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1. RESUMEN

El trabajo que se describe en esta memoria, forma parte de dos de las lineas de
investigacién que se vienen desarrollando por el Grupo de investigacién de
Biorreactores del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Granada,
una de caricter aplicado sobre el aprovechamiento de residuos agricolas y forestales
de nuestra regién con vistas a la obtencién de alimentos, productos quimicos organicos

o combustibles liquidos y gaseosos y otra de caricter basico orientada a la modelizacién

de reacciones enzimiticas.

En los procesos de aprovechamiento de la biomasa residual de caricter
lignocelulésico una etapa fundamental es la de hidrélisis enzimatica mediante celulasas
de los residuos pi'etratados y uno de los problemas principales que afectan a los
rendimientos de la hidrélisis es el de inhibicién de las glucanasas por la celobiosa,
problema que se acentia en el caso de celulasas procedentes de T, viride, que son las

mds ampliamente utilizadas por su rendimiento hidrolitico global relativamente
elevado, pero que presentan el inconveniente de una reducida actividad

B-1,4-glucosidasa.

En la introduccién teérica de la memoria se desarrolla un método de
determinacién de expresiones de velocidad en el caso de la cinética enzimitica simple,
irreversible de un sustrato, asi como, la aplicacién de los métodos diferencial e integral
para la determinacién de los pardmetros cinéticos de las mismas. Sin embargo la
hidrélisis enzimitica de la celulosa mediante celulasas es un proceso heterogeneo, dada
su estructura insoluble, en el que las endo y exoglucanasas se adsorben sobre la
superficie de la celulosa y reaccionan liberando glucosa, celobiosa y cadenas mas cortas
de celulosa, que seran solubles o no dependiendo de su grado de polimerizacién,
mientras que las B-1,4-glucosidasas hidrolizan en fase homogenea la celobiosa a
glucosa. Para profundizar en el mecanismo de este proceso se puede utilizar celobiosa
y carboximetilcelulosa (CMC) como sustratos, por ser ambos de naturaleza conocida

y para evitar las complejidades de los sistemas heterogeneos.
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La hidrélisis enzimatica de celobiosa con Celluclast, preparado liquido comercial
de celulasas inmovilizadas procedentes de T. reesei, se ha estudiado, tras comprobar
que en las condiciones de operacién utilizadas no se producia desactivacién apreciable
de la enzima, mediante series experimentales programadas para analizar la influencia
de la concentracidn inicial de celobiosa, entre 100 v 1 mM, del pH, entre 3.9 y 5.9,

v de la temperatura, entre 40 y 60°C.

Aplicando el método de las velocidades iniciales e incluyendo los resultados
correspondientes a tiempo de reaccién nulo se ha determinado que existe un tiempo
de parada de reaccién (t,) no despreciable, a pesar de que se ensayaron diferentes
métodos para detener la reaccién enzimaitica, dicho tiempo sélo depende de la
temperatura v determina conversiones significativas a tiempos de reaccién nulos.
Considerando este efecto se ha determinado que los resultados experimentales se

ajustan aceptablemente mediante la ecuacién de Michaelis-Menten.

El mismo resultado se alcanza aplicando el método integral, que se ha
desarrollado de una forma sistematica para tener en cuenta las distintas posibilidades
de inhibicién de sustrato ylo producto. Los valores obtenidos por ambos métodos

permiten deducir las siguientes expresiones para la constante de velocidad y de

Michaelis:

k, = 3.15 10* exp [—%] , mM min™?! (g/L)™!

K, = 8.68 10° exp [—1102] , mM
RT

que indican un valor de 40.7 kJ/mol para la energia de activacién de la constante k,

y de 24.1 kJ/mol para la variacién de Ky, con la temperatura.

Con respecto a la influencia del pH se ha determinado un valor medio de k,
de 0.00935 mM min™ (g/L)" para los pH 3.9 v 4.9 disminuyendo a 0.00505 a pH igual
a 5.9 y un valor medio de K,; de 1.27 mM para los pH 4.9 y 5.9 aumentando hasta
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3.54 mM a pH igual a 3.9. Con todo ello se deduce que el pH cinéticamente mas
adecuado, mayor valor de k, y menor de K,,, para la hidrélisis de celobiosa con

Celluclast es de 4.9, confirmando el maximo de actividad a pH de aproximadamente

5 sefialado en la bibliografia.

