqullación:

— Tiempo, t : 15 minutos
TT

— Concen. tetrafluoroborato de trietiloxonio, O : 12.5% y/y en Cl CH
TT 2 2

II) Aminoactivación:

— Tiempo, t : 120 minutos
ElIA

— Concentración de etilendiarnina, 0 100%
ElIA

111) Activación con glutaraidehido:

— Tiempo> t 15 minutos
CLII

— Concentración de glutaraldehido, O : 5% y/y en agua
CIII

— INMOVILIZACION

:

— Tiempo, t : 15 horas
Y

— Temperatura> T : 25 ‘C
1

CARACTERÍSTICAS DEL SOPORTE:

— Masa de soporte: 0.5 g
— Concentración del soporte, O : 40 g/l5

A (UI/mí)
o

A (UI/gr)
y

E (‘4)

0.3836 2.2265 23.22

0.6260 7.6105 48,63

0.7688 9.2833 48.50

1.0359 17.2633 66.66

1.2648 17.6835 55.93

1.9754 17.2006 34.83

2.9525 17,6434 23.90
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TABLA 5.16

ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLIJCOSIDASA

DE Penicillium funi cuí osum LIBRE

- pH: 4.8

— Actividad (3—glucosidasa de la disolución enzimática: 1.04 ¡JI/ml

— Actividad específica: 1.17 UI/mg de proteína

- Temperatura: 30 0C

MUESTRA t(minutos) A (¡JI/mí) Act. Residual CX)

0 0 1.040 100.00

1 15 1.062 102.15

2 30 1.076 103.42

3 45 1.094 105.22

/1 60 1,141 109.69

5 120 1.156 111.11

6 180 1.123 108,00

7 455 1,102 106.00

8 1420 0.999 96.15
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TABLA 5.17

ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLUCOSIDASA

DE Penicililuin funiculosum LIBRE

— pH: 4.8

— Actividad (3—glucosidasa de la disolución enzimática: 1.04 UI/rnl

- Actividad específica: 1.17 ¡JI/mg de proteina

- Temperatura: 40 ~C

MUESTRA t(rninutos) A (¡JI/mí) Act. Residual (‘4)

0 0 1.040 100.00

1 15 1.087 104.50

2 30 1.108 106.50

3 45 1.101 105.95

4 60 1.095 105.27

5 120 1.079 103.74

6 180 1.066 102.54

7 455 0.948 91.16

8 1420 0.693 66.66
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TABLA 5.18

ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLUCOSIDASA

DE Penicilliuni funlculosu¡n LIBRE

— pH: 4.8

— Actividad 13-glucosidasa de la disolución enziinática: 1.04 tuI/ml

— Actividad específica: 1.17 UI/mg de proteína

— Temperatura: 45 0C

MUESTRA tCminutos) A <tuI/mí) Act. Residual (Y.)

0 0 1.040 100.00

1 15 1.065 102.44

2 30 1.070 102.88

3 45 1.065 102.24

4 60 1.059 101.90

5 120 1.105 100,97

6 180 1.001 96.27

7 ‘155 0.869 83.56

8 1420 0.564 54.22
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TABLA 5.19

ESTABILIDAD TERI4ICA DE LA (3-GLUCOSIDASA

DE Peniclllium funlculosum LIBRE

— pH: 45

— Actividad (3—glucosidasa de la disolución enzimática: 1.04 tuI/ml

— Actividad específica: 1.17 tuI/mg de proteína

— Temperatura: 50 0C

MUESTRA t(minutos) A (¡JI/mí) Act. Residual (Y.)

0 0 1.040 100.00

1 15 1.044 100.43

2 30 1.043 100.27

3 45 1.032 99.27

4 60 0.993 95,48

5 120 0.977 93.91

6 180 0.922 88,64

7 455 0.822 79.04

8 1420 0.399 38.42
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TABLA 5.20

ESTABILIDAD TERIIICA DE LA (3-GLI.JCOSIDASA

DE Penicillíum funi cuí osuni LIBRE

- pH: 4.8

— Actividad (3—glucosidasa de la disolución enzimática: 1.04 UI/mí

— Actividad específica: 1. 17 UI/mg de proteina

— Temperatura: 55 0C

NUESTRA t(minutos) A (¡JI/mí) Act. Residual (‘1.)

0 0 1.040 100.00

1 15 1.041 100.16

2 30 1.002 96.34

3 45 0.978 94.06

4 60 0.937 90,06

5 120 0.912 87.67

6 180 0.852 81.91

7 455 0.669 64.41

8 1420 0.268 24,83
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TABLA 5.21

ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLUCOSTDASA

DE Penicillium funiculosumLIBRE

— pH: 4.8

- Actividad ¡3-glucosidasa de la disolución enzimática: 1.04 UI/mí

— Actividad específica: 1. 17 UI/mg de proteína

- Temperatura: 60 0C

MUESTRA t(minutos) A Cuí/mí) Act. Residual (‘4)

0 0 1.040 100.00

1 15 1.012 97,30

2 30 0.896 86,19

3 45 0.871 83.75

‘1 60 0.809 77.84

5 120 0.696 66.95

6 180 0.646 62.16

7 455 0.249 23.90

8 1420 0.000 0,00
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TABLA 5.22

ESTABILIDAD TERNICA DE LA (3-GLUCOSIDASA

DE Penlcilllum funlculoswn LIBRE

- pH: 4.8

— Actividad ¡3—glucosidasa de la disolución enzimática: 1.04 tuI/ml

— Actividad específica: 1. 17 UI/mg de proteína

- Temperatura: 65 0C

MUESTRA t(minutos) A (¡JI/mí) Act. Residual (‘4)

0 0 1.040 100.00

1 15 0.889 85.45

2 30 0.819 78.74

3 45 0.770 74.08

4 60 0.653 62.76

5 120 0.463 44.51

6 180 0.359 34.54

7 455 0.056 0.54

8 1420 0.000 0.00
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TABLA 5.23

ESTABILIDAD TERNICA DE LA (3-GLUCOSIDASA

DE Penlcillium funiculosum LIBRE

- pH: 4.8

- Actividad (3-glucosidasa de la disolución enzimática: 1.04 tuI/ml

— Actividad específica: 1. 17 UI/mg de proteina

- Temperatura: 70 ~C

MUESTRA t(minutos) A Cuí/mí) Act. Residual (‘4)

0 0 1.040 100.00

1 15 0.812 78.05

2 30 0.587 56.47

3 45 0.536 51.58

4 60 0.245 23.60

5 120 0.000 0.00

6 180 0,000 0.00

7 455 0.000 0.00

8 1420 0.000 0.00
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TABLA 5.24

ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLUCOSIDASA DE Penlcillium funlculosum

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

- pH: 4.8

— Actividad inicial del complejo enzima-soporte: 17.5 UI/g

Concentración del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

Temperatura: 30 0C

MUESTRA t(minutos) A <UI/g)
1

Act. Residual (‘4)

0 0 17.510 100.00

1 15 17.729 101.25

2 30 17.758 101.42

3 60 17.725 101.23

4 120 17.981 102.69

5 sao 17.582 100.41

6 720 17.802 101,67

7 1500 17.685 101,00
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TABLA 5.25

ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLUCOSIDASA DE Peniclilluma funiculoswn

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

— pH: 4.8

— Actividad inicial del compleja enzima-soporte: 1L5 ¡JI/g

— Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

- Temperatura: 40 0C

MUESTRA t(minutos) A (UI/g)1 Act. Residual (‘4)

O 0 17.510 100,00

1 15 18.018 102.90

2 30 17.878 102. 10

3 60 18.051 103,09

4 120 17.482 99.84

5 500 18.240 104.17

6 720 17.545 100.20

7 1500 17.837 101.87
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TABLA 5.26

ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLUCOSIDASA DE Penlcilllurn funí cuí osum

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

- pH: 4.8

— Actividad inicial del complejo enzima—soporte: 17.5 UI/g

Concentración del complejo enzima—soporte: 0. 06 g/ml

Temperatura: 50 0C

MUESTRA t(minutos) A (UI/g)
1

Act. Residual (‘4)

0 0 17.510 100.00

1 15 17,510 100.00

2 30 17.545 100,22

3 60 17.212 98.30

4 120 17.247 98,50

5 500 17.179 98,11

6 720 17.102 97.67

7 1500 17.099 97.65
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TABLA 5.27

ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLUCOSIDASA DE Penicilliun, funiculosurn

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

pI-!: 4.8

Actividad inicial del complejo enzima—soporte: 17.5 UI/g

Concentración del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

- Temperatura: 60 0C

MUESTRA t(minutos) A (UI/g)
1

Act. Residual (‘4)

0 0 17,510 100.00

1 15 16.727 95.53

2 30 16.183 92.42

3 60 15. 274 87.23

4 120 14.479 82.69

5 500 13.082 74.71

6 720 12.882 73.57

7 1500 12.607 72.00



5. F4ESIILTADOS EXPERIMENTALES 103

TABLA 5.28

ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLUCOSIDASA DE Beni cllliurn funiculosuin

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

— pH: 48

— Actividad inicial del complejo enzima—soporte: 17.5 UI/g

— Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

- Temperatura: 70 0C

MUESTRA t(minutos) A (UI/g)Y Act. Residual (%)

0 0 17.510 100.00

1 15 17.729 86.75

2 30 17.758 78.82

3 60 17.725 70.23

4 120 17.981 62.69

5 500 17.582 53.41

6 720 17.802 52.67

7 1500 17.685 50.65
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TABLA 5.29

IIIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Peniciliiurn funiculoswn

LIBRE: INFLUENCIA DE LA TEMPERATIJRA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 30 ‘0

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución enzirnática: 1.13 tuI/ml

MUESTRA t(minutos) O (mM)
celob.

O (mM)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9,607 0.806 0.040

2 60 9.242 1.521 0.076

3 120 8.196 3.604 0.180

4 180 7.247 5.437 0.273

5 300 5.539 8.917 0,446

6 480 3.711 12.601 0.629

7 600 2.761 14.420 0.724

8 720 1.966 16.079 0.804

9 1000 0,906 18.211 0.909

104
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TABLA 5.30

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON(3—GLUCOSIDASADE ¡‘enicilliuma funiculosuma

LIBRE: INFLUENCIA DE LA TEMPERATtJRA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 40 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1,13 UI/mí

MUESTRA t(minutos) C (mM)
celob.

C (mM)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.565 0.884 0.044

2 60 8.815 2.326 0.1185

3 120 7,641 4.703 0.236

4 180 6.294 7.419 0.371

5 300 4.501 10.956 0.549

6 480 2.615 14.787 0.739

7 600 1,665 16.602 0,834

8 720 1,151 17.701 0.885

9 1000 0436 19.122 0.956
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TABLA 5.31

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-CLUCOSIDASA DE Penicilliuma funiculosuma

LIBRE: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 50 0C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r. p. ni.

— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.13 UI/mí

MUESTRA t(minutos) C (mM)
celob.

O (mM)
gluco

CONVEBSION

o 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.212 1.597 0.079

2 60 8.198 3.619 0.180

3 120 6.472 7.003 0.353

4 180 4.759 10.467 0.524

5 300 2.433 15.143 0.757

6 480 0.632 18.702 0,937

7 600 0.274 19,461 0.973

8 720 0.114 19.783 0.989

9 1000 0.000 19.951 1,000
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TABLA 5.32

1{IDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penicilliuma funiculosuma

LIBRE: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 ~C

— Volumen total: 100 ml

— pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m

— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.13 UI/rnl

MUESTRA t(minutos) O (mM)
celob.

C (mM)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9,065 1.836 0.0935

2 60 7.542 4.965 0.246

3 120 5.521 8.921 0.448

4 180 3.769 12.502 0.623

5 300 1.447 17.106 0.855

6 480 0.243 19.522 0,976

7 600 0.079 19.906 0.992

8 720 0.022 19.997 0.998

9 1000 0,000 20.051 1.000
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TABLA 5.33

1-{IDROLISIS DE CELOBIOSA CON ¡3—GLUCOSIDASADE Penlcllliwn funlculoswn

LIBRE: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 70 0C

— Volumen total: 100 ml

— pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

- Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución enzirnática: 1. 13 UI/mí

MUESTRA tEminutos> O <mM)

celob.

O (mM)

gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.076 1.851 0.092

2 60 8.085 3.842 0.192

3 120 6.932 6.156 0.307

4 180 6.474 7.052 0.353

5 300 6.143 7.714 0.386

6 480 6,098 7.901 0.390

7 600 6.061 7.920 0.394

8 720 6.051 7.942 0.395

9 1000 6.051 7.951 0,395
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TABLA 5.34

IIIDROLISIS DE CELOBIOSA CON ¡3-GLUCOSIDASA DE Penicililumn funiculosulfl

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 ~C

— Volumen total: 100 ml

— pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 2 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

- Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1. 15 UI/mí
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TABLA 5.35

IyIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penicillluni funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 0C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 5 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.15 tuI/ml

MUESTRA t(minutos) C (mil)
celob.

C (mil)
gluco

CONVERSION

0 0 5.000 0.000 0.000

1 30 4.136 1.780 0,173

2 60 3.050 3.918 0.390

3 120 1.567 6.878 0.687

4 180 0,656 8.753 0.869

5 300 0.160 9.800 0,980

6 480 0.006 10.002 0.999

7 600 0.002 10.000 0.999

8 720 0.000 10.004 1.000

9 1000 0.000 10.000 1.000
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TABLA 5.36

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Rení cilIium funlculoswn

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 15 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m

— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.15 tuI/ml

MUESTRA t(minutos) O (mil)
celob.

C (mil)
gluco

CONVERSION

O O 15.000 0.000 0.000

1 30 14.190 1.611 0.054

2 60 12.970 4.098 0.135

3 120 10.740 8.524 0.284

4 180 8.714 12,575 0.419

5 300 5.981 18.017 0.601

6 480 2.801 24.396 0.813

7 600 1.544 26.910 0.897

8 720 0.802 28.412 0.947

9 1000 0.164 29.708 0.989
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TABLA 5.37

IIIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penicililuma funiculosumn

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

— pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 25 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.15 tuI/ml

MUESTRA t(minutos) C (mil)oelob. C (mil)gluco CONVERSION

O 0 25.000 0.000 0.000

1 30 24.490 1.001 0.020

2 60 23.475 3.000 0,060

3 120 22.045 5.968 0.118

4 180 20710 8.610 0.172

5 300 18.380 13.255 0.265

6 480 15.015 19.913 0,399

7 600 13.445 23.110 0.462

8 720 12.420 25.118 0.503

9 1000 7,156 35.605 0.714
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TABLA 5.38

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CONf3-GLIJCOSIDASA DE Penicilliura funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 0C

- Volumen total: 100 ml

— pl!: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa:

- Concentración inicial de glucosa: 5

- Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución

10 mM

mM

enzimática: 1.13 ¡JI/ml

MUESTRA t<minutos) C (mM)
celob.

C (mil)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 5.000 0.000

1 30 9.265 6.400 0.074

2 60 8,142 8.740 0.186

3 120 6.110 12.780 0389

4 180 4.480 16.040 0.552

5 300 2.170 20.666 0.783

6 480 0.512 23.810 0.944

7 600 0.174 24.720 0.986

8 720 0.070 24.840 0.993

9 1000 0.000 25.000 1.000
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TABLA 5.39

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penlciiliumn funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

— pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: 10 mM

- Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

- Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.13 UI/mí

MUESTRA t<minutos) O <mil)
coleE,.

O <mN)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 10.000 0.000

1 30 9,465 11.085 0.054

2 60 8.342 13.325 0.166

3 120 6.512 16.982 0.349

4 180 5.030 19.949 0.497

5 300 2.870 24268 0.713

6 480 0,914 28.185 0.909

7 600 0.377 29.250 0.962

8 720 0.143 29.736 0.986

9 1000 0.024 29.976 0.998
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TABLA 5.40

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON ¡3-GLUCOSIDASA DE Penicilliun> funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: 20 mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.13 tuI/ml

MUESTRA t(minutos) O (mil)
cebE,.

O (mil)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 20.000 0.000

1 30 9.565 20.887 0.044

2 60 8.742 22.540 0.126

3 120 7.212 25.585 0.279

4 180 6.230 27.540 0.377

5 300 3870 32.267 0.613

6 480 1.763 36.460 0.823

7 600 1.077 37.862 0.892

8 720 0.546 38,928 0.946

9 1000 0.200 39.608 0.980
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TABLA 5.41

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLIJCOSIDASA DE Penicilliun> funiculosun>

LIBRE: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL DE ¡3—GLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa:

— Concentración inicial de glucosa: O

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución

10 mM

mM

enzimática: 0.32 tuI/ml

MUESTRA t<minutos) C (mM) C (mM)
giticó

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.867 0.266 0.013

2 60 9.348 1,304 0.065

3 120 8.987 2.030 0.101

4 180 7.998 4.006 0.200

5 300 6,751 6.498 0.325

6 480 5.631 8,740 0,437

7 600 4.879 10.240 0.512

8 720 4.173 11.653 0.583

9 1000 3.568 12.862 0.643
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TABLA 5.42

RIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penicilliumn funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL DE (3—GLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

— pR: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución enzimátíca: 2.07 ¡JI/ml

MUESTRA t(minutos) C (mM>
celob.

O (mM)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0,000

1 30 9.265 1.486 0.074

2. 60 7.742 4.520 0.226

3 120 5.210 9.580 0.479

4 180 3.582 12.846 0.642

5 300 1.072 17.840 0.892

6 480 0.084 19.820 0.992

7 600 0.016 19.960 0,998

8 720 0.000 19.993 1.000

9 1000 0.000 20.002 1.000
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TABLA 5.43

IIIDROLISIS DE CELOBIOSA CON f3-GLIJCOSIDASA DE Penlciliium funiculosum

LIBRE: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL DE (3—GLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pI-!: 4,8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Actividad inicial de la disolución enzimática: 4.00 UI/mí

MUESTRA t(minutos) O <mM)
cebE,.

O (mM)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 8.265 3.478 0.174

2 60 5.842 8.320 0.416

3 120 2.210 15.582 0.779

4 180 0.421 19.161 0.958

5 300 0.006 19.880 0.994

6 480 0.000 19.995 1.000

7 600 0.000 19.998 1.000

8 720 0.000 20.002 1.000

9 1000 0.000 20.003 1.000
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TABLA 5.44

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funicuiosuni

LIBRE: INFLUENCIA DEL pH

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

— pH: 3.5

— Concentración inicial de celobiosa:

— Concentración inicial de glucosa: O

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m

— Actividad inicial de la disolución

10 mM

mM

enzimática:

MUESTRA t(minutos) C (mM)

cebob.

O (mM)

qiuco

CONVERSION

0 0 10.000 0,000 0.000

1 20 9.765 0.476 0,024

2 60 9.142 1,720 0.086

3 120 8,510 2.980 0.149

4 180 7.589 4.824 0.241

5 300 6.577 6.840 0.342

6 480 5.423 9.166 0.458

7 600 4.577 10.836 0.542

8 720 3.872 12.257 0.613

9 1000 2.860 14.820 0.741

1.15 UI/g
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TABLA 5.45

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penlcilliwn funiculosuma

LIBRE: INFLUENCIA DEL pH

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 6.3

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentración inicial de glucosa: 0 mM

- Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

Actividad inicial de la disolución enzimática: 1.15 tuI/g

MUESTRA t<minutos) O (mM)

cebE,.

O (mM)

gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.765 0.480 0.024

2 60 8.542 2.920 0.146

3 120 7.210 5.580 0.279

4 180 5,589 8.824 0.441

5 300 3.377 13.240 0.662

6 480 2.023 15.956 0.796

7 600 1.277 17.446 0.872

8 720 0.872 18.257 0.913

9 1000 0.366 19.265 0.963
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TABLA 5.46

RIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLIJCOSIUASA DE Penicillluni funiculosum

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE AGITACION

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: O r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—soprte: 0.06 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17.5 UI/g

MUESmA t(minutos) O (mM)
cebE,.

O <mil)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0,000 0,000

1 30 9,607 0.786 0.039

2 60 8.165 3.670 0.184

3 120 6.514 6.970 0.349

‘1 180 5,486 9.046 0.451

5 300 3.416 13.168 0.658

6 480 1.560 16.820 0.844

7 600 0.873 18.260 0.913

8 720 0,460 19.083 0.954

9 1000 0.125 19.752 0.988



5. RESULTADOS EXPERIMENTALES 122

TABLA 5.47

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLIJCOSIDASA DE Penicililumn funiculosuma

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE AGITACION

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima soporte: 0.06 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17. 5 UI/g

MUESTRA t(minutos) O (mM)
cebE,,

O (mM)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.207 1.578 0.079

2 60 8.165 3.687 0.184

3 120 6.514 6.980 0.349

4 180 4.987 10.025 0.501

5 300 2.416 15.160 0.758

6 480 0.960 18.076 0.904

7 600 0.473 19.060 0.953

8 720 0,160 19.865 0.984

9 1000 0.025 19.958 0.998
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TABLA 5.48

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON ¡3-GLUCOSIDASA DE Penlclllium funiculosuma

INMOVILIZADA SOBRENYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE AGITACION

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 400 r.p.m.