El estudio experimental de la hidrélisis de CMC con Celluclast se ha llevado a
cabo mediante la determinacién de las concentraciones de glucosa (G) y de azticares
reductores, esta tltima permite obtener la de celobiosa, (C), ya que mediante HPLC
se ha comprobado que los azticares presentes son glucosa y celobiosa. Mediante dos
series iniciales de experimentos se ha establecido la hidrélisis total y la influencia de
la intensidad de tratamiento. Los resultados obtenidos en la hidfélisis total, G,y C,

han permitido expresar la concentracién inicial de sustrato como glucosa equivalente

mediante:

2C, +G P
: f = _f = 1.593, mmol glucosa equivalente/g CMC

S S

0 [\]

y por lo tanto definir dos productividades: una en glucosa

con un valor méiximo de G/P; y otra global

_ 2C +G
> TP

f

cuyo valor maximo es la unidad.

El estudio sobre la influencia de la intensidad de tratamiento ha puesto de
manifiesto que el posible efecto sinergistico entre las endo y las exoglucanasas resulta
practicamente despreciable y que para establecer la intensidad de tratamiento se puede

utilizar el producto et +t,).

De los resultados obtenidos para la productividad en glucosa se deduce que la

produccién a partir de las endoglucanasas es muy significativa y superior a la
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correspondiente a la hidrélisis de celobiosa por las B-1,4-glucosidasas, obteniendose que
las velocidades se pueden ajustar a una ecuacién de Michaelis-Menten con las

siguientes expresiones para los parimetros cinéticos:

k= 2.17 10° exp [— 2;?0 ] ,mM min~! (g/L)"*

a,en

40500
Ky.. = 2.09 10° exp [— ] mM
" RT )’

que indican un valor de 27.7 kJ/mol para la energia de activacién de la constante Kk, .o
y de 40.5 kJ/mol para la variacién con la temperatura de Kyine Con respecto a la
influencia del pH se ha determinado un valor medio de k, .. de 0.0624 para los pH
4.9 y 5.9 disminuyendo a 0.0504 a pH igual a 3.9 y un valor medio de Kyien de 0.35
para los pH 3.9 y 4.9 para aumentar a 1.48 a pH igual a 5.9, por lo que también es

4.9 el pH cinéticamente mas favorable para la actuacién de las endoglucanasas sobre
CMC.

De los resultados obtenidos para la productividad global se deduce que
practicamente toda la produccién de celobiosa a partir de CMC es atribuible a las
exoglucanasas y que las velocidades obtenidas no se pueden ajustar a una ecuacién
simple de Michaelis-Menten, siendo necesario considerar la existencia de inhibicién
competitiva de producto y resultando las siguientes expresiones para los parametros

cinéticos:

61300
RT

a,ex

k = 7.38 10" exp ( ] »mM min~* (g/L)!
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KM.ex = 2.23 10° exp (— 32100 ] ,mM
RT

K., = 1.32 10° exp [— 19400 ]
RT

que indican un valor de 61.3 kJ/mol para la energia de activacién de la constante k,
y de 32.1 y 19.4 k]J/mol para las variaciones de Kyier ¥ Kipcox con la temperatura. Con
respecto al pH existen valores pricticamente coincidentes de los tres parametros
" cinéticos para 4.9 y 5.9, para aumentar a 3.9, habiendose deducido mediante
simulacién de las velocidades de produccién de celobiosa que el pH 4.9 sélo es
ligeramente mdas favorable que el 3.9, aunque teniendo en cuenta los resultados
correspondientes a las endoglucanasas v a las B-1,4-glucosidasas, se concluye que 4.9

es el pH mas favorable para la hidrélisis de CMC con Celluclast.
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2 INTRODUCCION.

En la actualidad parece evidente que la biomasa primaria vy la residual
serdn en un futuro inmediato las principales fuentes de recursos con que
contard la Humanidad para la obtencién de alimentos, productos quimicos
orgénicos e incluso combustibles liquidos y gaseosos, dado el agotamiento y
creciente encarecimiento de la biomasa fésil (petréleo, carbén y gas natural),

Joglekar y col. (1983), Sarkanen y col. (1979), Barnett y col. (1976), Fernandez
- Gonzilez (1980).

En este sentido, los residuos de caricter lignoceluldsico constituyen una

materia prima renovable y abundante, cuyo aprovechamiento es deseable.

Por otra parte, el desplazamiento de las materias primas de la Industria
Quimica hacia la biomasa primaria v la residual ha determinado un interés
creciente por los procesos microbiolégicos de aprovechamiento de la misma.

Las ventajas de estos procesos se pueden resumir ens

-Se reduce el consumo de energia y se incrementa la seguridad debido a
que generalmente se opera a presiones y temperaturas proximas a las

ambientales.

-Disminuye el riesgo de contaminacién en el entorno industrial a la vez

que se utilizan residuos que por su naturaleza es necesario eliminar.

-Aumenta la productividad y el aprovechamiento de la materia prima,
como se deduce de comparar los tiempos de duplicacién de los
microorganismos con los de las plantas v animales superiores vy la selectividad

de una reaccién enzimitica con la de una reaccién quimica no biolégica.

La aplicacién de los desarrollos tecnolégicos de la Ingenieria Quimica y
de los recientes avances de la Ingenieria Genética a los procesos

microbiolégicos dieron lugar a que la Biotecnologia se convirtiera en una de



12 INTRODUCCION

las 4reas de conocimiento mais dindmica e innovadora de los afios ochenta; en
este sentido se estimaba, Joglekar y col. (1983), que el mercado para los

procesos biotecnolégicos seria de billones de délares para finales de siglo.

2.1 APROVECHAMIENTO DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS.

Los residuos lignocelulésicos estin formados fundamentalmente por
celulosa, hemicelulosa y lignina. En la tabla 2.1 se da la composicién de
algunos tipos de estos residuos, estos contenidos varian mucho de unos
residuos a otros e incluso dependen del lugar, condiciones de cultivo,

variedades, etc.
Tabla 2.1

Composicién de algunos residuos celulésicos (Mc Ginnis y col., 1983)

Fuente Celulosa, % Hemicelulosa, % Lignina, %
Basuras urbanas* 61 2 9
Maderas blandas 45-50 25-35 25-35
Maderas duras 40-55 24-40 18-25

Forrajeras, paja de cereales, ca-

fa de azucar
25-40 25-50 10-30

* Después de eliminar plasticos y metales

En la tabla 2.2 se indican las velocidades medias de generacién de los
residuos agricolas y forestales mas abundantes en Andalucia, segin datos del
Centro de Estudios de la Energia (1980). También hay que considerar que la
generacion media de residuos sélidos urbanos se estima en 1 kg por habitante
y dia, lo que permite evaluar la produccién de residuos sélidos urbanos, de

caracter organico, en 2 Tm/afo. En consecuencia, la Comunidad Auténoma



INTRODUCCION




INTRODUCCION 13

Andaluza dispone de unos 8 MM Tm/afio de residuos lignocelulésicos que

pueden constituir una buena fuente de etanol, SCP o metano.

Tabla 2.2

Residuos agricolas y forestales estimados para Andalucia, Tm/afio

Origen Tm/ano.10?

Paja de trigo 1196
Paja de cebada 584
Paja de avena 20
Paja de arroz 217
Cafia de maiz 696
Poda de naranjo 20
Poda de almendro 93
Poda de olivar 787
Poda de vidiedo 46

Residuos de cultivo industriales:

Girasol 315

Algodén 247

Cana de azicar 157

Residuos forestales (podrian llegar a 2 MM de Tm/afio) 650

Fuente: Centro de Estudios de la Energia (1980)

Los métodos de aprovechamiento de estos residuos pueden ser mediante

procesos fisicoguimicos o biotecnolégicos, como se indica en la figura 2.1.



14 INTRODUCCION

PROCESOS FiSICO-QUIMICOS
RESIDUOS
____~ CELULOSICOS ™ ALGUITRAN
o | A
QASES
GELU{OSA
PASTA DE PAPEL FISCHER METANOL

[GASIFICACIOﬂ——» TROPSCH | "GASOLINAS

PROGCE Bl IMI

RESIDUOS
CELULOSICOS scp
METANO
HIDROLISIS ETANOL
B I et
FERMENTACION BUTANOL
2,3 BUTANODIOL

Figura 2.1 Principales vias para el aprovechamiento de los residuos
lignocelulésicos.

Aunque son numerosos los estudios que tratan de obtener productos
quimicos y combustibles de alto poder calorifico y pequefia densidad a partir
de residuos lignocelulésicos por procesos de pirdlisis v gasificacién, Bueno
Cordero y col. (1985), Corella Tudanca y col. (1985), Bilbao Dudabeitia v
col. (1985), Font Montesinos y col. (1985), Arias Ergueta y col. (1985), las vias
mds prometedoras parecen ser las basadas en procesos bioguimicos y
fundamentalmente aquellas que conducen a la obtencién de etanol y a la

produccién de biomasa, SCP.