Concentración del complejo enzima—soporte:

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17.5 tuI/ml

MUESTRA t(minutos) C (mM)
cebE,,

C <mil)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.357 1,308 0.065

2 60 8.183 3.620 0.182

3 120 6.451 7.070 0.355

4 180 4.976 10.046 0.503

5 300 2.100 15.868 0.788

6 480 0,958 18.080 0.904

7 600 0.373 19.060 0.963

8 720 0, 180 19. 683 0.984

9 1000 0.004 20.003 0.998

0.06 g/ml



5. RESULTAlIOS EXPERIMENTALES 124

TABLA 5.49

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON(3-GLIJCOSIDASA DE Peniciliiwn funicu)osum

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 30 0C

- Volumen total: 100 ml

— pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa:

— Concentración inicial de glucosa: O

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17. 5 tuI/ml

10 mM

mM

MUESTRA t(minutos) O (mM)
ccitt,.

O (mM)
giuco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0,000

1 30 9.607 0.788 0.039

2 60 9,442 1.117 0.056

3 120 9.196 1.600 0.080

4 180 8.274 3.455 0.173

5 300 6.539 6.920 0,346

6 480 5.711 9.786 0.489

7 600 4.761 10.480 0.524

8 720 3,960 12.085 0,604

9 1000 2.906 14.178 0.709
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TABLA 5.50

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penicillium funiculosumn

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 40 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17.5 ¡JI/ml

MUESTRA t<minutos) O (mM)

cebE,.

O <mM)

gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.787 0.418 0.021

2 60 9.242 1.517 0.076

3 120 8.465 3.000 0.154

4 180 7.514 4.985 0.249

5 300 5.686 8.620 0.431

6 480 3.416 13.166 0.658

7 600 2.221 15.560 0.778

8 720 1.660 16.685 0.834

9 1000 0.676 18,648 0.932
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TABLA 5.51

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Peniciliiumn funiculoswn

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACION~

- Temperatura: 50 0C

— Volumen total: 100 mi

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

- Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17.5 ¡JI/ml

MUESTRA t(minutos) O (mil)cebE,. C (mil)qUico CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.511 0.988 0.049

2 60 8.465 3.077 0.154

3 120 7.514 4.980 0.249

4 180 5.286 9.415 0.471

5 300 2.916 14.160 0.708

6 480 1.161 17.686 0.884

7 600 0.576 18.840 0.942

8 720 0.276 19.445 0.972

9 1000 0.050 19,900 0.995
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TABLA 5.52

I{IDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-OLIJCOSIDASA DE Penicilliun> funiculosuni

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

CONDICIONES DE OPERACIOA:

- Temperatura: 70 CC

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

- Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

- Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 tuI/ml

M¡JESTRA t(minutos) O <mM)
cebE,.

O (mM)
gbuco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.116 1,758 0.088

2 60 8.165 3.677 0.184

3 120 6.514 6.980 0.349

4 180 4,986 10.025 0.501

5 300 2.916 14.160 0.708

6 480 1.261 17.486 0.874

7 600 0,564 18.880 0,944

8 720 0.260 19.485 0.974

9 1000 0.043 19.921 0.996
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HIDROLISIS DE

INMOVILIZADA

TABLA 5.53

CELOBIOSA CON (3—GLUCOSIDASADE Penicilliwn funiculoswn

SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 OC

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

- Concentración inicial de celobiosa: 2 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 UI/mí

MUESTRA t<minutos) O <mil)
cebob.

O <mM)
gluco

CONVERSION

0 0 2.000 0.000 0.000

1 30 1.607 0.788 0.197

2 60 1.265 1.479 0.368

3 120 0.774 2.453 0.613

4 180 0.544 2.910 0,728

5 300 0.184 3.633 0.908

6 480 0.039 3.923 0.981

7 600 0.013 3.976 0.994

8 720 0.004 4.000 0.998

9 1000 0.000 4.002 1.000

128
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TABLA 5.54

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLIJCOSIDASA DE Penicilliwn funiculosumn

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

— pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 7 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima-soporte: 0.06 g/mI.

Actividad del complejo enzima—soporte: 17. 5 UI/mí

MUESTRA t(minutos) C (mM)
celob.

O (mil)
qUico

CONVERSION

0 0 7.000 0.000 0.000

1 30 6.265 1.468 0.105

2 60 5.774 2.451 0.175

3 120 3.844 6.341 0,451

4 180 2,984 8.022 0.573

5 300 1.346 11.313 0.808

6 480 0,345 13,314 0.951

7 600 0,143 13,706 0,979

8 720 0.064 13.870 0.991

9 1000 0.008 14.002 0,999
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TABLA 5.55

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penlcililwn funiculoswn

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EM POLVO: INFLUENCIA IDE LA CONCENTRACION

INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pI1: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 15 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

Actividad del complejo enzima—soporte: 17.5 UI/mí

MUESTRA t(minutos) C (mM)cebob. O (mil)qUico CONVERSION

0 0 15.000 0.000 0.000

1 30 14.527 0,965 0.032

2 60 13,í30 3.749 0.125

3 120 11.550 6.903 0.230

4 180 9.688 10.610 0.354

5 300 6.462 17.075 0.569

6 480 3.457 23.073 0.769

7 600 1.693 26.616 0.887

8 720 0,942 28,110 0.937

9 1000 0.168 29.672 0,989
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TABLA 5.56

IIIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penicililuma funlculoswn

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

INICIAL DE CELOBIOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 ‘C

— Volumen total: 100 ml

- pI1: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 25 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—soporte:

- Actividad del complejo enzima—soporte: 17.

0.06 g/ml

5 UI/mí

MUESTRA t<minutos) C (mM)
cebú.

O <mM)
qbuco

CONVERSION

0 0 25.000 0.000 0.000

1 30 24.330 1.352 0.027

2 60 23.520 2.959 0,059

3 120 22.620 4.813 0.096

4 180 19.883 10.250 0.205

5 300 16.088 17.803 0.356

6 480 12,650 24.700 0.494

7 600 9.982 30.006 0.601

8 720 7.689 34,610 0.692

9 1000 3.782 42.452 0.849
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TABLA 5.57

lIIUROLISIS DE CELOBIOSA CON gS-GLUCOSIDASA DE Penicilliun> funlculoswn

INMOVILIZADA SOBRENYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

INICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentración inicial de glucosa: 5 mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17. 5 UI/mí

MUESTRA t(minutos) C (mil)
cebú.

O (mM)
qbuoo

CONVERSION

0 0 10.000 5.000 0.000

1 30 9.222 6.552 0.078

2 60 8.165 8.681 0.184

3 120 6.614 11.766 0.338

4 180 5.186 14.616 0.481

5 300 2.986 19.008 0.701

6 480 1.176 22.643 0.882

7 600 0.554 23,902 0.945

8 720 0.280 24.442 0.972

9 1000 0.036 24.920 0.996
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TABLA 5.58

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON f3-GL¡JCOSIDASA DE Penicilliuzn funlculoswn

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

INICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

— Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: 10 mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima-soporte: 0.06 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17. 5 UI/mí

MUESTRA t(minutos) C (mM)
oebob.

O (mM)
gluco

CONVERSION

0 0 10,000 10.000 0.000

1 30 9.221 11.552 0.078

2 60 8.765 12.481 0.124

3 120 6.314 17.376 0.369

4 180 5.486 19.026 0.451

5 300 3.386 23.218 0.661

6 480 1,243 27.523 0.876

7 600 0.670 28.662 0.933

8 720 0.345 29.322 0.966

9 1000 0.043 29.920 0.996
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TABLA 5.59

IIIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penlciliiumn funlculosuni

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION

INICIAL DE GLUCOSA

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 CC

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: 20 mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—soporte: 0.06 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17. 5 tuI/ml

MUESTRA t(minutos) O (mM)
cebE,.

C (mM)
qUico

CONVERSION

0 0 10, 000 20.000 0.000

1 30 9.412 21.187 0.059

2 60 8.765 22. 481 0. 124

3 120 7.411 25,176 0.259

4 180 5,876 28.246 0.412

5 300 3.987 32.008 0.601

6 480 1,865 36.283 0.814

7 600 1.070 37, 862 O, 893

8 720 0.515 38.972 0.949

9 1000 0,103 39.720 0,987
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TABLA 5.60

IIIDROLISIS DE CELOBIOSA CON ¡3-CLUCOSIDASA DE PeniciliIum furiiculosumn

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL

DE ¡3-CLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 CC

— Volumen total: 100 ml

— pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—soporte: 0. 12 g/ml

Actividad del complejo enzima—soporte: 17. 5 UI/mí

MUESTRA t(minutos) C (mil)
cebob.

O (mil)
gluco

CONVERSION

0 0 100000 0.000 0.000

1 30 8~671 2.665 0.133

2 60 6.745 6.521 0.326

2 120 4,245 11.520 0.576

4 180 2.187 15.615 0.781

5 300 0.567 18.867 0.943

6 480 0.046 19.999 0.995

7 600 0.011 19.998 0.999

8 720 0.002 20,004 1.000

9 1000 0,000 20.001 1.000
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TABLA 5.61

IIIDROLISIS DE CELOBIOSA CON f3-GLIJCOSIDASA DE Penlcilliwn funlculosum

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD INICIAL

DE ¡3-GLUCOSIDASA

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 4.8

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

Concentración del. complejo enzima—soporte: 0.24 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17. 5 tuI/ml

MUESTRA t(minutos) O <mil)
cebob.

O (mM)
qUico

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 6.986 6.021 0.301

2 60 3.523 12.961 0.648

3 120 0.546 18.920 0.945

4 180 0.087 19.815 0.991

5 300 0.002 19.997 1,000

6 480 0.000 19.999 1.000

7 600 0.000 19.998 1.000

8 720 0.000 20.001 1.000

9 1000 0.000 20.006 1,000
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TABLA 5.62

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penlcillium funicLLlosum

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL pH

CONDICIONES DE OPERACION:

— Temperatura: 60 OC

— Volumen total: 100 ml

- pH: 3.5

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

— Concentración inicial de glucosa: O mM

- Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—sustrato: 0.06 g/ml

- Actividad del complejo enzima-soporte: 17.5 UI/mí

MUESTRA t<minutos) O (mM)

cebú.

O (mM)

qUico

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.814 0.375 0.019

2 60 9.234 2.540 0.077

3 120 8.765 2.485 0.124

4 180 7,543 4.920 0.246

5 300 6.086 7.825 0.391

6 480 4.198 11,605 0.580

7 600 3.357 13.275 0.664

8 720 2.680 14,638 0.732

9 1000 1.345 17.321 0.866
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TABLA 5.63

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE Penicllliuni funiculosum

INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO: INFLUENCIA DEL PH

CONDICIONES DE OPERACION:

- Temperatura: 60 0C

- Volumen total: 100 ml

- pH: 6.3

— Concentración inicial de celobiosa: 10 mM

- Concentración inicial de glucosa: O mM

— Velocidad de agitación: 200 r.p.m.

— Concentración del complejo enzima—sustrato: 0,06 g/ml

— Actividad del complejo enzima—soporte: 17.5 ¡JI/ml

MUESTRA t(minutos) C (mM)
ceboú.

O (mi’!)
gluco

CONVERSION

0 0 10.000 0.000 0.000

1 30 9.434 1.145 0.057

2 60 9.198 1,600 0.080

3 120 - 8.342 3.315 0.166

4 180 6.487 7.021 0.251

5 300 4,598 10,804 0.540

6 480 2,765 14.487 0.724

7 600 1.487 17.020 0,651

8 720 1.056 17,878 0.894

9 1000 0.431 19.141 0.957
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6.1. EXPERIMENTOSPREVIOS

6.1.1, SELECCION DEL SOPORTEY DE LA TEGNICA DE INMOVILIZACION

Tal y como se indica en el apartado 2.2.3. de la Introducción, la

adición de ¡3—glucosidasa al complejo celulasas producido por el hongo TrI—

choderma reesel, permite aumentar el rendimiento en la conversión de celu-

losa en azúcares reductores. Si la ¡‘3—glucosidasa adicionada se encuentra

en forma inmovilizada, es posible utilizar la misma enzima en diferentes

sacarificaciones y, además, si el método de inmovilización es el adecuado,

la estabilidad térmica de la enzima y su vida media suelen aumentar de

forma importante tras la inmovilización.

Sin embargo, no existe un método de inmovilización ni un soporte que

puedan considerarse válidos para todas las enzimas y usos, Para seleccio—
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nar tanto el método como el soporte para la inmovilización es necesario

conocer los grupos funcionales de la enzima aptos para la unión. Asimismo,

es importante conocer los grupos funcionales de su centro activo, con el

fin de evitar su participación en el proceso de inmovilización, ya que es-

to disminuiría la actividad de la enzima inmovilizada.

Por lo que se refiere a la ~—glucosidasa , poco se conoce sobre su

secuencia de aminoácidos y su distribución espacial, así como sobre los

grupos funcionales que constituyen su centro activo, si bien parece ser

que existe al menos un grupo carboxilo en el mismo en el caso de la

j3—glucosidasa de Trlchoderrna reesel, una de las más Investigadas

(Macarrón, 1988). Sin embargo, hay que tener en cuenta que existen impor-

tantes variaciones en la secuencia de aminoácidos, así como, en los que

constituyen el centro activo, según el origen de la ~—glucosidasa.

Teniendo en cuenta todo esto, se estudiaron diferentes soportes y

métodos de inmovilización con el fin de elegir las condiciones de inmovi-

lización y el soporte más adecuados, utilizando ~—glucosidasa de almen-

dras.

Se ensayaron un total de diez soportes tanto de naturaleza orgánica,

polimeros naturales (almidón) y artificiales (nylon), como de naturaleza

inorgánica (sílice precipitada, gel de sílice, sepiolita, alúmina y dife-

rentes zeolitas).

Por su sencillez, se eligió corno primer método de inmovilización la

adsorción física de la enzima sobre los diferentes soportes.

En los resultados obtenidos, que se resumen en la tabla 5. 1. y se

presentan en la? figura 6. 1, se observa que entre los diferentes soportes

ensayados, la sílice precipitada , soporte de naturaleza inorgánica y po-

rosa, con tamaños de partícula comprendidas entre 60 y 200 ~¡m, proporciona

la mayor retención activa (~ 50%) muy superior a la del resto de los so-

portes empleados.

Asimismo, es posible descartar dos de los soportes utilizados,

almidón y zeolita 4A, ya que con ambos la retenci¿n activa observada es

prácticamente nula.
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CONDICIONES DE INHOVILIZACION:

- TEMPERATURA: 25 ‘C

- pH: 4.8

— ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 ¡JI/ml

- O : 40 g/l

5

60
% Re tinte Ion

a e ti va

5 0

4 0

‘1 0

20

lo

• o

Figura 6.1. INMOVILIZACION DE ~-GLUC0SIDASADE ALMENDRASPOR ADSORCION
Retención activa sobre los diferentes soportes

1. Sepiolita
2. Gel de sílice
3. Alúmina
4. Almidón
5. Zeolita SA

6. Zeolita 13X
7. Zeolita 4A
8. Zeolita Y
9. Sílice precipitada

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

10. Nylon en polvo



6. DISCUSION DE RESULTADOS 143

Por lo que se refiere al resto de los soportes, es importante desta-

car también el 33 Y. de retención activa alcanzada al utilizar como sepio—

lita. Las diferentes zeolitas utilizadas proporcionan mayores retenciones

activas, aunque siempre pequeñas, al aumentar la relación Si/Al de las

mismas. Así, con la zeolita Y (Si/Al entre 1.5 y 3) la retención activa

fue del 23.1 7., con la 13 X (Si/Al entre 1 y 1.5) fue del 19.5 ‘4 y con la

zeolita SA (Si/Al = 1) fue del 8.4 7.. Esta influencia puede explicarse

por el mayor carácter hidrófilo de las zeolitas cuanto menor es su

relación Si/Al, por lo que los de baja relación Sl/Al tienden a adsorber

preferentemente agua en lugar de moléculas de enzima.

Con el fin de aumentar la retención activa y utilizando los mismos

soportes empleados en la inmovilización por adsorción, se estudió la uti-

lización de un agente de entrecruzamiento capaz de unirse al soporte y de

unir entre si las moléculas de enzima.

El agente de entrecruzamiento elegido fue el glutaraldehido, agente

bifuncional capaz de formar enlaces irreversibles con la enzima dando lu-

gar a bases de Schiff muy estables. La reacción entre el glutaraldehido y

la enzima implica, probablemente Cflichards, 1968) la adición conjugada de

los grupos amino de la enzima al grupo carbonilo de los oligómeros

a43—insaturados presentes en las soluciones acuosas comerciales de gluta—

raldehido, según el siguiente esquema de reacción:

OHC—(CH ) —CEO
23

t
—CH=C—(C}[ ) —CH=C-(CH ) -CH=C—(CH ) -

¡ 22 22 22

CEO CEO CEO

Ff11 -Enzima
2

—CH=C—(CH) —CH=C--(CII ) -CH=C—(CH ) -

22 22 22
CH CH CH

N—Enzima N—Enzima N—Enzima
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Los resultados obtenidos empleando este método de inmovilización, que

se resumen en la tabla 5.2 y se representan en la figura 6.2, muestran que

para la mayor parte de los soportes ensayados, el empleo de glutaraldehido

como agente de anclaje aumenta el porcentaje de actividad enzirnática re-

tenida sobre el soporte. Excepciones a este comportamiento son el caso de

la zeolita 13X, cuya retención activa disminuye tras su tratamiento con

giutaraldehido, así como la alúmina, la sepiolita y la sílice precipitada

para las que la retención activa permanece prácticamente constante, por lo

que la utilización glutaraldehido no supone, para estos soportes, ninguna

ventaja respecto de la adsorción.

Es importante destacar el aumento observado en la gel de sílice, que

multiplica por tres la actividad retenida, pero sobre todo el aumento más

importante se observa al utilizar nylon como soporte, pasando de un 20%

obtenido por adsorción hasta un 47%, obtenido utilizando glutaraldehido.

Este aumento puede explicarse por la presencia de grupos amino terminales

en la cadena polimérica del soporte. Estos grupos, como ya se ha explicado

anteriormente, pueden reaccionar con el glutaraldehido, formando bases de

Schlff que a su vez pueden unirse a la enzima por el grupo aldehído del

glutaraldehido que queda libre.

Por último se ensayó como método de inmovilización la formación de un

enlace químico entre la enzima y el soporte previamente activado. Dado que

esta técnica requiere una activación previa específica para cada tipo de

soporte con el fin de generar en su superficie grupos capaces de reaccio—

nar con los residuos aminoácidos existentes en la enzima, y que dicha ac-

tivación supone un conjunto complejo de reacciones, se ensayaron

únicamente los dos soportes que presentaban una mayor retención activa

tras la inmovilización con glutaraldehido: sílice precipitada y nylon en

PO1 yo.

En el caso de la sílice precipitada, el método de inmovilización se-

leccionado fue la formación de una unión metálica enzima-soporte por que—

lación, empleando TiCí como agente activante del soporte (Kennedy, 1972).
4

Los iones titanio de una disolución de cloruro de titanio en ácido

clorhídrico, se coordinan octaédricamente con los grupos hidroxilo libres

en la superficie de la sílice precipitada que actuan como ligandos, de la

forma:
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- TEMPERATURA: 25 0C

- pH: 4.8

— ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 ¡JI/ml

- C : 40 g/l
5

-C : O.5%v/venagua
CLU

6
% Re i(’IiÚ.I.Ofl

ti e 1. i. y u
50

¿¡0

‘.30

20

1. 0

3 4 5 6 7 8 9 ¡ 0

Figura 6.2. INMOVILIZACION DE f3-GLUCOSIDASA DE ALMENDRASEMPLEANDOGLUTARAL
DEuDO COMOAGENTE DE ANCLAJE: Retención activa sobre los dife-
rentes soportes

1. Sepiolita
2. Gel de sílice
3. Alúmina
4. Almidón
5. Zeolita SA

6. Zeolita 13X
7. Zeolita 4A
8. Zeolita Y
9. Sílice precipitada

.1 2

10. Nylon en polvo
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Cl Cl
\ /

Ti

/ \
Cl Cl -Si—O—Si—

o o
+

OH OH Cl Cl

-Si-O-Si-

Al mismo tiempo, las enzimas pueden actuar corno ligandos por poseer

grupos carboxilo libres del C terminal de los aminoácidos, grupos hidroxí—

fenólicos de los residuos tirosilo, grupos sulfhidrilo de los residuos

cisteina, etc, por lo que los dos cloruros no reaccionados son sustituidos

por cualquiera de estos grupos produciéndose la unión entre la enzima y el

soporte.