La via del etanol es interesante debido a las mayores facilidades que en
principio presenta esta sustancia como materia prima basica para la Industria
Quimica Organica v por su posible utilizacién como combustible en motores

de explosion, Yu y col. (1980), Morgan y col. (1981).

Por otra parte, los residuos celulésicos se caracterizan por su escaso

contenido en proteinas y su baja digestibilidad, por lo que su utilizacién como
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piensos, en su estado original, es poco aconsejable; en cambio, cuando se
someten a tratamientos tan sencillos, como, por ejemplo, macerarlos con
disoluciones de NaOH, su digestibilidad puede aumentar considerablemente.
Si ademids se emplean como sustrato para el crecimiento de microorganismos

celuloliticos se consigue aumentar su contenido en proteinas

En la figura 2.2 se esquematizan las etapas necesarias para la
produccién de etanol y SCP, que consisten en realizar unos pretratamientos
fisicos y/o quimicos que faciliten la hidrélisis posterior de los mismos ya que
reducen la cristalinidad de la celulosa, deslignifican el residuo celulésico y
aumentan el 4rea superficial. . Posteriormente se puede proceder a una
hidrélisis enzimitica y fermentacién aerobia simultanea mediante
microorganismos celuloliticos como el Chaetomiun cellulolyticum para la
obtencién de SCP, Moo-Young vy col. (1979); o a una hidrélisis enzimatica y
fermentacién simultaneas mediante celulasas v levaduras, o mediante un sélo
microorganismo como es el caso del Clostridium thermocellum, o una hidrélisis
enzimitica mediante celulasas y posteriormente fermentacién aerobia o

anaerobia mediante levaduras.
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RESIDUOS CELULOSICOS

R FISICOS L P. QUIMICOS
Moelienda Alealines
T ~|mERATMmNTOS | Al
Atricclén Oxidantes
Radiscienes l
Descompresién sébita RESIDUO
me MENSOS
€. Uormocelium €h callulolybioue
CELULASAS v
————y HIDROLINS HIDROLISIS
ENZIMATICA ENZIMATICA
mnnousm FERMENTACION| | FERMENTACION
ANAERORIA AEROBIA

LEVADURAS / \ LEVADURAS EllAN OL sit:p

Lmnom] | E ANAEROBIA |

OL

Figura 2.2 Etapas en la obtencién de etanol y SCP.

2.1.1 PRETRATAMIENTOS.

La mayor dificultad para el aprovechamiento de los residuos
lignocelulésicos, en la obtencién de etanol o SCP, estriba en que es necesario
romper los enlaces B-1,4-glucosidicos, para asi liberar las moléculas de glucosa
y celobiosa que posteriormente seran fermentadas a etanol o SCP,

Wilke y col. (1983).

La reaccién de hidrélisis propiamente dicha no parece ser limitante en
la velocidad del proceso, ya que las mavores dificultades residen en la facilidad
que presente el sustrato para que el agente catalitico, un scido o una enzima,

alcance los lugares de reaccién. Como la celulosa nativa estd protegida por una
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barrera fisica, formada fundamentalmente por la lignina y su propia estructura
cristalina, que dificulta el acceso a los enlaces B-1,4-glucosidicos, se comprende
que cualquier aprovechamiento racional, en el sentido de producir etanol o

SCP, implica realizar pretratamientos capaces de eliminar la barrera de lignina

y reducir la cristalinidad de la celulosa.

Las operaciones a que se somete la materia prima tieneti, por tanto, la
finalidad de reducir la cristalinidad, deslignificar en parte y aumentar el area
superficial; el pretratamiento ideal, que puede ser distinto para una u otra
materia prima, debe ser econémico; es decir, requerir poca inversién en
equipo, consumir una cantidad razonable de energia, utilizar reactivos baratos

y facilmente recuperables, ser aplicable a varias materias primas, etc.

Los pretratamientos se clasifican en fisicos y quimicos, aunque es
evidente que esta distincién no es siempre sencilla; en cada caso la bondad de
esta operacion viene dada por la facilidad de la hidrélisis posterior v en base a
esto se determinan experimentalmente los valores mas adecuados de las
variables de operacién: Temperatura, pH, concentracién de reactivos, tiempo

de pretratamiento, etc.

Los pretratamientos de caracter fisico se suelen dividir en mecéanicos y
no mecéinicos. En los primeros de ellos se utilizan fuerzas de impacto y de
cizalladura que conducen a materiales de baja cristalinidad, mayor superficie
especifica y densidad aparente mias alta; como consecuencia se facilita la
hidrélisis posterior, se disminuye el volumen del reactor y se abarata su
posible transporte. Entre estos pretratamientos cabe mencionar diferentes tipos
de molienda, generalmente con molinos de bolas y rodillos, compresién y

atriccién, Neilson y col. (1982), Ryu y col. (1982), Tassinari y col. (1982).

Los pretratamientos de caracter fisico, no mecénicos, someten al residuo
lignocelulésico a la accién de agentes externos que provocan la
descomposicién y solubilizacién de una fraccién de la lignina. Entre éstos se
encuentran los tratamientos con radiaciones, Kamakura y col. (1982),

Han y col. (1981), y la utilizacién de vapor a altas presiones, del orden de
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4 bar, y tiempos de residencia pequedios, séguido de una descompresién stibita
que rompe la estructura del material, Saddler vy col. (1982); encontrandose que
este procedimiento incrementa la hidrélisis enzimatica de la madera de ilamo
10 veces. De este tltimo pretratamiento existen procesos comerciales, Iotech y
Masonite Co, que inicialmente se desarrollaron para aumentar la digestibilidad

de los residuos lignocelulésicos.

Los pretratamientos de caricter quimico persiguen la deslignificacién
del material y la modificacién de su estructura; por ello, los procesos clasicos
de pulping, procesos Kraft v sulfito, al estar disediados para la deslignificacién,
pero respetando al méximo la estructura de la celulosa, no estin indicados en
este caso. Los pretratamientos quimicos mas usuales son aquéllos que utilizan
disoluciones diluidas de NaOH o NH,OH, Detroy y col. (1981),
Ben-Ghedalia y col. (1981), Detroy y col. (1982), Mishra y col. (1984),
Mandels y col. (1974); mediante ellos se consigue aumentar el area superficial
debido al esponjamiento de las fibras de la celulosa, swelling, que provoca la
disolucién alcalina. Los pretratamientos dcidos, Ben-Ghedalia y col. (1981),
Detroy y col. (1982), se realizan, generalmente, con 4cido sulfdrico diluido y
eliminan la mayor parte de la hemicelulosa presente. Ademais de los
tratamientos alcalinos y 4cidos, existen otros que se fundamentan en Ia
oxidacién de la lignina y su posterior solubilizacién; los agentes oxidantes mis
utilizados son oxigeno o aire, Mc Ginnis y col. (1983), Ryu y col. (1982),
Mc Ginnis y col. (1983), ozono, Ben-Ghedlia y col. (1981), Neely (1984),
Gould (1984) y H,O, en medios alcalinos, Fan y col. (1981).

En general los pretratamientos quimicos son mas efectivos que los
fisicos Fan y col. (1981), Horton y col. (1980); y asi, Fan y col. (198 1), ponen
de manifiesto para la paja de trigo que, de los pretratamientos fisicos, el mas
efectivo es la trituracién en molinos de bolas y entre los quimicos la accién del
NaOH a altas temperaturas; ademis éste tltimo presenta la ventaja de
aumentar considerablemente la digestibilidad de los residuos celulésicos,

Millett y col. (1936), Tsao y col. (1978).
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2.1.2 HIDROLISIS DE RESIDUOS CELULOSICOS.

Una vez realizados los pretratamientos adecuados, el paso siguiente
tanto para producir etanol como SCP es hidrolizar la celulosa a formas que

sean ficilmente aprovechables por los microorganismos; esta hidrélisis puede

ser dcida o enzimaitica.

2.1.2.1 HIDROLISIS ACIDA.

La hidrélisis 4cida mediante Acidos fuertes, concentrados y en caliente,
Church y col. (198 1), Bhandari vy col. (1984), no necesita de los
pretratamientos, pero debido a las altas temperaturas utilizadas, del orden de
los 200°C, los problemas de corrosién en el reactor son importantes vy ademas
se obtienen productos de degradacién que en principio no son deseables. Fn
consecuencia, este procedimiento parece ser poco viable por las razones va

expuestas y por la carestia que supone recuperar el disolvente.