Mediante este método se consiguió aumentar un 10% la retención activa

sobre la sílice precipitada, llegando hasta un 55% (figura 6.3).

En el caso del nylon en polvo se utilizó como método de activación la

o—alquilación del soporte con tetrafluoroborato de trietiloxonio para ob-

tener un derivado imidoester que por posterior tratamiento con una amina

conduce a amidinas capaces de reaccionar con glutaraldehido para transfor-

mar el nylon en una forma activa de alta reactividad frente al grupo HM2

de las enzimas. El conjunto de reacciones de activación del nylon se pue-

den resumir según el esquema que se presenta en la figura 6,4.

Este método para activar el nylon presenta frente a otros, también

utilizados con frecuencia como la hidrólisis ácida (Sundaram, 1970), la

ventaja de no producir alteraciones físicas en la superfie del nylon,

Empleando este método de inmovilización se obtuvieron soportes con

una retención activa del 61%, superior a la alcanzada con la sílice por

cualquiera de los métodos utilizados, así como, con los anteriormente en-

sayados para el nylon (figura 6.5).
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR ADSORCIONY CON GLUTARALDERIDO:

- TEMPERATURA: 25 0C
- pH: 4.8
— ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 UI/mí

CONDICIONES DE INHOVILIZACION PARA LA
- ACTIVACION DEL SOPORTE:

— T :45 C
SECADO

—t : 24horas
SECADO

—C : 15%v/venHCl
TICI

4

6<)
0/ Ib

m’L va
5<) —

L
1 o —

30—

20 —

1. 0—

0——

- C : 40 gIl
5

- C : 0.5 % y/y en agua
GLU

SíLICE PRECIPITADA:
— INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

- T : 4 oc
1

- t : 2 horas
1

Figura 6.3. INMOVILIZACION DE f3-GLUCOSIDASA DE ALMENDRASSOBRE SíLICE PRECI-
PITADA: Retención activa para los diferentes métodos empleados

1. Inmovilización por adsorción
2. Inmovilización empleando glutaraldehido
3, Inmovilización por unión metálica (quelación)

•1. 2 3
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—C-NH—(CH ) —C-NH-(CH ) —C—NH—(CH ) —

211 211 211
II LI

O O O

O—ALQUILACION U ) &I3F/CH CI253 4 2 2

+ +

—C=HH—(C112)11-C=NH-(CH ) —C=NH—(CH2)~~—¡ 2111

O-C H O-C H O-C II
25 25 25

ANINOACTIVACION

+

NI! -(CH )-Nh’
2 22 2

+

—C=NH—(CH ) -C=NH—(CH) —C=NH-(CH ) —
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NH NH NH

(CH 3 -NH
2 22 2

(CH ) —NH
22 2
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HC-(CH ) -CH
23
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Figura 6.4. Esquema de reacciones del proceso de activación del nylon para su

unión covalente a la enzima,

A partir de los resultados obtenidos es posible seleccionar como so-

portes más adecuados para la inmovilización de (3—glucosidasa, por su re—

(CH ) —NH
22

tención activa, la sílice precipitada y el nylon en polvo, sin embargo,
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CONDICIONES DE INHOVILIZACION POR AUSORCIONY CON GLUTARALDEHIIX):

- TEMPERATURA: 25 C
- pH: 4.8
— ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 (JI/ml

— O : 40 g/l
5

- O : 0,5 % y/y en agua
GLU

CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR UNION COVALENTEAL NYLON:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:
-C : 12.5%v/v—t : l2Ornin.

TT EDA
-t : iSmin. —C : 5%v/v

TI’ CLU
-C :100%

EDÁ
— T : ambiente

—t : iSmin.
GLU

- INMOVILIZAOION DE LA ENZIMA:
—T: 25 0C —C: 40g/l

1 5

—pH: 4.8 — t : 15 horas
1

— A : 0.626 (JI/mlo
en todos los pasos
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Figura 6.5. INMOVILIZACION DE f3-GLUCOSIDASA DE ALMENDRASSOBRENYLON EN POLVO
Retención activa para los diferentes métodos empleados

1. Inmovilización por adsorción
2, Inmovilización empleando glutaraldehido
3. Inmovilización por unión covalente

II. 2 3
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las pequeñas diferencias observadas en la retención activa sobre ambos so-

portes para los diferentes métodos ensayados (excepción hecha de la adsor-

ción sobre nylon), unido a la importancia que para su aplicación indus-

trial tiene la estabilidad térmica de la enzima a largo plazo, hicieron

recomendable para la selección final de un único soporte y método de inmo-

vilización el estudio de la estabilidad térmica a 500C de la fr-glucosidasa

inmovilizada sobre ambos soportes por los distintos métodos, comparándola

a su vez con la de la enzima libre a la misma temperatura. Los resultados,

que se resumen en las tablas 5.4 a 5.6, están representados en las figuras

6.6 a 6.8.

En la figura 6.6, se representa la desactivación a 500C tanto de la

enzima libre como de la inmovilizada por adsorción sobre los dos soportes

seleccionados. En dicha figura se observa que el proceso de inmovilización

por adsorción aumenta la estabilidad a largo plazo de la enzima respecto

de la forma libre. Hay que destacar que la enzima libre pierde poca acti-

vidad durante las cinco primeras horas para a partir de este tiempo produ—

cirse una brusca caída de la misma que prácticamente ha desaparecido a las

treinta horas, Sin embargo, la enzima inmovilizada presenta para ambos

soportes una importante pérdida inicial de actividad hasta alcanzar, apro-

ximadamente a las veinte horas, un valor prácticamente constante de alre-

dedor del 15% de su actividad inicial para la enzima inmovilizada sobre

sílice precipitada y un 20% para la inmovilzada sobre nylon en polvo,

Es importante señalar que la pérdida inicial de actividad observada

en las enzimas inmovilizadas por adsorción puede atribuirse más a una de—

sorción de la enzima inmovilizada que a una desnaturalización propiamente

dicha, ya que las enzimas inmovilzadas por adsorción se unen al soporte

mediante fuerzas débiles del tipo Van der Waals y pueden fácilmemnte de—

sorberse pasando de nuevo al medio, generalmente de forma inactiva, hasta

alcanzar el equilibrio correspondiente a la temperatura de trabajo. A par-

tir de este momento la pérdida de actividad es prácticamente despreciable.

En la figura 6.7 se representan los resultados obtenidos al estudiar

la desactivación de las enzimas inmovilizadas sobre sílice precipitada y

sobre nylon en polvo empleando glutaraldehido como agente de anclaje. Si

se comparan los resultados obtenidos con los de la figura 6.6, se observa

que la inmovilización empleando glutaraldehido conduce a enzimas inmovili-

zadas de mayor estabilidad que las obtenidas por adsorción. Este aumento
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CONDICIONES DE INNOVILIZACION POR ADSORCIONTANTO SOBRE SíLICE PRECIPITADA

COMOSOBRENYLON EN POLVO:

- TEMPERATURA: 25 ‘C

— pH: 4.8

- ACTIVIDAD INICIAL DE LA DISOLUCION ERZIMATICA: 1.125 UI/mí

40 gIl

1 20

% Ac U ivtda([
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Figura 6.6. INMOVILIZACION DE fS-GLUCOSIDASA DE ALMENDRASPOR AUSORCION
SOBRE DIFERENTES SOPORTES: Estabilidad térmica a 50 C: E
Enzima libre; O Enzima inmovilizada sobre sílice precipitada;

ts Enzima inmovilizada sobre nylon en polvo
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR ENTRECRUZAMIENTOCON GLUTMIALDEHIDO

TANTO SOBRESíLICE PRECIPITADA COMOSOBRE NYLON EN POLVO:

- TEMPERATURA: 25 C

— pH: 4.8

— ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 (JI/ml

— C : 40 g/
5

—C :0,5
GLU

1

% y/y
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% Ac ttvj.t.IntL
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Figura 6.7. INMOVILIZACION DE (3-GLUCOSIDASA DE ALMENDRASCON GLUTARALDEHIDO
SOBRE DIFERENTES SOPORTES: Estabilidad térmica a 50 0C: U
Enzima libre; O Enzima inmovilizada sobre sílice precipitada;

¿S Enzima inmovilizada sobre nylon en polvo

en agua



6. DISCIISTON DE JIESULTADOS 153

CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA LA SíLICE PRECIPITADA:
- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:

— T : 45 ‘C — C : 15 % y/y - T : 4 ‘C
SECADO TICI 1

—t : 24horas
SECADO

4
— t : 2 horas

1

CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR UNION COVALENTEAL NYLON:
- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
—C : 12.5% —t : l2Omin, —T: 25 0C —O: 40g/1

TI’ EDA 1 5

—t : iSmin. —C :5’/. —pH:4.8 — t :15 horas
TI’ aLO 1

—C :100% —t : iSmin.
EDÁ aLO

— T : ambiente en todos los pasos
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Figura 6.8. INMOVILIZACION DE j’3-GL(JCOSIDASA DE ALMENDRASPOR (JNION QUíMICA
SOBREDIFERENTES SOPORTES: Estabilidad térmica a 50 C: U

Enzima libre; O Enzima inmovilizada sobre sílice precipitada;
~ Enzima inmovilizada sobre nylon en polvo

50
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de estabilidad se debe a que el glutaraldehido forma un enlace tanto con

el soporte como con la enzima por lo que la fuerza de unión enzima—soporte

aumenta, Al igual que en el caso de adsorción, se observa una calda ini-

cial de la actividad aunque en este caso la disminución es mucho menor,

por ser más fuerte el enlace formado, En ambos casos también se alcanza un

valor asintótico de la actividad del 40% para la sílice precipitada y del

60% para el nylon en polvo.

Por último, en la figura 6,8 se representa la pérdida de actividad a

500C tanto de la enzima libre como de las inmovilizadas por formación de

una unión metálica sobre la sílice precipitada y de un enlace covalente

sobre el nylon en polvo. Es importante destacar el gran aumento observado

tanto en la estabilidad de las enzimas inmovilizadas por este método res-

pecto a los dos métodos anteriores. La enzima inmovilizada sobre sílice

precipitada pierde únicamente un 25% de su actividad durante las diez pri-

meras horas para, a partir de ese tiempo mantenerse prácticamente constan-

te, mientras que la enzima inmovilizada sobre nylon presenta una pérdida

de actividad aún menor inferior al 10%.

Hay que destacar también que en todos los casos, la enzima inmovili-

zada sobre nylon en polvo presenta una mayor actividad a lo largo del

tiempo a la temperatura ensayada, Esto se debe, probablemente a la baja

capacidad de adsorción física que posee el nylon, y que ya quedó puesta de

manifiesto por la baja retención activa alcanzada al inmovilizar la enzima

sobre este soporte por adsorción, Esta baja capacidad de adsorción hace

que prácticamente toda la enzima unida al nylon lo esté mediante el enlace

covalente, no existiendo así pérdidas de enzima por desorción. Sin embar-

go, la elevada capacidad de adsorción de la sílice hace que, en todos los

casos, una parte de la enzima presente en el medio, se una al soporte por

adsorción, provocando la pérdida inicial de actividad observada.

En la figura 6.9 se resumen, de forma comparativa los tantos por

ciento de actividad que conservan, tras 40 horas de incubación a 500C, las

enzimas inmovilizadas por los tres métodos utilizados sobre los dos sopor-

tes ensayados, pudiendo observarse que el nylon activado por o-alquilación

no sólo es el soporte con mayor retención activa (~ 60 ‘4) sino que además,

la enzima sobre él inmovilizada conserva, al cabo de 40 horas, el 86.4 ‘4

de su actividad inicial. Es de destacar que en las mismas condiciones de

incubación, la actividad de la enzima libre es prácticamente nula,
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CONDICIONES DE INNOVILIZACION POR AflSORCION Y CON CLUTAPALUEHIDO:
- TEMPERATURA: 25 C — O : 40 gIl

5
¡ifh ~

— ACTIVIDAD INICIAL: 1.125 (JI/ml -C 0.54v/y en aguaGLU

CONDICIONES DE INMOVILIZACION PARA LA SíLICE PRECIPITADA:
- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
-T :45’C -C : 15%v/v -T:4’C

SECADO TICI

24 horas — t : 2 horas
1

CONDICIONES DE INMOVILIZACION POR UNION COVALENTEAL NYLON:
- ACTIVACION DEL SOPORTE: - INNOVILIZACION DE LA ENZIMA:
—C :12,5% ~tÁ: l2Omin. —T: 25’C —C: 40g/l

TI’ 1 5
— pH: 4~8

-t iSmin. —C :5%
TI’ GLU

—C :100% —t iSmin.
EDA GLU

— T ambiente en todos los pasos

— t : 15 horas
1

— A : 0.626 ¡JI/ml
O

10

% Ac LividacI
LII 1 C 1 8

Figura 6.9. INMOVILIZACION DE ~-GL(JCOSIDASASOBRE NYLON EN POLVO Y SíLICE
PRECIPITADA: Estabilidad térmica a SO C. Comparación entre
los diferentes métodos de inmovilización:

1. (3—glucosidasa libre
2. ~3—glucosidasa inmovilizada por adsorción
3. f3—glucosidasa inmovilizada con glutaraldehido

4, (3—glucosidasa inmovilizada por unión al soporte

m

—t
SECADO

u

2 3 4

Sílice precipitada Nylon en polvo
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El nylon presenta además otra importante ventaja, su bajo coste, si

se compara con el de otros soportes frecuentemente utilizados en inmovili-

zación y que proporcionan retenciones activas del mismo orden, como la Se—

pharosa 4B.

A la vista de estos resultados se seleccionó como método de inmovili-

zación la formación de un enlace covalente empleando como soporte nylon en

polvo, previamente activado mediante o—alquilación, aminoactivación y ac-

tivación con glutaraldehido.

6.1.2. INFLUENCIA DEL ORIGEN DE LA f3-GLUCOSIDASA EMPLEADAEN LA INMOVILI-ET
1 w
499 550 m
553 550 l
S
BT


ZAC ION

Una vez seleccionados método y soporte de inmovilización y dado que

jli—glucosidasas producidas por diferentes organismos pueden presentar im-

portantes modificaciones tanto en la secuencia base de aminoácidos, como

en los grupos funcionales del centro activo, y que esto puede alterar el

tipo de unión entre enzima y soporte, se estudió la influencia que tenía

el origen de la (3—glucosidasa sobre la inmovilización. Para ello se reali-

zaron experimentos comparativos en los que se estudió la estabilidad

térmica a 5O’C de f3—glucosidasa de almendras y celulasas de los hongos

Trichoderma reesei, Aspergirus niger, Neurospora crassa y PenIcIllIum fu-

nlculosum, inmovilizadas sobre nylon en polvo según el método seleccionado

previamente. En primer lugar, hay que señalar que solamente en el caso de

la fR—glucosidasa de almendras se empleó la enzima pura inmovilizando en

los restantes casos todo el complejo celulasas aunque midiendo únicamente

su actividad f3—glucosidasa.

En la figura 6.10, en la que se representan los resultados experimen-

tales de la tabla 5.7, se puede observar que de todas las enzimas ensaya-

das es el complejo~ celulasas de PenfcIllIum funlculosum el que presenta

una mayor estabilidad térmica tras su inmovilización sobre nylon. La

(3-glucosidasa de N. crassa y de almendras presentan también alta estabili-

dad térmica, sin embargo tienen respecto a la de PenlcIlllum algunas des-

ventajas: las celulasas de N. crassa no son comerciales, por lo que es

preciso realizar la fermentación para obtener las enzimas, la

(3—glucosidasa de almendras está altamente purificada, lo que eleva su pre-

cio de forma importante para una misma actividad respecto de la de 1’. fu—

nlculosum.
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

— ACTIVACION DEL SOPORTE:
- C : 12.5% y/y en Cl CH

TI’ 2 2
— t 15 mm.

TI’
—C :100%

EDA
—t : l2Omin.

EDA
-C : 5%v/venagua

GLU
—t : ISmin.

GLU

— T : ambiente en todos los pasos
ACTIVIDAD INICIAL DEL SOPORTE: 14,7 (JI/g

- INflO VILIZACION DE LA ENZIMA:
— T : 25 ‘C

1

- pH: 4.8

— A 1.125 UI/mí
O

— C : 40 g/l
5

— t : 15 horas
1

1.20
% Ac LividacI

u i-~ :1. e ~ta 1.
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Figura 6.10. COMPARACIONENTRE LAS DIFERENTES FUENTES DE (3-GLUCOSIDASA
Estabilidad térmica a SO C de las enzimas inmovilizadas
sobre nylon en polvo: O Almendras; ¿~ T. reesel (complejo
celulasas); O N. crassa (complejo celulasas); A A. niger
(complejo celulasas); • P. funlculostLm (complejo celulasas)

50
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A partir de estos resultados se seleccionó, para el resto de la in-

vestigación, el complejo celulasas de P. funlculosum para inmovilizar su

actividad f3—glucosidasa

6.2. INHOVILIZACION DE 13-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum SOBRE NYLON EN POLVO

Una vez seleccionados el soporte y el método de Inmovilización así

como la fuente de (3—glucosidasa que proporcionan los mejores resultados en

la Inmovilización, se procedió al estudio de la influencia de las distin-

tas variables sobre los diferentes pasos del proceso de inmovilización,

tanto sobre la activación del soporte como sobre la inmovilización propia-

mente dicha. Para ello se partió del método empleado por Morris (1975) pa-

ra inmovilizar hexoquinasa y glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa sobre tubo de

nylon para su utilización en análisis clínicos de glucosa, modificándose

todas las variables que se consideró podían influir en el proceso y mi-

diendo la retención activa en cada caso.

6.2. 1. INFLUENCIA DE LAS VARIABLES DE INMOVILIZACION

6.2.1.1. Repetitividad de resultadas:

En primer lugar y con el fin de comprobar si los experimentos reali-

zados eran repetitivos . se repitió cuatro veces el mismo proceso de in-

movilización realizado por Morris (1975) para el complejo celulasas produ—

cido por P. funlculosum.

Los resultados obtenidos, que se resumen en la tabla 5.8, se repre-

sentan en la figura 6.11, pudiéndose observar que los experimentos son al-

tamente repetitivos, con errores inferiores al 1% en todos los casos.

6.2.1.2. Activación del soporte:

La activación del soporte se llevó a cabo, como ya se ha indicado en

el apartado 6.1.1. de esta memoria, mediante la o—alquilación del soporte

con tetrafluoroborato de trietieloxonio diluido en diclorometano y poste-

rior activación con una amina (etilendiamina) y glutaraldehido. El empleo

de tetrafluoroborato de trietiloxonio como agente de alquilación frente a

otros empleados con anterioridad como el sulfato de dime tilo (Hornby,

1974) presenta las siguientes ventajas: es posible llevar a cabo la reac—
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:
- O : 12.5 % y/y en Cl CH

TI’ 2 2
— t : 15 mm.

I’I’
—C :100%

LOA
—t : l2Omin.

EDA
-C : 5%v/venagua

GLU
—t : iSmin.

GUi
— T : ambiente en todos los pasos

- INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
— T : 25 ‘0

y

- pH: 4.8
-A:

O

5

0.626 (JI/ml

40 g/l

15 horas

1. ()0
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Figura 6.11. INMOVILIZACION DE (3—GLUCOSIDASADE
EN POLVO: Repetitividad de resultados

4
Experimento

P. funiculoswn SOBRE NYLON

EJ 1.4
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ción de alquilación a temperatura ambiente mientras el dimetisulfato re-

quiere temperaturas del orden de 100C; la extensión de la reacción puede

ser controlada con lo que se obtienen datos más reproducibles; aunque el

tetrafluoroborato de trietiloxonio es un veneno por ingestión, su utiliza-

ción es más segura que la del sulfato de dimetilo pues no desprende vapo-

res venenosos ni produce quemaduras.

De los tres pasos mencionados, en el primero de ellos no se llevó a

cabo un estudio detallado de las variables ya que este había sido realiza-

do anteriormente por Morris (1975) y Sundaram (1982) llegando a la conclu-

sión de que las máximas retenciones activas se alcanzaban al utilizar te—

trafluoroborato de trietiloxonio diluido al 12.5% en dicloroiwetano. ope-

rando a temperatura ambiente, con agitación continua, un tiempo de

reacción superior a diez minutos y una relación volumen de disolución/peso

de soporte de 5m1/g, condiciones que se seleccionaron para el resto de los

experimentos.