No obstante, aunque conocido de antiguo, se esti comenzando a
reutilizar HF, liquido o gas, para la hidrélisis de residuos celulésicos,
Hardt y col. (1982), Selke y col. (1982). Las reacciones que se producen en este

Caso sons

(CéH,,0,).. + nHF » nC,H,,O.F

nC:H,,0.F + nH,O

»nHF + nC,H,,0,

Las ventajas que parece presentar este procedimiento son su alto
rendimiento en glucosa, del orden del 90 por 100, tiempos de reaccién
pequenos, 30 minutos, y bajas temperaturas para la hidrélisis, 0-25°C. En
cambio, sus mayores inconvenientes pueden residir en el coste del HF Yy en su

posible toxicidad, por lo que es necesaria su recuperacién. No obstante, parece
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que econémicamente puede ser viable, Selke y col. (1982), incluso cuando se

compara con procedimientos enzimaiticos.

2.1.2.2 HIDROLISIS ENZIMATICA.

La hidrélisis enzim4tica de residuos celulésicos parece ser el camino mais
prometedor. Este proceso se lleva a cabo mediante un complejo enzimiatico

formado principalmente por:

endo-B-1,4-glucanasas EC. 3.2.14
exo-f3-1,4-glucanasas EC. 3.2.1.91
B-1,4-glucosidasa EC. 3.2.1.21

Generalmente se admite que las endoglucanasas, E,, forman complejos
intermedios con las cadenas de celulosa y las hidrolizan al azar, dando lugar a
cadenas mas cortas, celobiosa y glucosa; que las exoglucanasas, E,, se unen a
los extremos no reductores de la celulosa separando moléculas de celobiosa, y

que las B-glucosidasas, E,, hidrolizan en fase homogénea la celobiosa a glucosa.

Dada la naturaleza insoluble del sustrato, la hidrélisis es una reaccién
heterogénea en la que las glucanasas habran de desplazarse desde el seno de la
fase acuosa hasta la superficie del sustrato, en donde se adsorben y reaccionan,
produciendo cadenas mas cortas de celulosa y celobiosa; esta tltima pasari a la

disolucién y aqui serd hidrolizada por la B-1,4-glucosidasa.

2.2 CINETICA ENZIMATICA.

El tratamiento de los datos de cinética enzimitica se basa

frecuentemente en la aplicacién de la ecuacién de Michaelis- Mentens
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k
r=_'x" [2.1]
Ky +s

donde, ey, es la concentracién total de enzima activa, s, la concentracién de
sustrato y k y Ky, parametros cinéticos. La ecuacién [2.1] no es sélo aplicable a
la cinética irreversible de un sustrato, sino que también ha resultado muy til

para el ajuste de los datos experimentales de reacciones de dos o mas sustratos,
" cuando se mantienen constantes las concentraciones de todos ellos menos una,
s; para reacciones en presencia de sustancias que actian como activadores o
inhibidores, si su concentracién permanece constante, e incluso para
reacciones reversibles ya que generalmente se manejan datos de velocidad

inicial de reaccién, Roberts (1977).

Evidentemente, para reacciones de varios sustratos o en presencia de
modificadores, los parametros cinéticos dependerin, ademas de la temperatura
y del pH, de las concentraciones de todos ellos, menos de s. Para el ajuste de
los resultados experimentales a la ecuacién [2.1] se han propuesto distintas
formas linealizadas de la misma que permiten su comprobacién grifica y la
utilizacién de la regresién lineal para la determinacién de los pariametros

cinéticos, siendo la mas popular la forma linealizada de Lineweaver-Burk.

Sin embargo, la influencia de la concentracién de sustrato sobre la
velocidad de reaccién no siempre responde a la dependencia hiperbdélica que
indica la ecuacién [2.1], sino que en ocasiones se encuentran formas
sigmoidales y/o con maximo, Laidler y Col. (1973), Ferdinand (1966), han
demostrado que estos tipos de dependencias de la velocidad de reaccién con la

concentracién de sustrato pueden explicarse con ecuaciones del tipo:

2
) e €S *+¢S er [2.2]
1+¢ s +¢s?
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En efecto, si ¢, ¢, > ¢; ¢, , la velocidad de reaccién pasa por un
méiximo al aumentar la concentracién de sustrato y si c; > ¢, ¢, la curva

r frente a s pasa por un punto de inflexién antes del maximo.

Por otra parte, la determinacién de los parimetros cinéticos mediante
formas linealizadas de la ecuacién [2.1] est4 influida de manera importante por
la distorsion de los errores experimentales que la linealizacién provoca,
particularmente la forma reciproca de Lineweaver-Burk. El procedimiento de
ajuste mas adecuado es la regresién no lineal, Wentworth (1965), que elimina
este problema pero requiere partir de unos valores iniciales de los parametros
cinéticos suficientemente préximos a los verdaderos para que el método pueda

converger.

Las ecuaciones cinéticas de las reacciones enzimiticas de los tipos [2.1],
[2.2] o mas complejas, se deducen a partir del mecanismo propuesto por
aplicacién de la aproximacién de estado estacionario a cada uno de los
complejos intermedios en los que interviene la enzima. La aplicacién de la
teoria de la perturbacién singular, Lin (1974), v los métodos numéricos han
puesto de manifiesto que esta aproximacién es practicamente correcta cuando
las concentraciones de sustratos y modificadores son apreciablemente

superiores a la concentracién total de enzima, ey , como generalmente ocurre,

Lim (1973).

2.2.1 ECUACION DE VELOCIDAD.

Cualquier mecanismo propuesto para una reaccién enzimitica
homogénea supondri un cierto nimero de complejos en los que interviene la

enzima, sea n este nimero, incluyendo la enzima libre, Camacho y col. (1988).

Para obtener la ecuacién de velocidad correspondiente al mecanismo
considerado serd necesario resolver el sistema de n ecuaciones formado por: el

balance total de enzima y las n - 1 ecuaciones obtenidas por la aplicacién de la
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hipétesis de estado estacionario a cada uno de los n-1 complejos considerados.

Este sistema de ecuaciones puede expresarse en la formas:

0 [2.3]

® |

By
®
I

\0 )

donde, ey, representa la concentracién total de enzima activa en la disolucién;
e; , un vector columna cuyo primer elemento, e,, es la concentracién de estado
estacionario de la enzima libre y los restantes las concentraciones de estado
estacionario de los n-1 complejos y a;, una matriz cuadrada de orden n que

representa al mecanismo considerado.

La primera fila de la matriz del mecanismo, que contiene los

coeficientes del balance total de enzima, es toda de unos:

=1 (=12 il
Los elementos de la diagonal de la matriz, excepto el primero,
[2.5]

a;, parai>1
representan la suma de las etapas elementales por las que desaparece el

complejo i, con signo negativo.
Los restantes elementos,

[2.6]
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representan la suma de las etapas por las que el complejo j conduce al

complejo i.

Los términos correspondientes a cada etapa elemental del mecanismo
estin expresados de acuerdo con la ley de accién de masas, excluida la

concentracién del complejo intermedio que interviene en la misma.

De la ecuacién [2.3] se deduce:

7 3\
. | Ay Ay . .. Ay [
g A, Ay . ..oa, | |?
e = (ay) " gl R «an B . 2]
° 'Al °
) — °
\0 ) e 4an =7\
es decir,
(A )
A12
e = S . [2.8]
lAl °
A )

siendo, 1Al, el determinante de la matriz del mecanismo v, A, el cofactor del

elemento a; en ese determinante.

La velocidad de formacién de un producto se obtendri multiplicando el
vector enzima, e, por un vector formado por los términos cinéticos
correspondientes a las etapas elementales del mecanismo que conducen a la

aparicién de ese producto o en las que interviene, b;.

Para reacciones irreversibles, el primer elemento de b, sera cero, ya que

a partir de la enzima libre no pueden aparecer los productos de la reaccién,
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también serdn nulos los términos correspondientes a los complejos que no se
descomponen dando el producto considerado. En las reacciones reversibles,

serdn negativos los términos que representan las etapas elementales en que

desaparece el producto.

Por tanto:

Ay )
Ap
- ér - 2.9
r = (by by e, b J—L =L (byAy + et h A [24]
p = (B by e al | . IAI( 1 Ay o Am )
\Aln'/

Si a continuacién se desarrolla el determinante 1Al por los cofactores de

su primera fila, cuyos elementos son unos, se obtiene:

_ by Ay + b Ay +wt b Ay or [2.10]
: Ap +Ap Fet Ay

expresion que permite deducir la ecuacién de velocidad correspondiente al
mecanismo propuesto a partir del calculo de los cofactores A, , Aj, yeeey A,

n

del determinante de 1a matriz del mecanismo.