Sin embargo, experimentos posteriores realizados para estudiar las

variables de los restantes pasos de activación demostraron que:

— Temperaturas superiores a 30 ‘C

— Agitación por encima de 400 r.p.m.

— Tiempos de activación superiores a veinte minutos

provocaban una alteración de las propiedades del nylon, debido a la com—

pactación de sus partículas que se unían para formar un gel incapaz de

reaccionar posteriormente con la enzima, aún sometido al resto de los pro-

cesos de activación.

Teniendo en cuenta estos efectos se seleccionaron como condiciones

fijas para la o—alquilación, una temperatura menor de 30 ‘C y un tiempo de

activación de 15 minutos.

1) AMINOACTIVACION:

Este paso consiste en el tratamiento del imidoester formado en la o—

alquilación, con una amina para obtener una amidina, (28 etapa de la figu-

ra 6.4), cuyo esquema es el siguiente:
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+ + +

-C=Nl-I—(CH ) —C=NH—(CH) —C=NH—(CH)
2111 2111 2

O-C 1-1 O-C H O-C H

25 25 254’ Nf! -(Cf! SRH2 22, 2
+ + 1~

-C=NH—(CH ) —C=NH-(CH ) —C=NH—(CH3 -
2 11 j 2llj 2 II

NH NH HE

¡ ¡
(CH 3 -Nl! (CH ) —NE (CH ) -NH

22 2 22 2 22 2

Este tratamiento tiene dos objetivos fundamentales. Por un lado, el

imidoester es susceptible de ser hidrolizado, lo que conduce a la ruptura

de la cadena de polímero, mientras que su reacción con la amina conduce a

la formación de la amidina más estable. Por otro lado, aunque es posible

llevar a cabo la unión directa de la enzima al soporte o—alquilado, se ob-

tendrían complejos enzima—sustrato de mucha menor retención activa que

cuando se emplea una amina bifuncional.

En este paso se estudió la influencia de dos variables:

— Tiempo de aminoactivación, t
ElIA

— Concentración de etilendiamina, C
ElIA

a) Tiempo de aminoactivación:

Los resultados obtenidos al estudiar la influencia del tiempo de ami-

noactivación, que se resumen en la tabla 5.9, se representan en la figura

6. 12 de la forma retención activa frente a tiempo de aminoactivación.

Se observa que, para tiempos cortos, la retención activa permanece

prácticamente constante, existiendo un aumento de la misma a partir de,

aproximadamente, 60 minutos. A partir de ese momento, la retención activa

continúa aumentando hasta los 120 minutos, tiempo al que se produce un

máximo para decaer a continuación de forma brusca. Este comportamiento se

puede explicar suponiendo que la reacción precisa de un tiempo previo de

activación, superado el cual, comienza la reacción de los grupos

E C —O—C=NHcon la amina. Una vez han reaccionado todos los grupos presen—
52
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:
- C : 12.5 % y/y en Cl CH

TI’ 2 2
— t : 15 mm.

TI’
—C :100%

ELIA
— t variable estudiada

ELIA
—C : 5%v/venagua

al—U
—t : iSmin.

GLU
— T : ambiente en todos los

- INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
— T : 25 ‘C

1

- pH: 4.8

- A 0.626 UI/mí
O

- C : 40 g/l
5

— t : 15 horas
1

pasos

% Re tención
a e U 1. y a

•1 <•) O
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LEDA (mirlu tos)

Figura 6. 12. INMOVILIZACION DE f3-GL(JCOSIDASA DE P. funiculosumn SOBRE NYLON

<1 40 ¿130 120 20016 ()

EN POLVO: Influencia del tiempo de aminoactivación
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tes (máximo de actividad), la amina que continúa en el medio debe conducir

a reacciones secundarias con el soporte que dificulten su posterior unión

a la enzima, con la consiguiente disminución de la retención activa,

b) Concentración de la etilendiamina:

Los resultados obtenidos al estudiar la influencia de la

concentración de etilendiamina en el medio de reacción, y que se resumen

la tabla 5. 10, se representan en la figura 6. 13 de la forma retención ac-

tiva frente a la concentración de etilendiamina.

Se observa que, al aumentar la concentración de etilendiamina en el

medio, aumenta ligeramente la retención activa, si bien existe un ligero

mínimo para una concentración de etilendiamina del 20%. El aumento obser-

vado se debe, probablemente, a que a concentraciones bajas, parte de los

grupos H C -O-C=NH no puede reaccionar por no existir suficientes grupos
52

amina en el medio, disminuyendo, por tanto, la capacidad del soporte para

unirse a la enzima.

A partir de los resultados obtenidos se seleccionó como tiempo de

aminoactivación 120 minutos y como concentración de etilendiamina el 100%.

La temperatura no se consideró una variable importante ya que, en es-

te tipo de reacciones de naturaleza orgánica, es preciso variaciones im-

portantes de temperatura para modificar de forma apreciable la reacción,

II) ACTIVACION CON GLUTARALDEHIDO

En este paso, el soporte aminoactivado se trata con un agente de en-

trecruzamiento, glutaraldehido, con el fin de aumentar su reactividad res-

pecto a la enzima (Sundaram, 1978). El esquema de reacción seria:
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CONDICIONESDE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:
— C : 12.5% y/y en Cl CH

I’T 2 2
— t 15 mm.

I’T
— C : variable estudiada

ELIA
—t : l2Omin.

ELIA
—C : 5%v/venagua

GLU
—t : iSmin.

GLU
— T : ambiente en
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o —l

o

¡

20

- INMOVILIZACION
- T : 25 0C

1
- pH: 4.8

- A : 0.626 (JI/ml
o

- C 40 g/l
5
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1

todos los pasos
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Figura 6. 13. INMOVILIZACION DE ~-GLUCOSIDASADE P. funlculosum SOBRENYLON
EN POLVO: Influencia de la concentración de etilendiamina
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Las variables estudiadasen este paso fueron:

— Tiempo de activación, t
GLU

— Concentraciónde glutaraldehido, C
CLII

a) Tiempo de activación:

Se estudió la variación de la retención activa con el tiempo de acti-

vación (figura 6.14). Los resultados obtenidos se resumen en la tabla

5.11.

Se observa que para un tiempo de activación de 15 minutos, se obtiene

un máximo de retención activa. A partir de este tiempo, la retención cae

bruscamente debido, probablemente, a que se producen reacciones secunda-

rias del glutaraldehido con el soporte, dando lugar a un sopporte con me-

nor capacidad para inmovilizar la enzima.
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CONDICIONES DE INNOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:
- C : 12.5 % y/y en Cl CH

I’T 2 2

— t : 15 mm.
I’T

—C :100%
ELIA

—t : l2Omin.
ELIA

—c 5%v/venagua
CLII

- INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
— T : 25 ‘C

1
— plh 4.8

- A : 0.626 UT/ml
O

— C : 40 g/l
5

— t : 15 horas

— t : variable estudiada
CLII

— T : ambiente en todos los pasos

Iv ~l

,~ ~e cene ron
¿1 ctív a

lO

8

60’

40

~
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Figura 6.14. INMOVILIZACION DE (3-GLUCOSIDASA DE P. funIculoSUfll SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia del tiempo de activación con glutaralde
hido.
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b) Concentración de glutaraldehido:

Asimismo, se estudió la variación de la retención activa con la con-

centración de glutaraldehido en disolución acuosa. Los resultados obteni-

dos, que se resumen en la tabla 5,12, se representan en la figura 6.15,

Se puede observar la existencia de un máximo de retención activa para

un valor de la concentración de glutaraldehido de aproximadamente 12,5V..

Este máximo puede explicarse de igual forma a como se ha explicado el

máximo observado al estudiar la influencia del tiempo de activación.

De ambos efectos se puede deducir, por tanto, que el empleo de gluta-

raldehido como agente de anclaje mejora ligeramente la retención activa de

la enzima siempre que el tratamiento no sea excesivamente prolongado o la

concentración del agente excesivamente alta, habiéndose seleccionado como

mejores condicones para la activación con glutaraldehido una concentración

del 12.5% y un tiempo de contacto de 15 minutos.

Hay que destacar también, que tiempos de contacto menores no modifi-

can de forma importante la retención, sin embargo tiempos mayores la redu-

cen de forma apreciable.

A la vista de los resultados se seleccionaron las siguientes condi-

ciones de activación del soporte que proporcionan una mayor retención ac-

tiva:

— 0—alquilación:

— Tiempo de activación, t 15 minutos
TI’

— Concentración de agente activante, O 12.5% y/y en Cl CH
TI’ 2 2

— Aminoactivación:

— Tiempo de activación, t 120 minutos
ElIA

- concentración de agente aminante, O 100%
EDA

— Activación con glutaraldehido:

— Tiempo de activación, tLu~ 15 minutos

- Concentración de glutaraldehido, C : 12.5% y/y en agua

CLII

Fijadas estas, se procedió al estudio de las condiciones de unión de

la enzima al soporte activado (etapa de inmovilización propiamente dicha),
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:
- C : 12.5 % y/y en Cl CH

TT 2 2

— t : 15 mm.
TT

—C :100%
ElIA

—t : l2Omin.
ElIA

— C : variable estudiada
CLII

—t : iSmin.
CLII

— T ambiente en todos los pasos
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- INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
— T : 25 ‘C

— pH: 4.8

— A : 0.626 (JI/ml
O

— C : 40 g/l
5

15 horas—ti
1

10 1. 5 20 25
0ci, u ( U

Figura 6. 15. INMOVILIZACION DE f3-GL(JCOSIDASA DE P. funiculoswn SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia de la concentración de glutaraldehido
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6.2.1.3. Inmovilización propiamente dicha:

Al realizar la unión de la enzima al soporte activado es importante

evitar que esta unión se lleve a cabo a través de alguno de los grupos

funcionales que constituyen su centro activo ya que, en ese caso, su acti-

vidad se verla reducida pudiendo, incluso, desaparecer totalmente.

En el caso del nylon activado, la unión entre la enzima y el soporte

se lleva a cabo a través de los grupos amino de la enzima y del grupo al—

dehido, —COH, introducido con el glutaraldehido, según el esquema:

+ +

—C=NH-(CH ) —C=NH-(CH ) —C=NH-(CH 3 —
2111 2 11 2 11

NH NH NH

(CH

22
N
II
CH

(CH)3
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Las variables estudiadas en esta etapa fueron:

— Temperatura de inmovilización, T
E

— Tiempo de inmovilización, t

- Actividad enzimática de la disolución inicial empleada en la inmo-

vilización, A0

a) Temperatura de inmovilización:

Debido al importante efecto que la temperatura tiene sobre la activi-

dad enzimática, se consideró de interés estudiar el efecto que la tempera-

tura de inmovilización producía sobre la retención activa. Para ello se

llevaron a cabo cuatro experimentos variando la temperatura de inmoviliza-

ción, cuyos resultados, que se resumen en la tabla 5. 13, se representan en

la figura 6.16.

En ella se observa que la retención activa aumenta a medida que lo

hace la temperatura de inmovilización hasta alcanzar un valor máximo entre.

25 y 35 ‘C, cayendo bruscamente para temperaturas superiores. Este compor-

tamiento se puede explicar si se tiene en cuenta que a la temperatura más

baja (4
0C) la reacción de formación del enlace enzima—glutaraldehido es

muy lenta, aumentando su velocidad a medida que aumenta la temperatura,

pero al mismo tiempo, aparece un segundo efecto, la desnaturalización

térmica de la enzima que va quedando en disolución, poco importante a ba-

jas temperaturas, pero que aumenta mucho más rápidamente que la velocidad

de formación del enlace covalente con la temperatura, de forma que a 45C,

la pérdida de actividad de la enzima tras permanecer 15 horas a esta tem-

peratura, es suficientemente grande como para hacer caer bruscamente la

retención activa.

A la vista de estos resultados se seleccionó la tempertaura de 25 0

para llevar a cabo la inmovilización.

b) Tiempo de inmovilización:

En la figura 6. 17 se representan los resultados obtenidos al estudiar

la influencia del tiempo de inmovilización sobre la retención activa. Es-

tos resultados se resumen en la tabla 5.14.
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CONDICIONES DE INNOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:
- C : 12.5 % y/y en Cl CH

TT 2 2
— t : 15 mm.

TT

—C :100%
ElIA

—t : l2Omin.
LOA

—C : 5%v/venClCH
GUI 2 2

—t : iSmin.

GLU

— T : ambiente en todos los pasos
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- INMOVILIZACION DE LA ENZIMA:
— T : variable estudiada

— pH: 4.8

— A : 0.626 (JI/ml
o

— C : 40 g/l
5

— t : 15 horas
1

40 5<)

T1 (O C)
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3020

Figura 6.16. INMOVILIZACION DE (3-GLUCOSIDASA DE P. funiculosuni SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia de la temperatura de inmovilización



6. DISCUSION DE RESULTADOS 172

CONDICIONES DE INMOVILIZACION

- ACTIVACION DEL SOPORTE:
- O 12.5 % y/y en Cl CH

TI’ 2 2

— t : 15 mm.
TV

-C :100%
ElIA

—t : l2Omin.
ElIA

—C : 12.S%v/v en agua
CLI]

—t : ismin.
CLII

-T

1<) 0
% Re teiieióíi

¿le tiv;i

¿30

() <1 —

~i o —
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0 2

- INMOVILIZACION
— T : 25 C

E
- pH: 4.8

— A: 1,125
O

— C : 40 g/l
5

DE LA ENZIPI A:

U1/ml

- t : variable estudiada
E

ambiente en todos los pasos

1. ¿3

i(horas)

Figura 6. 17. INMOVILIZACION DE f3—GLUCOSIDASADE P. funlculoslMfln SOBRE NYLON
EN POLVO: Influencia del tiempo de inmovilización
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Se puede ver en la mencionada figura que la retención activa aumenta

a medida que lo hace el tiempo de inmovilización hasta las 10 horas, obte-

niéndose a partir de este tiempo un valor constante de la retención acti-

va. Este efecto puede deberse al agotamiento de cualquiera de los dos

reaccionantes: soporte activado o enzima.

c) Actividad enzimática de la disolución inicial empleada en la inmovili-

zación:

Con el fin de estudiar la influencia que la relación enzima/soporte

tiene sobre la retención activa alcanzada, se llevaron a cabo experimentos

variando la actividad enzimática de la disolución inicial empleada en la

inmovilización. Los resultados obtenidos, que se resumen en la tabla 5. 15,

se representan en la figura 6. 18 de la forma retención activa y la activi-

dad enzimática inmovilizada frente a la actividad inicial de la disolución

enzimática.

Se observa que la retención activa presenta un máximo, alcanzándose

valores de retención activa próximos al 70% cuando se emplea una-

disolución inicial de actividad aproximada 1.1 ¡JI/ml. Este máximo puede

explicarse considerando que cuando se emplean concentraciones bajas de en-

zima, parte de los centros activos del soporte no reaccionan, por no exis-

tir suficiente enzima en el medio. Este hecho se ve reafirmado por la no

existencia de actividad enzimática en las aguas de lavado, señal evidente

de que toda la enzima presente en el medio se ha unido al soporte, si

bien, parte de ella lo hace en forma inactiva.

Sin embargo, llega un momento en que la cantidad de enzima que puede

unirse al soporte es igual al número de grupos activos capacesde fomar un

enlace que este posee. A partir de este momento, la cantidad de enzima que

se une al soporte es siempre la misma, como se observa en la constancia de

la actividad enzimática inmovilizada, disminuyendo lógicamente la

retención activa según aumentala cantidad de enzima en disolución.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al estudiar el tiempo de

inmovilización, el efecto entonces observado puede explicarse en función

de los resultados obtenidos en los últimos experimentos. Así, el valor

asintótico alcanzadoentonces (utilizando A = 0.626 (JI/mí) no se debería a

la saturación del soporte, sino a no existir en el medio suficiente cantí—
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CONDICIONES DE INMOVILIZACION:

- ACTIVACION DEL SOPORTE:
- C 12.5 % y/y en Cl CH

2 2
— t 15 mm.

TI’
—C :100%

LElA
—t : l2Omin.
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E
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dad de enzima para unirse al mismo. La saturación se alcanzaría cuando la

actividad enzimática inicial del medio fuera superior a 1.1 UI/mí.

A partir de estos resultados se seleccioné una actividad inicial de

la disolución enzimática de aproximadamente1. 1 ¡JI/ml y un tiempo de inmo-

vilización de al menos 15 horas para asegurar la total saturación del so-

porte.

Por todo ello, del estudio tanto de las etapas de activación del so-

porte como de la inmovilización propiamente dicha del complejo celulasas

se han seleccionado los siguientes valores para la inmovilziación del com-

plejo celulasas de Penlcidlium tuniculoswn sobre nylon en polvo, que se

mantendránconstantes en el resto de la investigación. Finalmente, y una

vez concluido el estudio de todas las variables que influyen en la activa-

ción del soporte seleccionado (nylon en polvo) y en la inmovilización del

complejo celuiasas de Penicilliumn funiculosum sobre dicho soporte, se fi-

jaron como variables para la inmovilización utilizada en los restantes ex-

perimentos de desactivación e hidrólisis, las siguientes condiciones:

- ACTIVACION DEL SOPORTE

— 0—alquilación:

- Temperatura, T ambiente (siempre <300C)
TI’

- Relación volumen agente activante/soporte: 5 ml/g

- Concentración de agente activante, O : 12.5 Y. en y/y Cl CI-!
TV 2 2

- Tiempo de activación, t 15 minutos
TI’

— Aminoactivacién:

- Temperatura, T ambiente
LOA

- Red ación volumen agente activante/soporte: 10 ml/g

- Concentración de agente activante, O : 100 ‘4
ElIA

— Tiempo de activación, t : 120 minutos
EVA

— Activación con glutaraldehido:

— Temperatura, Y ambiente
CLU

— Relación volumen agente activante/soporte: 10 ml/g

- Concentración de agente activante, O 12.5 ‘4 y/y en agua
GUI]

— Tiempo de activación, t : 15 minutos
CLI]



6. PESCUSION DE RESULTADOS 176

- INMOVILIZACION PROPIAMENTE DICHA:

- Temperatura, T : 25 ‘C
1

- Relación volumen disolución/soporte: 25 ml/g

- Actividad disolución inicial, Aj 1.1 (JI/ml

- Tiempo de activación, t 15 horas

y

6.3. ESTABILIDAD TERMICA DE LA (3-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum

6.3.1. DESACTIVACION TERMICA DE LA ENZIMA LIBRE

En las figuras 6.19 a 6.23 se representan, los resultados de las ta-

blas 5.16 a 5.23 correspondientes a la variación de la actividad

(3—glucosidasa del complejo celulasas de P. funiculosum con el tiempo a

temperaturascomprendidasentre 30 y 70’C.

En todas ellas se observa que la desactivación térmica de la enzima

libre aumenta, lógicamente, al hacerlo la temperatura. Sin embargo, para

temperaturas inferiores a 55 ‘C (figuras 6.19 a 6.22) la actividad

(3—glucosidasa experimenta un ligero aumento inicial, tanto más acusado

cuanto más baja es la temperatura, Asimismo, dicho máximo se produce a

tiempos mayores al disminuir esta variable.

Este aumento inicial de la actividad podría explicarse suponiendoque

la temperatura ejerce sobre la enzima dos efectos opuestos, por un lado,

un aumentode la actividad debido, probablementea una alteración estruc-

tural que conduzca a una estructura enzimática de mayor actividad que la

original pero menos estable, y por otro lado, a la desnaturalizaciónde la

enzima por destrucción posterior de sus estructuras secundaria, terciaria

y si la posee cuaternaria.

El hecho de que a medida que aumenta la temperatura, el máximo obser-

vado sea menor y aparezca a tiempos más cortos, así como el importante

aumentoen la velocidad de desactivación observado al aumentar la tempera-

tura, hace suponerque la desactivación se ve más afectada por la tempera-

tura que la activación, de forma que, a temperaturaspor encima de 50’C el

efecto de activación no puede ser observado (figura 6.23), no apareciendo

ningún máximo en la actividad,
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8

- TEMPERATURA: 30 ‘C
- A: 1.04 UI/mí

o
- ACTIVIDAD ESPECíFICA,
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Figura 6.19. DESACTIVACION DE (3-GLUCOSIDASA DE P. funlculosum LIBRE
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CONDICIONES DE OPERACTON:

— pH: 4.8

- TEMPERATURA: 40 ‘C

- A: 1.04 UI/mí
O

- ACTIVIDAD ESPECíFICA,

120
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Figura 6.20. DESACTIVACION DE (3-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum LIBRE
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8

- TEMPERATURA: 45 ‘C

— A: 1.04 (JI/ml
O

- ACTIVIDAD ESPECíFICA,

1. 2<)
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.1.00

¿3 (~)

ti <1

~1(3

20

o

alt): 1.17 (JI/mg de proteína

50<> 750 100<) :1250 i 500

U (minutos)

250

Figura 6.21. DESACTIVACION DE (3—GLUCOSIDASADE E. funiculosum LIBRE
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CONDICIONES DE OPERACION:

— pH: 4.8

- TEMPERATURA: 50 ‘C

- A : 1.04 UI/mío
- ACTIVIDAD ESPECíFICA,
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% Ae t ¡vtdtní
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¡ 00

60

40

20

o

a(t): 1.17 UI/mg de proteína
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Figura 6.22. DESACTIVACION DE f3—GL(JCOSIDASA DE P. funiculosum LIBRE
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CONDICIONES DE OPERACION:

— pH: 4.8

- TEMPERATURA: 55 0 60 o 65 • y 70 W

- A: 1.04 (JI/mlo
— ACTIVIDAD ESPECíFICA, a<t): 1.17 (JI/mg de proteína
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Figura 6.23. DESACTIVACION DE (3-GLIJCOSIDASA DE P. funiculosuin LIBRE:
0 55 ‘C; t~ 60 ‘C; 0 65 0C; 4 70 0C

0 250 500 750
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Es importante destacar también que a temperaturas superiores a 600C

la enzima pierde totalmente su actividad a tiempos relativamente cortos,

de forma que a 600C la enzima ha perdido toda su actividad al cabo de 24

horas, mientras que a 65W sólo han de pasar 7 horas y a 70C basta con 3

horas para que la enzima se encuentre totalmente desactivada (figura

6.23). Sin embargo, a temperaturas inferiores a 60W, no se observa desa-

parición total, apreciándose además que a tiempos largos la actividad

tiende a un valor asintótico, tanto mayor cuanto menor es la temperatura

de trabajo.

6.3. 1.1. Modelo cinético para la desactivación de la enzima libre

Como ya se ha indicado en el apartado 2.4 de la Introducción, la de-

sactivación enzimática suele describirse mediante modelos sencillos de

primer orden según el esquema de reacción:

k
E -~ E d

Este tipo de mecanismo predice un decaimiento exponencial de la acti-

vidad con el tiempo. Sin embargo, para describir comportamientos más com-

plejos, como el observado experimentalmente en la (3-glucosidasa, es nece-

sario recurrir a mecanismos con varias etapas de reacción, en las que se

supone que la estructura inicial de la enzima, por acción del calor, se

modifica dando una o varias estructuras intermedias en equilibrio, como

paso previo a la desnaturalización, En este caso concreto, la enzima evo—

luciona a una estructura intermedia de actividad superior a la de la enzi-

ma original, lo que permite explicar el máximo observado en la actividad.

El mecanismo de reacción tendría, en este caso, la siguiente forma:

k k
1 * _____E zrE d

donde E es la enzima original, E# es el intermedio activado y E la enzima
d

totalmente inactiva.

Este modelo (Gianfreda, 1984) requiere cuatro parámetros, la activi-

dad específica de las especies E y E# y las constantes cinéticas de los

dos pasos de desactivación, k y 1< . Este modelo es semejante al denomina-
1 2

do modelo de isoenzima CFischer, 1980) que supone una desactivación en dos
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pasos, pero a diferencia de este admite que las formas enzimáticas E y

posean diferente actividad específica, mientras que el modelo de isoenzima

sólo supone modificaciones estructurales pero sin alteración de la activi-

dad específica de la enzima, con lo que E y E~ poseerían igual actividad.

Este modelo se apoya en los trabajos realizados por Tauford (1968)

que demostraron la existencia de varias formas intermedias mediante

métodos espectrofotométricos y de fluorescencia, Sin embargo> en algunos

casos el primer paso es muy rápido (segundos o incluso menos) lo que unido

a que los cambios en la propiedad observada son muy pequefios, permite des—

preciarlo.

Suponiendo que los dos pasos de desactivación obedecen a una cinética

de primer orden, la velocidad de formación de las especies E y E* vendrían

determinadas por:

dE —k [E] £6. 1]

dt 1

dEt = k
1 [E] — k(E#] [6,21

dL

Estas dos ecuaciones diferenciales integradas junto con la condición

límite:

t0; EE~ E# 0

*
conducen a la expresión de las concentraciones de las especies E y E en

función del tiempo:

[E] = E exp(—k t) [6.31
0 1

E
O

[E] = ~ exp(—k2t) — exp(—k1t) > [6.41
12

Definiendo las actividades especificas de las especies E y 0 como a
1

y a2, respectivamente, la actividad específica total de la mezcla variará

con el tiempo según la ecuación:
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a(t) = a [E] +a [E#] — 21 }exp(—k t)+ 21 exp(—k t) [6.5]
1 E 2 E í k—k í k—k 2

0 0 1 2 1 2

Conocido el valor de a = 1.17 (JI/mg de proteína, actividad
1

específica de la disolución enzimática original, que se mantuvo constante

en todos los experimentos y ajustando los resultados obtenidos en los ex-

perimentos de desactivación a temperaturas entre 30 y 70W con

(3-glucosidasa libre, mediante un método de regresión no lineal basado en

el algoritmo de Marquardt (1963), se obtuvieron los valores de la activi-

dad específica a y de las constantes de reacción k y k que se presentan
2 1 2

en la tabla 6.1.

En dicha tabla se puede observar que la actividad específica a de la
2

especie intermedia disminuye a medida que aumenta la temperatura pasando

de ser mayor que la de la enzima original a temperaturasinferiores a 55W

a ser menor para temperaturasmayores a la mencionada. Esto es fácil de

explicar considerandoque al aumentar la temperaturade desactivación las

estructuras intermedias E se encuentrancada vez más degradadasy son por-

tanto menos activas.

Asimismo, es posible ajustar los datos obtenidos para a a una ecua—
2

ción del tipo Arrhenius con energía de activación negativa, tal como se

observa en la figura 6.24. Los valores de la energía de activación y la

constante preexponencial se presentan en la tabla 6.2.

Por lo que se refiere a los valores de las constantesde velocidad de

reacción, se observa que k aumenta mucho más rápidamente con la tempera—
1

tura que k . Esto indica que la velocidad de formación del complejo ínter—
a

medio seria prácticamente instantánea a temperaturas altas por lo que sólo

se observa el efecto de la segunda reacción. Como cabía esperar, la varia-

ción de estas dos constantes con la temperatura puede ajustarse a una

ecuación del tipo Arrhenius (figura 6.24) con los valores de la energía de

activación y del factor preexponencial que se presentan en la tabla 6.2.

En la figura 6.25 se presentan los valores de la actividad específica

obtenidos mediante el modelo descrito anteriormente frente a los obtenidos

experimentalmente para las diferentes temperaturas estudiadas. Se observa

que en todos los casos el error es inferior al 10%.
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CONDICIONES DE OPERACION:

pH: 4.8

- TEMPERATURA: 30 40
— A: 1.04 (JI/rol

o
- ACTIVIDAD ESPECíFICA,

r

1 1<

3

— ~1.

—3

— r

—7

—9

2.8 2.9

45 50 55 o 60
.3

65 y 70 ‘0

a(t>: 1.17 ¡JI/mg de proteína

0.50

in k

— 0.25

— 0.00

— —0.25

-0.50

3.4

l/T l0~ (rt)

Figura 6.24. DESACTIVACION DE (3-GLUCOSIDASA DE 1’. funiculosuin LIBRE:
Ajuste de las constantes de desactivación a la

o
u

3.0 3.1 3.2 3.3

ecuaciónde Arrhenius: El a
2; A k; O k a
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4,8

—TEMPERATURA:30%40%450,50t550600,65 y7O W

— A: 1.04 (JI/ml
O

- ACTIVIDAD ESPECíFICA, a<t): 1.17 (JI/mg de proteína

% Actividad
e sp e c 1 f .i. ea

teórica
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% Actividad específica
experimental

Figura 6.25. DESACTIVACION DE (3-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum LIBRE
Comparaciónentre los resultados experimentales
y los predichos con el modelo de desactivación:
o 30 >C; t 40 C; 0 45 ‘C; + 50 oC; A 55 ‘C
360 0C; •65 0C; S/ 70 ‘C
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VALORES DE LAS

DE LAS

TABLA 6.1

ACTIVIDADES ESPECIFICAS

CONSTANTES DE REACCION

Temperatura 1
1

2
2

1
1

2
2

30

40

45

50

55

60

65

70

1.17

1.17

1.17

1.17

1.17

1.17

1.17

1.17

1.31

1,25

1.20

1.18

1.15

1.12

1.08

1,07

0.021

0.200

0.507

1.386

3,600

9.340

23.280

56.500

0. 149 10~

0. 304 10~

0.407

0. 668 10~
—3

0,98810

2.010 10~
-a

6.00010

12.300 1O~

UI/mg pr UI/mg pr. mm1 mm’

TABLA 6.2

VALORES DE LA ENERGíA DE ACTIVACION Y DE LA CONSTANTE PREEXPONENCIAL

PARA a Y PARA LAS CONSTANTES DE REACCION k Y k
2 1 2

E
a

k
o

22 —1080.23 0.2186

1
1

41001.75 7.59 ío27

22 23200.87 4.69 1012

cal/mol mm 1

187

Ya 1
kY

1

a Y
2
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6.3.2. DESACTIVACION TERMICA DE LA ENZIMA INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POVO

Como ya se ha comentado en el apartado2,5.4. de la Introducción, la

inmovilización de una enzima sobre un soporte determinado puede influir

sobre su estabilidad térmica. Aunque el efecto observado depende de nume-

rosos factores como el soporte empleado, el método de inmovilización uti-

lizado, el origen de la enzima, etc, en general se aprecia un aumento de

la estabilidad térmica tras la inmovilización.

Por esta razón se llevó a cabo un estudio, semejante al realizado pa-

ra la enzima libre, sobre la estabilidad térmica de la enzima inmovilizada

sobre nylon en polvo utilizando las condiciones previamente seleccionadas,

Los resultados obtenidos para las diferentes temperaturas ensayadas, com-

prendidas entre 30 y 70W, se resumen en las tablas 5.24 a 5.28 y se re-

presentan en la figura 6,26.

En ella se observa que, a diferencia de los resultados obtenidos al

estudiar la desnaturalización de la enzima libre, la actividad permanece

prácticamente constante a lo largo del tiempo e igual a la inicial para

las temperaturas más bajas de 30 y 40 ‘C. La no existencia del máximo de

actividad y de la caída de la misma con el tiempo que se observaba para la

enzima libre, indican que esta no ha modificado su estructura por efecto

de la temperatura, debido, probablemente a que al estar unida al soporte

por un enlace fuerte, como el enlace covalente, su movilidad se ve res-

tringida lo que favorece un aumento de su estabilidad térmica por no exis-

tir deformación de sus estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria.

Sin embargo, para temperaturas superiores a 40W se observa una

pérdida de actividad con el tiempo, muy ligera para 50 ‘C y mayor a medida

que aumenta la temperatura, de forma que al cabo de 25 horas, la enzima

inmovilizada conserva el 97.6 % de su actividad a 50 ‘C, el 72% a 60 W y

el 50.6 % a 70 ‘C. Si se comparan estos resultados con los obtenidos para

la enzima libre (figuras 6.22 y 6.23), en todos los casos la

inmovilización representa un importante aumento de la estabilidad térmica

(figura 6.27).

Hay que destacar también que en el caso de la enzima inmovilizada, la

pérdida de actividad se produce, únicamente, durante las primeras horas de

incubación. Este efecto no se observaba en el caso de la enzima libre en



6. DISctJSEoN DE RESULTADOS 189

CONDICIONES DE OPERÁCION:

- pH: 4.8

- TEMPERATURA: 30’,

- C : 40 g/l
5

— A:
O

40 ‘, 5~ ‘, 60 o y 70 0C

17.51 UI/g

120
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inicial

loo —
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40 —.

20—

o u
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u ¡
1000 1250 1500

t (horas)

Figura 6.26. DESACTIVACION DE LA (3-GLUCOSIDASA DE P. funiculosuin
INMOVILIZADA: • 30 C; •40 C; 0 50 C; ~ 60 ‘C; 0 70 ‘C

tu e
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8

- TEMPERATURA: 30’, 40 ‘, 50 ~, 60 0 y 70 W

- C : 40 g/l
5

—A: 17.51 (JI/go

1. 20

% Actividad
<¡iii cul. al

II OO

a
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20

o
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T (0C)

Figura 6.27. COMPARACIONDE LA DESACTIVACION TRAS 40 HORAS DE INCUBACION:
(3—glucosidasa libre ~3~(3—glucosidasa inmovilizada
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la que la pérdida de actividad era continua con el tiempo hasta llegar a

la desnaturalización total. Por tanto, es difícil atribuir la pérdida de

actividad en el caso de la enzima inmovilizada a modificaciones estructu-

rales, poco probables por otra parte como ya se ha comentado, al estar

unida la enzima a un soporte que dificulta su movilidad. Esta pérdida de

actividad podría explicarse entonces suponiendo que es debida a pérdida de

parte de la enzima inmoviliazda que pasa al medio en el que debido a la

temperatura a la que se encuentra y siguiendo ya una cinética semejante a

la de la enzima libre, se desactiva rápidamente. La mayor pérdida de acti-

vidad observada para la enzima inmovilizada al aumentar la temperatura im-

plicaría un debilitamiento del enlace enzima—soporte originado por la tem-

peratura.

6.3.2.1. Modelo cinético para la desactivación de la enzima inmovilizada:

Aunque en general la desactivación de las enzimas inmovilizadas suele

describirse mediante los mismos mecanismos que se utilizan para las enzi-

mas libres, de los datos comentados en el apartado anterior se deduce que

en el caso de la enzima estudiada en este trabajo, las suposiciones hechas’

para la enzima libre no pueden ser mantenidas para la enzima inmovilizada

pues no parece que exista alteración en la estructura protéica sino

pérdida de la enzima al medio. Sin embargo, la necesidad de disponer de

una ecuación que permita conocer la variación de la actividad enzimática a

lo largo del tiempo con el fin de introducirla en la ecuación de velocidad

que describa el proceso de hidrólisis, nos llevó a plantear una ecuación

empírica capaz de describir los resultados obtenidos experimentalmente.

Así se planteó una ecuación de tipo hiperbólico de la forma:

a(t) = 1— ~ [6.6]C+t

Esta ecuación sólo se empleó para ajustar los datos de actividad ob-

tenidos a 50, 60 y 70 W ya que se consideró que a 30 y 40 0C se podía to-

mar un valor medio de la actividad sin cometer un error apreciable.

Ajustando los resultados experimentales a la ecuación empírica pro-

puesta, se obtuvieron los valores de las constantes 8 y C a las diferentes

temperaturas ensayadas que se detallan en la tabla 6.3.



1926. DISCUSIOR DE RESULTADOS

TABLA 6.3

VALORES DE LAS CONSTANTESB Y O DE LA ECIJACION 6.6

PARA LAS DIFERENTES TEHPERATIWAS

Temperatura B O

50

60

70

0.0287

0.2948

0.5065

99.77

83.02

42.30

En la figura 6.28 se comparan los resultados experimentales con los

predichos por la ecuación [6.6] observándose que en todos los casos el

error es inferior al 5 >4.

6.4. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON ¡3-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum

6.4.1. HIDROLISIS CON (3-GLUCOSIDASA LIBRE

La función de la (3—glucosidasa dentro del complejo celulasas es, como

ya se puso de manifiesto en el apartado 2,2.2. de la Introducción, hidro-

lizar las moléculas de celobiosa por ruptura del enlace (3—1,4-’glicOsidicO,

originando dos moléculas de glucosa.

Esta reacción de hidrólisis de celobiosa, como cualquier otra

reacción química, puede verse influida por las condiciones del medio <tem-

peratura, pH), por la concentración de sustrato y producto y por las ca—

racteriscas propias de la enzima (concentración, desactivación térmica,

inhibición, etc, ). Con el fin de estudiar la influencia que todas estas

variables tenían sobre la velocidad de hidrólisis de la celobiosa con

(3-glucosidasa de P. funiculosum, se llevaron a cabo experimentos en los

que se estudió la influencia de las siguientes variables:

— Temperatura

— Concentración inicial de celobiosa

— Concentración inicial de glucosa

— Actividad inicial de la disolución enzimática

- pH
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CONDICIONES DE OPERACION:

- pH: 4.8

- TEMPERATURA: 50 ~, 60 y 70 W

- C 40 g/l5
- A: 17.51 UI/g

o
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Figura 6.28. DESACTIVACION DE LA (3-GLUCOSIDASA DE P. funlculosum
INMOVILIZADA: Comparación entre los resultados expe-
rimentales y los predichos por el modelo de desactí-
vación: EJ SO C; ~S 60 oC; 0 70 0C
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1) INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

En la figura 6.29 se representan las concentraciones de celobiosa

frente al tiempo de hidrólisis correspondientes a los experimentos lleva-

dos a cabo a temperaturas entre 30 y 70 W. Los resultados de dichos expe-

rimentos se resumen en las tablas 5.29 a 5.33.

En dicha figura se observa que a medida que aumenta la temperatura, y

siempre que esta no supere los 600C, aumenta la velocidad a la que desapa-

rece el sustrato, o lo que es lo mismo, aumenta la velocidad de reacción.

Sin embargo, cuando la reacción se realiza a 70 0C y a tiempos superiores

a 3 horas, la conversión prácticamente se detiene manteniéndose constante

la concentración de celobiosa en el medio a partir de ese momento~

Esta influencia se puede explicar teniendo en cuenta que durante el

proceso de hidrólisis aparecen dos efectos contrapuestos dependientes de

la temperatura:

— Un efecto de aumento de la velocidad de reacción al aumentar la

temperatura, común a todas las reacciones químicas.

— Un efecto de disminución de la actividad de la enzima y por tanto

de la velocidad de reacción por la desnaturalización térmica. Esta

desactivación térmica cobra mayor importancia a partir de 60 C,

tal como se vio en el apartado 6,3.1. en el que se estudió la

estabilidad térmica de la (3—glucosidasa libre.

El hecho de que la desnaturalización térmica de la enzima se vea más

favorecido por la temperatura que la hidrólisis de celobiosa, se debe a

los diferentes valores de las energías de activación: entre 4 y 20

kcal/mol para reacciones enzimáticas y entre 40 y 130 kcal/mol para la

desnaturalización térmica de proteínas.

A partir de estos resultados se seleccionó el valor de 60 C como

temperatura para llevar a cabo el estudio de las restantes variables de la

hidrólisis.
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CONflICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: variable estudiada

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

-pH: 4.8

-C : OmM
glu

- Nt 200 r.p.m.

— A : 1. 16 (JI/mlo
—C : lOmM
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Figura 6.29. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE P. funiculosuni
LIBRE: Influencia de la temperatura: EJ 30 0C; t 40 0C; O
50 0C; A 60 0C; •70 ‘C
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II) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE CELOBIOSA

En la figura 6.30 se representan las variaciones de la concentración

de celobiosa frente al tiempo correspondientesa experimentos en los que

se varió la concentración inicial de celobiosa entre 2 y 25 mM, Los resul-

tados obtenidos en estos experimentos se resumen en las tablas 5.32 y 5.34

a 5.37.

En dicha figura se observa que a medida que aumenta la concentración

inicial de celobiosa, y para una misma concentración de celobiosa en el

medio, por ejemplo 2 mM, la pendiente de la curva concentración de celo—

biosa frente al tiempo, que representa la velocidad de hidrólisis, no

varia, al menos hasta concentración inicial 15 mM. Estos resultados indi-

can que hasta dicho valor, parece ser que la concentración de sustrato

existente en el medio no es suficiente para inhibir la enzima. Sin embar-

go, cuando se emplea inicialmente una concentración de celobiosa de 25 mM,

si se compara la curva obtenida con las de 10 y 15 mM para una concentra-

ción de celobiosa en el medio de 10 mM, las pendientes de dicha curva en

cada punto son menores que las de las otras dos curvas indicadas por lo’

que es muy posible que a estos valores de la concentración de sustrato, la

enzima se vea inhibida por él.

En dicha figura se observa también que la pendiente de la curva co-

rrespondiente a concentración inicial de celobiosa 25 mM es claramente in-

ferior a las pendientes de las curvas obtenidas para concentraciones ini-

ciales inferiores, lo que pone de manifiesto que puede existir inhibición

por sustrato para concentraciones iniciales del mismo superiores a 15 mM.

III) INFLUENCIA DE LA CONCENTRACIONINICIAL DE GLUCOSA

Con el fin de conocer la posible inhibición de la enzima por el

producto de la reacción (glucosa), se llevó a cabo la reacción enzimática

en presencia de este compuesto a diferentes concentraciones iniciales. Los

resultados obtenidos se resumen en las tablas 5.32 y 5.38 a 5.40 y se

representan en la figura 6.31,

En esta figura se observa que, a medida que aumenta la concentración

inicial de glucosa, la concentración de celobiosa disminuye más lentamen-

te, es decir, disminuye la velocidad de reacción. Sin embargo, y dado que
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CONDICIONES DE OPERACION~

- TEMPERATURA: 60 W

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

- pH: 4.8

-C : OmM
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— N: 200 r.p.m.

— A: 1.16 UI/mío
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Figura 6.30. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE P. funiculOStW
LIBRE: Influencia de la concentración inicial de celobiosa:
EJ 2 mM; t E mM; A 10 mM; 0 15 mM; •25 mM

1300 1000



6. DEScUSION DE RESULTADOS 198

CONDICIONES DE OPERACION~
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- TEMPERATURA: 60 W
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Figura 6.31. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON(3-GLUCOSIDASA DE P. funiculosuni
LIBRE: Influencia de la concentración inicial de glucosa:
A O mM; t 5 mM; 5 10 mM; Q 20 mM
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según la cinética enzimática habitual basada en la ecuación de Michaelis-’

tienten, la velocidad de reacción únicamente depende de la concentración de

celobiosa en el medio, las cuatro curvas deberían superponerse.

El efecto observado puede explicarse, por tanto, suponiendo la exis-

tencia de inhibición por producto. Esta inhibición se hace más patente a

medida que aumenta la concentración inicial de glucosa.

IV) INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Con objeto de estudiar la influencia de la actividad enzimática del

medio sobre la velocidad de reacción, se llevaron a cabo cuatro experimen-

tos cuyos resultados se resumen en las tablas 5.32 y 5.41 a 5.43. Los re-

sultados obtenidos se representan en la figura 6,32 de la forma variación

de la concentración de celobiosa frente al tiempo.

Se puede observar en dicha figura que, a medida que aumenta la acti-

vidad enzimática presente en el medio de reacción, aumenta la velocidad de

reacción, es decir, la concentración de celobiosa en el medio disminuye

más rápidamente. Sin embargo, es importante destacar que las curvas obte-

nidas para las diferentes actividades enzimáticas están cada vez más

próximas. Así por ejemplo, para reducir la concentración de celobiosa en

el medio a la mitad (5 roN) se requieran casi 600 minutos para una activi-

dad de 0.32 (JI/ml mientras que cuando la actividad se multiplica por cua-

tro, hasta 1. 17 (JI/mí, bastan 130 minutos, es decir, el tiempo se reduce

un 78 %. Del mismo modo, al duplicar la actividad desde 1,17 hasta 2.06,

el tiempo debería reducirse en un 39 Y., sin embargo este sólo disminuye en

un 31 Y., Y para la mayor concentración ensayada, doble de la anterior, el

tiempo sólo se reduce en un 22 7.. Esta progresiva aproximación entre las

curvas cinéticas obtenidas a medida que aumenta la actividad enzimática se

debe a que al aumentar la cantidad de enzima presente en el medio, lo hace

lógicamente el número de moléculas de sustrato que pueden unirse a sus

centros activos aumentando la velocidad de la hidrólisis. Sin embargo,

puede llegar un momento en que el número de centros activos de la enzima

presentes en el medio de reacción sea mayor que el de moléculas de sustra—

to capaces de reaccionar. Llegado este punto, un aumento de actividad en

el medio ya no modificarla la velocidad de reacción para una misma concen-

tración inicial de celobiosa.
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 >C

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

- pH: 4.8

-C ¡ OmM
gUi

— ti: 200 r.p.m.

- A : variable estudiada
o

-C : iOmM
cal

1 0

Cccl . (uN

¿3

6

4

2

o

O 200 400 600 800

U (minutos>

Figura 6.32. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE P. funlculoswn
LIBRE: Influencia de la actividad inicial de la disolución:

EJ 0.32 UI/mí; A 1.17 UI/mí; •2.06 UI/mí; ~ 4.00 (JI/ml

1000
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V) INFLUENCIA DEL pH

Por último y debido a la gran influencia que tiene el pH sobre la ac-

tividad enzimática, se estudió la variación de la velocidad de reacción

con el pH del medio. Los resultados obtenidos, que se resumen en las ta-

blas 5.32, 5,44 y 5.45, se presentan en la figura 6.33.

Se observa que de los tres valores de pH ensayados, la máxima veloci-

dad de reacción se obtiene cuando el pH del medio es 4.8. Este pH se en-

contró muy próximo al óptimo también cuando se realizó la caracterización

de la enzima estudiando su perfil de pH frente al ensayo estandar de acti-

vidad ¡3—glucosidasa (apartado 9,3 del Apéndice).

También puede observarse que cuando se utilizan valores de pH por

encima del óptimo (pH 6.3), la velocidad de hidrólisis es superior a la

que se obtiene a pH inferior al óptimo (pH = 3.5).

Como resumen, de los resultados obtenidos al estudiar la hidrólisis

de celobiosa con (3—glucosidasa libre procedente de P. funlculoswn, se pue—.

de deducir las siguientes conclusiones:

— La temperatura más ventajosa para llevar a cabo la hidrólisis pare-

ce ser 60 >C, temperatura a la que, si bien existe una importante

desnaturalización enzimática, la velocidad a la que tiene lugar la

reacción permite que esta transcurra casi totalmente antes de que

la pérdida de actividad de la enzima sea demasiado elevada.

— Se ha puesto de manifiesto la inhibición por producto (glucosa), si.

bien no parece ser muy importante hasta que la concentración de

glucosa en el medio no es superior a 10 mM. Asimismo, se ha detec-

tado la posible inhibición por sustrato para concentracionesde ce—

lobiosa superiores a 15 mM.

— Un aumento de la actividad enzimática del medio implica un aumento

de la velocidad de reacción, sin embargo dicha influencia

disminuye para valores elevados de la actividad enzimática.

— El pH más adecuado para llevar a cabo la hidrólisis ha resultado

ser 4.8. Asimismo se ha observado que una disminución del pH origi-

na menores velocidades de hidrólisis que un aumento del mismo.
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 0C

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

— pH: variable estudiada

10 mM

1<)

Cccl. (mM)

8

(2,

4

2

o

-C : OmM
gUi

- N: 200 r.p.m.

— A: 1,16 (JI/ml
o

0 20<) 40<) 600 800

ti (minutos)

Figura 6.33. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE P, funlculosum
LIBRE: Influencia del pH: 0 3.5; A 4.8; 0 6.3

¡000
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6.4. 1. 1. Modelo cinética para la hidrólisis de celobiosa con ¡3—glucosidasa:

Como ya se ha comentado en el apartado 2.3,2. de la Introducción, el

esquema general de reacción más utilizado en la bibliografía para explicar

la conversión de un sustrato (5) en un <inico producto (1’) por al acción de

una enzima (E) es el siguiente:

k k
S+E ——-~ ES E+P

k
—1

Este mecanismo fue propuesto por Michaelis y Menten en 1913 con el

fin de explicar la ecuación empírica propuesta por Benn en 1902, obtenida

a partir de sus estudios sobre cinética enzimática. La ecuación propuesta

tenía la forma:

1< [E] [5]ES] [2.1]

m

En las tablas 6.4 y 6.5 se presentan los resultados obtenidos al

ajustar, mediante un programa de cálculo basado en el Algoritmo de Mar—

quardt para regresiones no lineales combinado con un método de l3unge—Kuta

de cuarto orden para la resolución de las ecuaciones diferenciales plan-

teadas para la expresión de la velocidad, los resultados obtenidos en los

experimentos realizados a diferentes concentraciones iniciales de celo—

biosa y glucosa, respectivamente, a la ecuación de Michaelis—Menten, ecua-

ción [2.1]

A partir de los resultados obtenidos es posible sacar algunas conclu-

siones válidas para plantear un nuevo modelo:

— Si no existiera ningún tipo de inhibición, los valores de K y r
m rnax

obtenidos para todos los ajustes deberían coincidir pues las cons-

tantes cinéticas sólo son dependientes de la temperatura y del pH

del medio pero no de la concentración de sustrato o producto.

- Del ajuste de los datos obtenidos en los experimentos realizados a

diferentes concentraciones de sustrato se deduce que existe un im-

portante efecto de inhibición por sustrato, mucho más patente para

concentraciones iniciales de celobiosa superiores a 10 mM
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— Del ajuste de los datos obtenidos en los experimentos a diferentes

concentraciones de glucosa se deduce la existencia de inhibición

por producto> que puede encuadrarse dentro del tipo de inhibición

no competitiva descrita en el apartado 2.3.3, de la Introducción

pues por un lado aumenta el valor aparente de K , disminuyendo al
m

mismo tiempo r sin existir entre ambos parámetros una relación
max

constante. Este tipo de inhibición también se denomina en ocasiones

mixta pues el Inhibidor puede unirse tanto al complejo enzima—

sustrato como a la enzima.

Además, en todos los ajustes se obtienen discrepancias muy elevadas

ontre los valores experimentales y los predichos por el modelo, superiores

incluso al 30 Y, en algunos casos.

TABLA 6.4

VALORES DE 5< , r Y ERRORMEDIO OBTENIDOS AL AJUSTAR
m ¡MX

LOS RESULTADOSEXPERIMENTALESDE DIFERENTES CONCENTRACIONES

DE CELOBIOSA A LA ECUACION DE MICHAELIS-MENTEN
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TABLA 6.5

VALORES DE 5< , r Y ERRORMEDIO OBTENIDOS AL AJUSTAR
m max

LOS RESULTADOSEXPERIMENTALESDE DIFERENTES CONCENTRACIONES

DE GLUCOSAA LA ECUACION DE MICRAELIS-MENTEN

q
qlucosa

1<
ni

r cO’.)

1

1

10

15

7,07

7.27

8.32

10.24

0,0839

0,0816

0,0803

0,0793

52.1

23.6

15.3

20.3

mM mM
mo1

mí ruin

Teniendo en cuenta estas prenisas se propuso un ynecanismo de reaccio-

nos que incluyera los <los efectos de inhibici6n observados,

Para el sustrato se propuso el mecanismo habitual de Inhibición:

1<3
S+ES -t ES

1<
2

—3

Para el producto se propuso un mecanismo de inhibición no competitiva

ya empleado por Halwachs para describir la hidrólisis de 1..-~
fonilalaninametiíester (Halwachs, 1978) y por Ladish y col, para describir

la hidrólisis de cej,obiosa con ondoglucanasa(Ladish, 1980):

k
E + 1’

1<
—4

1<
ES+P EFS

1<

por lo que el mecanismocompleto de hidrólisis de celobiosa quedaría según

el siguiente esquemade reacciones:

205
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k k
15 + E -.~a.S ES 2 E+2P

k
—1

S+ES — k
k

-3

ES
2

k -~

E + 5’ t~— EF
k

—4

k
ES 4 5’ r—~------~ 55’5

1<
—5

incluyéndose el coeficiente estequiométrico de la reacción, 2, puesto que

una molécula de celobiosa conduce a dos de glucosa.

Aplicando la aproximación al estado estacionario a las diferentes es-

pecies intermedias que aparecen en el proceso:

d [ES

]

dt

d[ES 1
2

dt

d[EP] —

dt

o [6.7]

[68]o

o [6.9]

[6, 10]
d[EFS] =

dt

y teniendo en cuenta que para cualquier tiempo t, la concentración total

de enzima será la suma de la enzima libre y la combinada formando todos

los intermedios de reacción presentes en el mecanismo propuesto:

E =E+[ES]+ [ES]+[EP]+[EPS]
total 2

[6. 11)

se obtiene> para la velocidad de reacción, la siguiente expresión:
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5<’ E 9
É~.. — 2 total [6.12]

2dt K +S+K SP+K P4-I< 5
ni 1 2 3

donde:

= 2 5< [6.13]
2 2

5<
—1 2K = (6,14]

ni 5<
1

k
K — [6. 15]

—s

5<
[6.16]

2 5< m
—4

k
1% = [6. 17]

—3

Es importante la presencia> en la ecuación de velocidad, del término

E , que representa la concentración total de enzima o más propiamente
total

dicho la actividad enzirnática total a lo largo de la reacción. Como ya se

ha visto anteriormente (apartado 6.3 de la Discusión de resultados), la

actividad enzimática varia con el tiempo y la temperatura debido a la

desnaturaliza—ción de la enzima, según la ecuación (6.5]. Con el fin de

tener en cuenta este efecto, que aunque no influye directamente sobre los

resultados del ajuste a una determinada temperatura, conduce a valores de

la velocidad máxima (r 5<’ E ) menores a los reales, se sustituyó
max 2 total

en la ecuación de velocidad E por la expresión obtenida para la va—
total

nación de la acLividad con el tiempo a las diferentes temperaturas obte-

nidas:

ak ¡<>9[E](a — ak1 )exp<—k t)+—exp(—k t) 2
21dt k—k 1 5< —k 1 K+S+K SP+KP+KS

2 [6.181
12 1 2

~ = 3

Ajustando, mediante el programa de cálculo ya mencionado, los datos.

de los experimentos realizados a 60 C y diferentes concentraciones ini-

ciales de celobiosa y glucosa, así como para diferentes actividades

enzimáticas iniciales, se obtuvieron los siguientes valores de las cons-
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tantes cinéticas de la ecuación [6.18]:

= 0. 1021 mm/mMUI/mí
2

K 4.23 mM
ni

K = 0. 0804 mM

1< = 0,0994 mM
2

K = 0.0813 mM
3

que, a diferencia de los obtenidos al ajustar los datos experimentales a

la ecuación de Michaelis Menten, son independientes de las concentraciones

iniciales de celobiosa y glucosa.

Una vez seleccionado este mecanismo de reacción, se ajustaron a la

ecuación obtenida los resultados de los experimentos realizados a diferen-

tes temperaturas. Los valores de las constantes cinéticas para las dife-

rentes temperaturas se resumen en la tabla 6. 6.

TABLA 6.6

VALORES DE LAS CONSTANTES DE LA ECUACION [6. 16]

PARA LAS DIFERENTES TEMPERATURAS

Temperatura
2

m
m

1
1

5< 5<
3

30

40

50

60

70

0,0510

0.0607

0,0855

0. 1021

0.1221

16.40

13.98

8.13

4,23

3.01

0.0340

0.0467

0.0633

0,0804

0.0924

0.0670

0,0925

0.0963

0.0994

0.0999

0.0540

0.0620

0.0759

0.0813

0,0883

mcl
mímínul mM

—1
mM mM

—i. —i
mM

En la figura 6.34 se representan las concentraciones de celobiosa ex-

perimentales frente a las obtenidas mediante la ecuación [6.18] para los

experimentos realizados a diferentes temperaturas. Se observa que en todos

los casos el error es inferior al 10 Y..
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEPIPERATURA: 60 oc

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

- pI!: 4.8

- Hz 200 r.p.m.

25
Cccl. Ée6rica

(mM)

20

15

5

O

0 5 10 15 20 25

Ccel. experimental (mM)

Figura 6.34. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON f3-GLUCOSIDASA DE P. funlculosum
LIBRE: Comparación entre los resultados experimentales y los
predichos por el modelo cinético,
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Como se indica en el apartado 2.3.4. de la Introducción, las constan-

tes cinéticas de las reacciones enzirnáticas aumentan su velocidad con la

temperatura según la relación de Arrhenius:

(—E 1H11
ak=k e [2.22]o

Todas las constantes de reacción relacionadas con el mecanismo propuesto

así como el como el cociente o el producto de dos o más de ellas deben,

por tanto, cumplir la ecuación de Arrhenius.

Teniendo en cuenta esto se llevó a cabo el ajuste de las constantes

5<>, K y K a la ecuación de Arrhenius de forma directa. Los valores de la
1 3

energía de activación y de las constantes preexponenciales obtenidos se

resumen en la tabla 6.7. Por otro lado, la constante de Michaelis (K ) 1w-
m

cluye en su expresión la suma de dos constantescinéticas por lo que no es

posible ajustarla a una expresión del tipo Arrhenius de forma directa, sin

embargo, esta constante se puede descomponer en la suma de dos cocientes

entre constantes cinéticas, a las que llamaremos K y K seg<in la expre—
ni ni

1 2

sión:

5< +5< 5< k
—1 2K = -1 2 — + — = K + K [6. 19]

m k 5< 5< ¡u
1 ni

1 1 1

y estas dos nuevas constantes si pueden ser ajustadas a la ecuación de

Arrhenius. Los valores para la energía de activación y la constante preex—

ponencial para ambas constantes se detallan en la tabla 6.7.

De igual forma, K es el producto de un cociente de constantes
2

cinéticas y K , por lo que si se divide esta constante por K , se obtiene
ni ¡u

el cociente k /k que puede ajustarse a la ecuación de Arrhenius. En la
4 —4

tabla 6,7 se resumen los valores de la energía de activación y de la cons-

tante preexponencial para este cociente de constantes cinéticas.
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En las figuras 6.35 y 6.36 se representan los logaritmos de las cons-

tantes cinéticas frente al inverso de la temperatura y su ajuste a la

ecuación de Arrhenius. En dicha figura se observa el buen ajuste de todas

las constantes cinéticas con excepción de 5< debido, probablemente> a que
m2

esta constante junto con K se calculan a partir de K > ajustando los va--
ml ¡u

lores obtenidos a las cinco temperaturas estudiadas, a la expresión:

(—E .‘RT) (—E /PT>
al a2 [6.20]

1< K +1< k e +5< e
¡u m ¡u O O

1 2 1 2

y aunque se obtuvieron ajustes con menores errores, los valores obtenidos

para Eaí~ k1, E y 5< en ellos no tenían significado físico.
a2 02

Por último se ajustaron al modelo seleccionado los resultados obteni-

dos al realizar la hidrólisis de celobiosa a concentración inicial de ce—

lobiosa 10 mM, 60 CC y diferentes valores de pH. En la figura 6.37 se re-

presentan las concentraciones de celobiosa experimentales y las obtenidas

a partir de la ecuación [6.18]. Se observa que el error medio es inferior

al 10%.

Asimismo, en la tabla 6,8 se resumen los valores de las diferentes

constantes cinéticas para los tres valores de pH estudiados.

TABLA 6.8

VALORES DE LAS CONSTANTES CINETICAS flE LA ECUACION [6.16]

PARA LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS A DIFERENTES pR

C 10 mM; C =OmM; T60 C; A1.17U1/ml
cal. gUi. O

pH 2 1< ni 1 22 5< 3

3.5

4.8

6,3

0.0427

0.1021

0,0737

15.60

4.23

10,20

0.0104

0,0804

0,0304

0,0494

0,0994

0,0864

0.0613

0.0813

0,0323

mol
mímínt~í mM

—1
mM

—l
mM

—1
mM
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CONDICIONESDE OPERACION:

TEMPERATURA: variable estudiada

VOLUMENTOTAL: 100 ml

-c
gUi

— Ii: 200 r.p.m.

— A:
o

— pH: 4,8

-c : lOmM
Gel

in 1<

2

•1.

o

—2

—3

2.8

Figura 6.35. HIDROLISIS
LIBRE: Ajuste de las
Arrhenius: O k; t~ 1<

m

3.0

1.16 UI/mí

3.2 3.3

~~~1

3.4

DE CELOBIOSA CON 3-GLUCOSIDASA DE P. funlculosum
constantes cinéticas a la ecuación de

;OK~

a

o

o

3 ¡ E

2.9 3,1

1 2
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CONDICIONES DE OPERACION:

— TEMPERATURA: variable estudiada

— VOLUMENTOTAL: 100 ml

— pI!: 4.8

-c
ce

(1

.1’i

3

— r

—6

2. 8

10

-c : OmM
gUi

- N: 200 r.p.m.

—A:
o

2.9 34)

1. 16

3 . 2

1 IT IO~ ( K’ )

Figura 6.36. flII)ROLISIS DE CELOBIOSA CON~3-GLUC0SIDASADE 1’. funiculosum
LIBRE: Ajuste de las constantes cinéticas a la ecuación de
Arrhenius: O 1< ;á 5<15< <jK

1 —4’

o o

u U 1

3.1 3.3 3 . 4
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CONDICIONES DE OPERACION:

-G
gUi- TEMPERATURA: 60 ‘C

- VOLUMENTOTAL: 100 mi

— ¡‘II: variable estudiada

—C 1: lOmM

O mM

- Hz 200 r.p.m.

- A : 1. 16 DI/mi
o

1 (1

Ce o 1 . L e ev ¡ U ¿.1

([Dpi)

(1 ‘2 4 6 8

Cee 1 . exper] mental (mM)

Figura 6.37. DE CELOBIOSA CON f3-GLUCOSIDASA DE 1’.
LIBRE: Comparación entre los resultados experimentales y los
predichos por el modelo cinético. Influencia del pH: 0 3.5;

II O

A 4.8; Q 6,3
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En la tabla 6.8 se observa que, si bien valores diferentes del pH

ápt~ffio (4.8), desfavorecen la reacción de hidrólisis (disminuye k’ y
2

aumenta K ), también desfavorecen las reacciones de inhibición, lo que en
1fl

cierto modo compensa la menor actividad de la enzima. La influencia del pH

sobre las reacciones de inhibición es diferente, de forma que a pH más

ácido que el óptimo, las reacciones de inhibición por producto se ven

fuertemente desfavorecidas (constantes 1< y K ) mientras que la influencia
1 2

sobre la reacción de inhibición por sustrato (constante K ) es pequeña. A
3

pU menos ácido que el óptimo, todas las reacciones de inhibición se ven

desfavorecidas, siendo mayor este efecto en las constantes K y K
1 2

6.4.2. IIIDROLJSIS CON f3-CLUCOSIDASA INSIOVTLIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

Dado que la inmovilización de la enzima puede provocar modificaciones

de su actividad frente a un determinado susirato, se realizó un estudio

cinético de la hidrólisis de celobiosa con (3—glucosidasa inmovilizada so-

bre nylon en polvo.

En primer lugar y dado que en el caso de la enzima inmovilizada la

reacción es heterogénea, se estudió la influencia de la velocidad de agi-

tación. En el caso de la enzima libre, esta variación no se estudió por

tratarse de un sistema homogéneo y únicamente se trabajó con una veloci-

dad de agitación de 200 r.p.m. suficiente para que el medio de reacción

estuviera bien homogeneizado.

1) INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE AGITACION

En la figura 6.38 se presentan los resultados obtenidos al estudiar

la influencia de la velocidad de agitación sobre la velocidad de reacción,

Estos datos se resumen en las tablas 5.46 a 5.48.

En la figura se observa que cuando la reacción se lleva a cabo sin

agitación, la velocidad de reacción es menor que cuando la reacción se

lleva a cabo con una agitación de 200 r.p.m. Sin embargo, un nuevo aumento

hasta 400 r.p.m. no provoca modificaciones apreciables de la velocidad de

reacción.

A partir de estos resultados se eligió 200 r.p.m. como velocidad de

agitación manteniéndose su valor constante a lo largo de las restantes ex-

perimentos.
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 0C

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

- pU: 4,8

10 mM

1 ()

cre 1 , ( un’]

8

1’)

4

2

O

-c : OmM

— N: variable estudiada

— CSE: 0.06 g/ml (17.5 Ur/g)

[ ( mi.nut:os )

Figura 6.38. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON ¡3-GLUCOSIDASA DE P. funfculoswn
INMOVILIZADA: Influencia de la velocidad de agitación: ~

E) 200 40() 6CM) 8 00 5 000

O r.p.m.; .& 200 r.p.m.; ~j 400 r.p.m.
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II) INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

En la figura 6.39 se representan los resultados obtenidos al estudiar

la influencia de la temperatura sobre la velocidad de reacción. Estos re-

sultados se resumen en las tablas 5.47 y 5.49 a 5,52.

Se observa en esta figura que, como en cualquier reacción química, al

aumentar la temperatura aumenta la velocidad de reacción. Sin embargo, pa-

ra una temperatura de 70 0C se observa una disminución en la velocidad de

reacción respecto de la obtenida a 60 ‘C, resultando prácticamente coincí—

dante con la de SO ‘C

Por otro lado, si se comparan estos resultados con los obtenidos para

la hidrólisis con enzima libre (figura 6.29), es Importante destacar que

la influencia de la temperatura es mayor cuando la hidrólisis se realiza

con enzima Inmovilizada, ya que el aumento observado en la velocidad de

reacción al aumentar la temperatura de 30 a 40 ‘0 es mucho mayor, Así,

mientras que en la hidrólisis con enzima libre utilizar temperaturas supe-

riores a 60 ‘0 detiene la reacción a partir de un determinado tiempo, sin

alcanzar la conversión total debido a la desnaturalización enzímática, al

emplear enzima inmovilizada, aunque la velocidad se reduce, haciéndose me-

nor que la de 60 ‘0, la disminución es pequeña debido a que en el caso de

la enzima inmovilizada la desnaturalización observada es mucho menor, no

perdiéndose nunca totalmente la actividad de la enzima,

III) INFLUENCIA DE LA COIVCENTRACIONDE GELOBIOSA

Los resultados obtenidos al estudiar la influencia de la

concentración inicial de celobiosa, que se resumen en las tablas 5,47 y

5.53 a 5.56, se representan en la figura 6,40 de la forma concentración de

celobiosa frente al tiempo.

En esta figura se puede observar que las curvas obtenidas para las

diferentes concentraciones iniciales son prácticamentes paralelas,

obteniéndose valores semejantes de la velocidad de reacción para una misma

concentración de celobiosa. Sin embargo, y dado que cuando se empleaba en-

zima libre se observaba un ligero efecto de inhibición por sustrato, es

posible que esta también exista en el proceso realizado con enzima inmovi-

lizada, aunque para valores de concentración de celobiosa más elevados.
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CONDICIONES DE OPERACION:

— TEflPERATURA: variable estudiada

- VOLUMENTOTAL: lOO ml

— ph’: 4.8

-G : OmM
ql ti

- N: 200 r.p.m.

- C : 0.06 g/ml (17.5 UI/g)
SE

C : 10 mM
ce ¡

1<)

1 . ( nI’i

8

4

2

0

200 800 1 000

t (minutos)

Figura 6.39. HIDROLISIS DE CELOIBIOSA CON f3-GLUCOSIUASA DE 9. funiculosum

INMOVILIZADA: Influencia de la temperatura: 0 30 ‘0; ¿~ 40 0C;

0 50 oC; A 60 ‘C; •70 ‘0

() 400 6 (.) O
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 ‘C

— VOLUMENTOTAL: 100 ml

— pI1: 4.8

-c : OmM
gui

- N: 200 r.p.m.

- C 0.06 g/ml (17.5 UI/g)
SE

— C: variable estudiada

•, 1~

• (mli

20

.3

1 0

5

o
o 20U 40<) 600 800 TOGO

L (minutos)

Figura 6.40. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON jS-GLUCOSIDASA DE P. funiculosum
INMOVILIZADA: Influencia de la concentración inicial de ce—
lobiosa: 0 2 mM; A 5 mM; A 10 mM; 0 15 mM; •25 mM
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IV> INFLUENCIA DE LA COtICENTRACION INICIAL DE GLUCOSA

En la figura 6.41 se representan los resultados obtenidos al estudiar

la Influencia de la concentración inicial de glucosa sobre la velocidad de

reacción. Estos resultados se recogen en las tablas 5.47 y 5.57 a 5.59.

En esta figura se observa que, a medida que aumenta la concentración

de glucosa adicionada inicialmente al medio, disminuye la velocidad con la

que desaparecela celobiosa a lo largo del tiempo.

Este efecto puede expilcarse por la existencia de inhibición por pro-

ducto sobre la reacción. Sin embargo> si se comparan estos resultados con

los obtenidos al utilizar enzima libre se observa que el efecto de inhibi-

ción es menor cuando la hidrólisis se realiza con enzima inmovilizada.

Esta disminución observada en los efectos de inhibición puede explí—

carse de igual modo que se explica la disminución de la velocidad de la

reacción de hidrólisis al emplear enzima inmovilizada> ya que la inmovili-

zación puede suponer Impedimentos estérícos y de difusión hasta los cen-

tros de la enzima tanto en la reacción de hidrólisis propiamente dicha co-

mo los procesos de inhibición.

y) INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD EI’IZIMATICA

En la figura 6,42 se representan los resultados de las tablas 5.47,

5.60 y 5.61, correspondientes al estudio de la influencia de la actividad

enzimática sobre la velocidad de reacción.

En esta figura se observa que al aumentar la actividad enzimática

(producto de la concentración del complejo enzima—soporte y de la activi-

dad específica del mismo) en el medio de reacción aumenta lógicamente la

velocidad de reacción.

Si se comparan estos resultados con los de la figura 6.32, correspon-

diente a la hidrólisis de celobiosa con enzima libre se puede observar que

la influencia favorable de la actividad enzimática sobre la velocidad de

reacción se mantiene para valores más elevados de la actividad enzimática

cuando se utiliza enzima inmovilizada. Así, puede observarse, comparando

ambas figuras, que para valores bajos de la actividad enzimálica, la velo—
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 ‘C

- VOLUMENTOTAL: 100 mi

pI!: 4.8 - %E: 0.06 g/ml (17.5 UI/g)

- ceei: 10 mM

It)

ce 1 . (mM)

()

LI

2

(1

0 200 400 600 800 1000

t (minutos)

Figura 6.41. HIDROLISIS DE CELOHIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE P. funlculosum
INMOVILIZADA: Influencia de la concentración inicial de glu-

cosa: £0 mM; ¿~ 5 mM; 0 10 mM; 020 mM

— O variable estudiada
gUi

- Al: 200 r.p.m.
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 ‘C

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

— pH: 4.8

—c : OmM
gUi

— Al: 200 r.p.m.

— C variable estudiada
SE

-G : lOmM
ccl

1. (.1

Ccci.. (mM

8

6

4

2

o
0 200 400 600 800 1000

t (mi nutos)

Figura 6.42. HIDROLISIS DE CEL.OBIOSA CON f3-GLUCOSIDASA DE 1’. funlculoswn
INMOVILIZADA: Influencia de la actividad inicial de la diso-
lución: A 0.06 g soporte/mí; 00.12 g soporte/mí; Q 0.24
g soporte/ml. Todos los soportes con una actividad específica
de 17.5 Uf/ml



6. DISCUSION DE RESULTADOS 224

cidad de hidrólisis es superior cuando se utiliza enzima libre, mientras

que para valores más elevados de la actividad enzimática, la velocidad de

hidrólisis es superior con enzima inmovilizada.

VI) INFLUENCIA DEL ph’:

Los resultados obtenidos al estudiar la influencia del PH del medio

sobre la velocidad de reacción, y que se resumen en las tablas 5.47, 5.62

y 5.63, se representan en la figura 6.43.

Se puede observar que, de los tres valores de pH ensayados, el que

proporciona una mayor velocidad de reacción es 4.8. Estos resultados coin-

ciden con los obtenidos para la enzima libre, si bien el efecto de un pl-!

más ácido sobre la velocidad de reacción es menos acusado que en aquel ca-

so. Esta coincidencia en lo que se refiere al pH más adecuado para llevar

a cabo la reacción de hidrólisis para enzima libre y enzima inmovilizada

se explica al efectuar la caracterización de la enzima frente al pH donde

no se observan modificaciones importantes en la actividad enzimática al

inmovilizar la enzima (apartado 9. 3 del Apéndice).

6,4.2.1. Modelo cinético para la hidrólisis de celobiosa con (3—glucosidasa

inmovilizada.

Como ya se ha comentado en el apartado 2,5.4. de la Introducción, la

inmovilización suele provocar modificaciones sobre los parámentros

cinéticos. La constante de Michaelis (K ) suele aumentar tras la inmovilí—
ni

zación debido a la aparición de efectos difusionales tanto externos como

internos, a problemas de impedimento estérico y a cambios conformaciona—

les, siendo estos últimos la causamás frecuente en las técnicas de inmo-

vilización por formación de enlace covalente, en las que se produce modi-

ficación química de la enzima,

La variación de la velocidad máxima de reacción> r , suele ser me—
¡MX

nos importante, si bien puede disminuir hasta la décima parte de su valor,

Sin embargo, la inmovilización no suele provocar modificaciones en el

mecanismo de reacción por lo que se ha aplicado a la hidrólisis de celo—

biosa con enzima inmovilizada el mismo mecanismo propuesto para la

hidrólisis con enzima libre,
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CONDICIONES DE OPERACION:

-c
gUi- TEMPERATURA: 60 ‘C

— VOLUMENTOTAL: 100 ml

— ph’: variable estudiada

C
ccl

O mli

— Al: 200 r.p.m.

- C 0.06 g/ml (17,5 UI/g)

10 mM

lo

Cccl. (mli)

8

6

/4

2

O

0 200 400 600 800

(ni 1 ni: tos

Figura 6.43. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON ¡3-GLUCOSIDASA DE P. funicuIOSUm
INMOVILIZADA: Influencia del pH: ID 3.5; £ 4.8; Q 6.3

1.000
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Por tanto, la ecuación representativa de la velocidad de reacción coinci-

dirá con la ecuación [6.12], en la que ahora E vendrá dada por la
total

ecuación [6.6] correspondiente a la variación de la actividad enzimática

de ¡3—glucosidasacon el tiempo, calculada en el apartado 6.3.2,1. para la

enzima inmovilizada. Combinandoambas ecuacionesse obtiene:

dS Bt
— C1— )
dt C+t

5<8
2

1< +S+K SF+K P+K
¡u 1 2 3

Ajustando los resultados obtenidos en todos los experimentos de

hidrólisis de celobiosa con enzima inmovilizada a pH = 4.8, a la ecuación

[6.21] mediante el empleo de un programa de cálculo basado en el Algoritmo

de Marquardt para la resolución de sistemas de ecuaciones no lineales com-

binado con el método de flunge—Kuta para la resolución numérica de ecuacio-

nes diferenciales, se obtiene los valores de las constantes cinéticas que

se resumen en la tabla 6.9.

En la figura 6.44 se representan los valores experimentales de la

concentración de celobiosa frente a los obtenidos mediante la ecuación

[6.21], observándose que en todos los casos el error medio es inferior al

10 %.

VALORES DE LAS

PARA LAS

TABLA 6.9

CONSTANTES DE LA ECUACION [6.21]

DIFERENTES TEMPERATURAS

Temperatura k’
2

¡
¡u

2
2

3
3

30

40

50

60

70

0.0317

0.0510

0.0754

0.0894

0,1040

18.86

16.55

11.96

9.35

7.94

0,0162

0,0222

0.0331

0.0383

0,0465

0.0689

0.0745

0.0831

0.0899

0.0912

0.0370

0.0487

0.0501

0.0598

0.0632

molímíUí mM —1
mM

—1
mM

-I
mM

[6.21]
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 ‘C

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

- ph’: 4,8

- N: 200 r.p.m.

25

Ccel. teórica
(mM)

20

i 5

1 0

5

o
0 5 lO 15 20 25

Ccei. experimental (mli)

Figura 6~44. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON (3-GLUCOSIDASA DE P. funlcu.lostini
INMOVILIZADA: Comparación entre los resultados experimenta—
les y los predichos por el modelo cinético.
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Siguiendo un criterio semejante al establecido para la enzima libre,

se llevó a cabo el ajuste de las constantes cinéticas, o de combinaciones

adecuadas de las mismas, a la ecuación de Arrhenius para las diferentes

temperaturas ensayadas. En la tabla 6. 10 se resumen los valores de energía

de activación y de la constante preexponencial obtenidos para estas cons-

tantes.

En las figuras 6.45 y 6.46 se representan de la forma logaritmo de la

constante cinética frente a la inversa de la temperatura los valores expe-

rimentales y los ajustes a la ecuación de Arrhenius obtenidos. Se puede

observar que se obtiene buen ajuste para todas las constantes, con errores

medios inferiores al 5 7,.

Por último se ajustaron los datos obtenidos para los experimentos

realizados a concentración inicial de celobiosa 10 mM, concentración ini-

cial de glucosa O mM, temperatura de 60 ‘C y tres valores de pH, a la

ecuación cinética propuesta> obteniéndose los valores de las constantes

que se resumen en la tabla 6. 11.

En la figura 6.47 se representan los valores experimentales de la

concentración de celobiosa obtenidos a los diferentes valores de pH y los

calculados a partir de la ecuación [6.21] con los valores de las constan-

tes de la tabla 6.11.
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CONDICIONES DE OPERACION:

— TEMPERATURA: variable estudiada

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

— pH: 4.8

—C.

3

1 ~i i<i

9

(3

—I

—2

—4

—c : OmM
glu

— Al: 200 r.p.m.

— C 0.06 g/ml (17.5 UI/g)
SE

10 mM

2.8 3 • ‘u

l pr i03 (K1 )

Figura 6.45. HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON f3-GUJCOSIDASA DE P, funlcudosum
INMOVILIZADA: Ajuste de las constantes cinéticas a la ecua-
ción de Arrhenius: 0 5<; A K ; O K

m vn
1 2

2.9 3.0 3,1 3.2 3.3
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CONDICIONES DE OPERACION~

- TEMPERATURA: variable estudiada

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

-O.: OmM
gUi

— iV: 200 r.p.m.

— pH: 4.8

10 mM

1.

1 •~i k

o

— i

—2

—3

— 4

—5

—6

C
SE

0.06 g/ml (17.5 UI/g)

IIT io3 (K’1)

Figura 6.46. HIDROL.ISIS DE CELOBIOSA CON f3-GLUCOSIDASA DE P. funlculosum
INMOVILIZADA: Ajuste de las constantes cinéticas a la ecua—

2.8 2.9 3.0 3.1 3.2 3.3 3.4

ción de Arrhenius: OK ;á k /5< ‘OK
1 4 —4’ 3
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CONDICIONES DE OPERACION:

- TEMPERATURA: 60 ‘C

- VOLUMENTOTAL: 100 ml

-c : OmM
gUi

- H: 200 r.p.m.

— ph’: variable estudiada

c
ce 1

— C : 0.06 g/rnl
SE

(17.5 UI/g)

10 mM

í (1

Ccci. León en
(mli)

a

6

LI

‘2

o
0 2 4 6 8 1.0

Ccci.. experimental

Figura 6.47.

(mM)

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON f3-GLUCOSIDASA DE P, funlculosuta
INMOVILIZADA: Comparación entre los resultados experimentales
y los predichos por el modelo cinético. Influencia del pH:
03.5; A 4,8; 06.3
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TABLA 6.11

VALORES DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA ECUACION [6.21]

PARA LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS A IJIFERENTES pH

pH 5<’
2

5<
ni

5<
1

1<
2

5<
3

3.5

4.8

6.3

0.0412

0.0894

0.0623

11.50

9.35

10.80

0.0213

0.0383

0.0422

0.0636

0.0899

0.0543

0.0564

0.0598

0.0676

mol
mí mm tJ~ mM

-1

mM

—1

mM

—1

mM

Los efectos observados sobre las reacciones de inhibición por el pH

son en el caso de la enzima inmovilizada, diferentes a los observados en

el caso de la enzima libre. En el caso de un pH menos ácido que el que

proporciona la máxima velocidad de reacción (4.8), las constantes 1< y K
1 3

aumentan ligeramente respecto de los valores obtenidos a pH 4,8, mientras

que la constante ~2 disminuye casi hasta la mitad. Cuando se emplea un pH

más ácido, todas las constantes correspondientes a las reacciones de inhi-

bición disminuyen, siendo K la que disminuye en menor proporción,

3

Finalmente, y una vez realizado el estudio cinético tanto para la

(3-glucosidasa libre como para la enzima inmovilizada sobre nylon en polvo,

se pueden hacer algunas consideraciones generales, comparando los resulta--

dos obtenidos.

Si se comparan los valores de las constantes 5<> para la enzima libre
2

e inmovilizada y para las diferentes temperaturas, se observa que en todos

los casos el valor de esta constante para la enzima inmovilizada es siem-

pre menor al obtenido para la enzima libre> manteniéndose entre ambas para

las diferentes temperaturas estudiadas, una relación 5<> /5<> entre 0.75 y
21 2

0, 85.

La comparación entre los diferentes valores de K para la enzima
ni

libre e inmovilizada, muestra que eJ. valor que para esta constante se

obtiene en el caso de la enzima libre es siempre menor que el obtenido

para la enzima inmovilizada, obteniéndose una relación entre ambos valores

que aumenta a medida que aumenta la temperatura, y que está comprendida

entre 1.2 y 2.7.

233
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La inhibición de la ¡3—glucosidasapor producto (constantes 1< y K
1 2

resulta ser siempre menor cuando la hidrólisis se realiza con enzima libre

que cuando esta se encuentra inmovilizada aunque la temperatura origina

efectos opuestos según el tipo de inhibición (la inmovilización competiti-

va, K, se favorece más con la temperatura en el caso de la enzima libre,

mientras que la no competitiva, 1<, se favorece más con la temperatura en

el caso de la enzima inmovilizada).

Por el contrario, la enzima inmovilizada se inhibe en menor grado por

el sustrato que en estado libre, ejerciendo la temperatura un efecto

semejante en ambos casos.
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De los resultados obtenidos en la presente investigación es posible

extraer las siguientes conclusiones:

1. Las condciones de inmovilización seleccionadas fueron:

- Origen de la (3-glucosidasa: PenIcIIIIum funlcu.losum

— Soporte: Nylon en polvo

— Activación del soporte: Mediante o—alquilación durante 15 mi-

nutos con tetrafluoruro de trietiloxonio al 12,5 % en diclorometa—

no, posterior aminoactivación durante 120 minutos con etilendiamí—

na y activación final con glutaraldehido al 5 7. en agua destilada

durante 15 minutos.

— Inmovilización propiamente dicha: a 25 ‘C durante 15 horas em—

pleando una disolución enzimática de actividad 1.17 UI/mí.
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Empleando estas condiciones de activación e inmovilización se

obtiene un soporte con una retención activa del 70 ‘4 y una elevada

estabilidad térmica a 50 ‘C ( . ~4 de la inicial al cabo de 25

horas).

2. La desnaturalización térmica de la 13—glucosidasa libre transcurre

a través de una estructura intermedia de mayor actividad que la

estrutura original, que implica la aparición de un máximo de acti-

vidad a tiempos menores cuanto mayor es la temperatura y que sólo

puede ser apreciado a temperaturas inferiores a 55 0C, pudiéndose

ajustar los resultados obtenidos a un modelo de dos reacciones en

serie de primer orden, que reproduce los datos experimontaieds con

un error medio inferior al 10 7,.

3. La inmovilización de la /3—glucosidasa sobre nylon en polvo conduce

a un importante aumento de estabilidad térmica a todas las temper—

tuxas estudiadas, Los resultados obtenidos al estudiar la desnatu-

ralización térmica de la enzima inmovilizada se ajustan a un mode-

lo empírico de tipo hiperbólico; que reproduce los mismo con un

error medio inferior al 5 ‘4.

4. La temperatura más adecuada para llevar a cabo la hidrólisis de

celobiosa es de 60 ‘0, tanto con ¡3—glucosidasa libre como inmovi-

lizada.

5. Existe un efecto de inhibición por sustrato para concentraciones

de celobiosa superiores a 15 mM cuando se utiliza enzima libre y

superior a 25 mM cuando se emplea enzima inmovilizada.

6, Se observa la existencia de inhibición por producto, de tipo com-

petitivo, tanto con enzima libré como inmovilizada, que se hace

patente desde valores muy bajos de la concentración de glucosa.

7. Al estudiar la influencia del pH sobre la hidrólisis con enzima

libre e inmovilizada, se observa que el valor óptimo de trabajo es

de 4,8. Valores de pH más ácidos implican una importante disminu-

ción de la velocidad de reacción, mientras que pl! más básicos

conducen a una disminución de la velocidad de hidrólisis mucho me-

nos acusada.
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conducen a una disminución de la velocidad de hidrólisis mucho me-

nos acusada.

8. Se ha propuesto el siguiente modelo cinético, válido tanto para la

hidrólisis con enzima libre como inmovilizada:

5< k
~-ES 2 a E+2F

5<
—I

5<
35+ ES. ES

2

5<
E •‘~ 5’

5<

5<
-3

4
EF

—4

5<
ES + 5’

1<

5
EPS

—5

Dicho modelo conduce a la siguiente ecuación para la velocidad,

que reproduce los resultados experimentales con un error inferior

al 10 ‘4.

k>E 5
2 total

1< + 8 + K 5 P+K ¡‘ + x
¡u 1 2 3

9. Del ajuste de los resultados al modelo cinético se deduce que en

todos los casos la hidrólisis con enzima inmovilizada conduce a

valores de r 25 7, inferiores a los correspondientes a la enzima
¡MX

libre y a valores de K 20 ‘4 superiores.
¡u
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A la vista de los resultados obtenidos y con vistas a posteriores inves-

tigaciones, se recomienda:

1. Estudiar la utilización de otras posibles fuentes de (3—glucosidasa,

principalmente bacterias termófilas, lo que permitiría trabajar con

temperaturas de hidrólisis más elevadas, es decir a mayores velocida-

des de reacción, y con mayor protección frente a la contaminación mi-

crobiana.

2. Estudiar otros posibles métodos de activación del nylon en po1--

yo, como por ejemplo la hidrólisis ácida controlada o la N—

alquilación.

3. Dentro del método de inmovilización seleccionado, utilizar otros

agentes aminoactivantes como la 1,6-hexanodiamina o diaminas
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aromáticas, que poseenun importante caracter aminante.

4. El uso de otros agentesde entrecruzamientoque permitan un ma--

yor control del nivel de entrecruzamiento, como el ácido tánico,

con el fin de aumentar la retención activa y disminuir el obtu—

ramiento de los poros por excesode entrecruzamiento.

5. Dentro del proceso de hidrólisis, trabajar con mayores activida-

des iniciales> con el fin de obtener el valor de saturación de

la enzima.
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9.1. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADE S DE -GLUCOSrDASA

La actividad ¡3—glucosidasa se determinó mediante el método del p—

nitrofenol (Lee> Y.!,!., 1980).

Este método se basa en la capacidad de la f3—glucosidasa para hidroli -

zar el p—nitrofenil—j’3—D—glucósido (ENEa) a p—nitrofenol y glucosa. El p—

nitrofeno]. presenta coloración fuertemente amarilla en medio básico por lo

que es posible establecer la concentración del mismo en el medio a un

tiempo determinado por análisis espectrofotométrico. Dicha concentración

nos da una medida de la actividad de la enzima.

9.1.1. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA EN DISOLUCION

:

Se adicionan 1.6 ml de FNPG 5 mM a 2.2 ml de tampón citrato 0.IM, El

conjunto se incuba a 50 0C durante 10 mm. tras adicionarle 0,2 ml de la



9. APENDICE 244

disolución enzimática cuya actividad se desea medir. Pasado este tiempo se

para la reacción añadiendo 6 ml de una disolución de hidróxido sódico 0. 1

N, valorándose el p—nitrofenol liberado al medio durante la reacción. Para

ello se determina la absorbancia de la muestra a 420 nm en un espectrofo—

tómetro KONTRONINSTRUMENTS UVIKON 930> calculándose la concentración de

p—nitrofenol por comparacióncon la recta de calibrado previamente deter-

minada.

Si la actividad de la enzima es elevada se puede modificar el ensayo

disminuyendo la cantidad de disolución enzimática adicionada sin variar el

volumen del ensayo, diluyendo la disolución enzimática cuya actividad se

desea medir o modificando el tiempo de reacción.

Los resultados se expresan en forma de Unidades Internacionales por
*

mililitro (UI/mí)

En todos los casos se realizó un ensayo en blanco utilizando 1.6 mi

de FNPG 5 mM incubadosen 2.4 ml de tampón citrato 0.1 M pH 4.8, a los que

se añaden 6 ml de disolución de hidróxido sódico con el fin de igualar el

volumen del ensayo en blanco con los de medida de actividad.

9.1.2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA INMOVILIZADA

:

El soporte con la enzima inmovilizada se suspende en un volumen cono-

cido de tampón citrato y se mantiene en agitación constante durante la to--

ma de la muestra que se utiliza para la determinación de la actividad en—

zimática.

El ensayo se realiza de forma semejante al descrito en el apartado

anterior para la enzima en disolución.

La actividad se expresa en unidades internacionales por gramo de so-

porte,

* La Unidad Internacional <UL) de actividad enzimática jS-glucosidasa

se define como la cantidad de enzima necesaria para liberar un ¿Júnol da p—

nitrofenol por minuto a SO C y pH 4.8 utilIzando como sustrato p—

nit.rof ami l—j3—D-qluoósido.
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9,1.3. OBTENCION DE LA RECTA PATRON PARA EL ANÁLISIS DE ACTIVIDAD DE

(3-GLUCOSIDASA

:

Se prepararon muestras de 4 ml de p—nitrofenol a distintas concentra-

ciones partiendo de una disolución 200 gM, en tampón citrato 0. 1 M. Se in-

cubaron durante 10 mm. a 50 0C añadiéndoseposteriormente 6 ml de disolu-

ción de hidróxido. sódico 0. 1 N. Por último se determinaron las absorban—

cias de las distintas muestras a 420 nm. Cada uno de estos ensayos se

realizó por duplicado.

En la tabla 9, 1 se presentan los resultados obtenidos en este calibra-

do. En la figura 9. 1 se representandichos resultados de la forma concen-

tración de PNP frente a la absorbancia a 420 nm, cuyo ajuste mediante

mínimos cuadrados, conduce a la siguiente expresión para el cálculo de la

concentración de FNP:

gmol de PNP = ABSORBANCIA - 0.00714 [9.1]2.625

Actividad Cuí/mí) = ¡ímol de PNPtiempo x vol. disol. enzirnática x Dilución [9.2]

TABLA 9.1

CALIBRADO PARA EL CALCULO DE LA ACTIVIDAD

MUESTRA ¡imol de PNP ABSOREANCIA

1 0.00 0,0000

2 0.04 0.1137

3 0.08 0.2186

4 0.10 0.2710

5 0.12 0.3234

6 0.16 0.4283

7 0.20 0.5332

8 0.30 0.7954

9 0.40 1.0576

10 0.50 1,3198

11 0.60 1.5620

12 0.70 1.8443

13 0.80 2, 1065
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Figura 9.1. Recta de calibrado para el análisis de actividad f3—glucosidasa
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9.2. ANALISIS DE GLUCOSA Y CELOBIOSA

La medida de la concentración de azúcares (glucosa y celobiosa) se

realizó mediante el empleo de un cromatógrafo de líquidos HPLC KONIK KNK

500—A en las siguientes condiciones:

— Disolvente portador: Mezcla 75 7, acetonitrilo y 25 ‘4 agua destilada

y desionizada.

— Agente desgasificador: Helio

— Detector: Indice de refracción

- Columna: 5 10 AMINO, Longitud: 25 cm

Diámetro: 4.6 mm

- Caudal de portador: 1.5 mí/mm.

— Volumen de muestra: 20 gl

— Temperaturade trabajo: Temperaturaambiente

En la figura 9.2 se representa un cromatogramaen el que se aprecia

la separaciónentre los picos de glucosa y celobiosa.

9.2.1, CETENCION DE LA CURVA DE CALIBRADO DE GLUCOSAY CELOBIOSA

:

Para llevar a cabo el calibrado del cromatografo de líquidos para el

análisis de las mezclas de azúcares (glucosa y celobiosa) se prepararon

varias disoluciones de glucosa y celobiosa de concentraciones comprendidas

dentro del intervalo de las mismas habitual en los experimentos de

hisdrólisis realizadas en este trabajo> obteniéndosepor cromatografía los

porcentajes de área que correspondían a las concentraciones de las mues-

tras preparadas.

En la tabla 9.2 se muestran los resultados obtenidos en el calibrado.

Ajustando los resultados obtenidos> que se representan en la figura

9.3, mediante mínimos cuadrados se obtuvieron las ecuaciones de las rectas
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de calibrado para ambos compuestos> que resultaron ser:

GLUCOSA:

[Glucosa] (mM) = Area glucosa — 173. 20
12760.84

CELOBIOSA:

— Para Áreas de celobiosa ~ 200000:

Área celobiosa + 2052. 19
21284.87

— Para Areas de celobiosa ~ 200000:

[Celobiosa] (mM) Área celobiosa + 79411.57
24021.23

TABLA 9.2

CALIBRADO DEL CROMATOGRAFO

MUESTRA [CELOBIO.HrnM) [GLUCOSAHmM) A. CELOBIO. A, GLUCOSA

1 40 0 859295 0

2 35 5 751331 64295

3 30 10 643368 127956

4 25 15 535405 191617

5 20 20 427442 255278

6 15 25 319478 318938

7 10 30 211515 382599

8 8 32 168329 408064

9 4 36 81959 458993

10 2 38 38773 484457

11 0 40 0 509922

245

[9.3]

[Celobiosa] (mM) = [9,4]

[9.5]



9. APENDICE 249

Glucosa

Celobiosa

Acetonitrilo + Agua

Figura 9.2. Cromatogramade un análisis de glucosa y celobiosa
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Figura 9.3. Rectas de calibrado para el análisis por cromatografía de:
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9.3. CARACTERIZACION DE LA (3—GLUCOSIDASA DE PcniciJJíwn funiculosuni: PER-

FILES DE pH Y TEMPERATURA

9.3.1. PERFIL DE p~j

Con el fin de estudiar la influencia del pH sobre la actividad

(3-glucosidasa del complejo celulasas de P. funiculosum, tanto en su forma

libre como inmovilizada sobre nylon en polvo según el método seleccionado

previamente, se llevó a cabo el estudio de la variación de su actividad

frente al pH, tomando como base el ensayo estandar de actividad> en el que

se mantuvieron constantes la temperatura del ensayo, 50 ‘C> la duración

del mismo, 10 minutos, el sustrato, p—nitrofenilglucósido y su concentra-

ción, 5 mM, variándose en los diferentes experimentos el pH entre 3 y 8.

En la tabla 9.3 se presentan los resultados obtenidos, tanto para la

enzima libre como para la enzima inmovilizada.

TABLA 9.3

PERFILES DE pH PARA LA (3--GLUCOSIDASA LIBRE E INMOVILIZADA
SOBRE NYLON EN POLVO

pH
7, Actividad máxima

Enzima libre Enzima inmovilizada

3.0
4.0
4.5
4.8
5.0
5.5
6.0
7,0
8.0

3.07
4.78

100.00
90.80
86.40
67.50
46.76
31.27
29.92

0.01
8.18

100.00
92.50
90.77
63.56
58.29
54.58
36.93

Los resultados de la tabla 9.3 se representan en la figura 9,4, de la

forma ‘4 de actividad máxima frente al pH. Se puede observar que el pH

óptimo para la (3—glucosidasa de P. funiculosum, tanto libre como inmovili-

zada sobre nylon en polvo según el método previamente seleccionado, es

4.5. Se observa también, que en ambos casos, la actividad aumenta de forma

muy brusca en el intervalo de pH comprendido entre 4 y 4.5, mientras que,

una vez superado el pH óptimo, el descensode actividad es mucho menos

acusado. A la vista de estos resultados se puede concluir que la inmovili-

zación no afecta apreciablemente al perfil de pH de la ¡3-glucosidasa.
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Figura 9.4. Perfil de pH para la f3—glucosidasa de 1’. funlculoswn:

A libre; Cinmovilizada sobre nylon en polvo,
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9.3.2. PERFIL DE TEMPERATURA

Con el fin de estudiar la influencia de la temperatura sobre la acti-

vidad (3—glucosidasa del complejo celulasas de P. funlculosum, tanto en su

forma libre como inmovilizada sobre nylon en polvo según el método previa--

mente seleccionado, se llevó a cabo el estudio de la variación de su acti-

vidad frente a la temperatura, tomando como base el ensayo estandar de ac--

tividad, en el que mantuvieron constantes> el pH del ensayo, 4.8> la dura-

ción del mismo, 10 minutos, el sustrato, p—nitrofenilglucósido y su con--

centración, 5 mM, variándose en los diferentes experimentos la temperatura

del medio de reacción entre 40 y 85 0C.

En la tabla 9. 4 se presentan los resultados obtenidos, tanto para la

enzima libre como para la enzima inmovilizada.

TABLA 9.4

PERFILES DE TEMPERATURAPARA LA (3-GLUCOSIDASA LIBRE
E INMOVILIZADA SOBRE NYLON EN POLVO

En la figura 9.5 se representan los resultados de la tabla 9.4, de la

forma % de actividad máxima frente a la temperatura. En esta figura puede

observarse que existen importantes diferencias en lo que se refiere al

comportamiento de la enzima estudiada frente a la temperatura> según se

encuentre libre o. inmovilizada. Para la enzima libre> la temperatura

óptima es 65 >C, experimentando caídas bruscas de actividad para los res-

tantes valores de temperatura ensayados, Sin embargo, la temperatura

óptima para la enzima inmovilizada es 60 ‘C, pero existe un amplio inter-

valo de temperaturas (entre 50 y 65 ‘C) en el que la actividad

prácticamente es igual a la máxima, cayendo bruscamente la actividad para

los restantes valores de temperatura estudiados. Este hecho conduce a un

ensanchamientodel perfil de temperatura, lo que representa un aumento de

la estabilidad de la enzima frente a esta variable.
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9.4. CALCULO DE UN EXPERIMENTOCOMPLETO

A modo de ejemplo, se detallan los cálculos realizados en el experi-

¡nento reseñado en la tabla 5.56> correspondiente a la hidrólisis de celo—

biosa con (3--glucosidasa inmovilizada.

La reacción se llevó a cabo en las siguientes condiciones:

— Inmovilización de la ¡3—glucosidasa

:

II Soporte : Nylon en polvo

# Masa de soporte: 0,5 g

II C : 40 g/l
5

# 0--alquilación:

— Tiempo, t : 15 minutos
TT

— Temperatura> T : 20 C
TT

— Conc. de tetrafluoroborato de trietiloxonio, C : 12.5%
TT

- Volumen, y : 2.5 ml
TT

II. Amino-activación:

— Tiempo, t : 2 horas
EDN

— Temperatura, T : 20 0C
EDN

— Concentración de etilendiamina, C : 100%
EDN

— Volumen, V : 5 ml
EDN

# Activación con glutaraldehido:

— Tiempo, t : 15 minutos
CLII

— Temperatura, T : 20 C
0W

— Concentraciónde glutaraldehido. 0 12.5%
CLII

Volumen, V : 5 ml
CLII

* Inmovilización:
— Tiempo, t : 15 horas

1
— Temperatura, t 25 W

1
— Volumen, V : 12,5 ml

1

— Hidrólisis de celobiosa

:

* Temperatura, T: 60 >C

* concentración Inicial de celobiosa. C : 10 mM
ccl

* concentración inicial de glucosa, C : 10 mMgui
* Concentración del soporte, C : 0,06 g/ml

SE
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* Actividad específica del soporte> A: 17,5 UI/g
1

* Volumen total> V: 100 ml

It Velocidad de Agitación, N: 200 r.p.m.

It pH: 4.8

En primer lugar> se llevó a cabo la inmovilización de la enzima sobre

el nylon en polvo> midiéndose, por el procedimiento descrito en el aparta-

do 9. 1 del Apéndice, la actividad (3—glucosidasa inmovilizada y la de la

disolución inicial.

Las absorbanciasmedidasresultaron ser:

— Absorbanciadisolución inicial: 0.5626

— Absorbanciaenzima inmovilizada: 0. 3846

y mediante la ecuación de calibrado [9.1] se obtienen los siguientes valo-

res de la actividad:

— Actividad disolución inicial: 1.054 UI/mí

— Actividad enzima inmovilizada: 0.70 UI/mí

— Actividad inmovilizada = 0.7 UI/mí = 17.5 uí¡g
0,04 g/ml

A partir de la definición de retención activa, ecuación [5.1]:

17.5 UI/g 0,04 g/ml
— Retención activa = 100 66,4 ‘4

1,054 UI/mí

Una vez obtenido el complejo enzima—soporte, se llevó a cabo la reac-

ción de hidrólisis de la celobiosa, Para ello> y una vez que la incubadora
aorbital alcanzó la temperatura adecuada se introdujo un matraz de 250 cm

con las disoluciones de celobiosa y glucosa en tampón citrato 0.1 M, y el

complejo enzima—sustratopreparado > tornando ese momento como tiempo cero.

A los tiempos deseadosse tomaron muestras cuyo contenido en glucosa y

celobiosa se midió empleando el método descrito en el apartado 9.2 del

Apéndice. A modo de ejemplo, los valores de las áreas para un tiempo de

hidrólisis de 120 minutos fueron:

— Área glucosa: 221905.6

— Área celobiosa: 132340.5
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y empleando las ecuaciones de calibrado (9.3] a [9.5] del apartado 9.2.

del Apéndice, se obtienen las concentraciones de ambos compuestos en el

medio de reacción:

— Concentraciónde glucosa: 17.376 mM

— Concentraciónde celobiosa: 6,314 mM

- Conversión =

[Celobiosa] — [Celobiosa]
o

[Celobiosa ]

— 10 — 6.314 = 0.369
10
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