Este procedimiento, aunque equivalente en sus fundamentos al

propuesto por King y col. (1956), puede resultar mas sistematico vy sencillo.

Puede observarse que el orden de los cofactores: A,;, A,,,...A,, es igual
al nimero de complejos que implica el mecanismo propuesto, n-1, por lo que,

los céalculos van haciéndose mas laboriosos a medida que aumenta este

namero,
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A titulo de ejemplo, se aplicari el procedimiento descrito a un
mecanismo relativamente general para explicar las diversas formas de
influencia de la concentracién de sustrato sobre la velocidad de una reaccién

irreversible de un sustrato.

S S
+ +
kl k’
S + E ES E + P
k,
k, ||k, k| |k,
S + SE SES ke SE + P
ks
[2.11]

donde, en el complejo, SE, la molécula de sustrato no estd adecuadamente

orientada para la catalisis.

La matriz del mecanismo es:

COMPLEJOS | E ES SE SES
E 1 1 1 1
ES k,s Ak, + k, + k, 5) 0 k,
SE k;s 0 ks + ks ) ks + kg
SES 0 k, ks s Ak, + k; + k)
[2:12]

y el vector b,
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b = (0, kj 0, k) F

Si se calculan los coeficientes de la primera fila del determinante de
[2.12]:

Ap = (ks +k) k,+k_ +k9 ) - [2.14]
“(kakk k) +hk, &, +tk))s

Ap =l kG vk +k))s - (k k(& +k))s? [2.15]

A13=—(’k3(k_l+k,)(k_4+k_5+k6))s‘ [2.16]
—(k4(kl+k3)(k_5+k6))s2

Au:'(1‘11‘41‘—3+]‘aks(k‘—1"‘kz))sﬂ‘(1‘41‘5(1‘1"’l‘:s))ﬁ‘3 —

Evidentemente, todas las constantes cinéticas no son independientes ya

que el ciclo existente en el mecanismo exige que:

2.18
k—lk-4k3ks=k1k4k—3k—s [ ]

sin embargo, esta ecuacién no permite simplificar de manera apreciable las

expresiones anteriores.

Por consiguiente, la ecuacién de velocidad resultante es:

2
€5 +eys? s’ [2.19]

. i : 2, 5
1+¢s+c¢,s°+¢.s

P
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siendo, c;, ¢, ... ¢, funciones de las constantes cinéticas elementales que deben
ser todas positivas y cuyas expresiones pueden deducirse a partir de las

ecuaciones anteriores.

2.2.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS.

Para obtener los pardmetros cinéticos correspondientes a la expresién de
velocidad que se haya deducido para el mecanismo propuesto, se pueden

seguir dos procedimientos generales:

1) Método diferencial, consistente en determinar la velocidad de
reaccién, r, a diferentes valores de las variables independientes, s, p v er, v
efectuar el ajuste a la expresién cinética considerada. La dificultad de evaluar
puntualmente la velocidad de reaccién hace que el método mas empleado sea
el de las velocidades iniciales, basado en extrapolar los valores de la velocidad
determinados a tiempos .reducidos_al instante inicial, en el que la composicién

de la mezcla reaccionante es conocida con exactitud.

2) Método integral, en el que es necesario proceder a la integracién de
la expresién cinética propuesta, y realizar un ajuste adecuado, mediante la
expresién integrada, que permita obtener los pardmetros de la misma y

posteriormente, de éstos, deducir los parimetros cinéticos.

2.2.2.1 METODO DIFERENCIAL.

Supuesto que se dispone de una serie de resultados experimentales en
los que para valores dados de las variables independientes, s, v e, se han
determinado las velocidades iniciales de reaccién, r, , como es usual, el mejor
procedimiento de ajuste de los mismos a ecuaciones del tipo [2.19] es la
regresion no lineal, que como ya se ha indicado evita la distorsiéon de los

errores experimentales que puede provocar cualquier transformacién de la

citada ecuacién.
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Con objeto de obtener los valores iniciales de los parimetros cinéticos:

C1» €3 o Cg Necesarios para aplicar la regresién no lineal, la ecuacién [2.19]

puede escribirse en la forma:

rp=c1e'1's+°3e1‘sz+°se1-ss—czrps—c4rpsz-c6rps3 [2.20]

que permite un ajuste por regresién maultiple considerando las variables

independientes ficticias.

2.21
eTs,eTsz,eTs3,rps,rps2,rps3 [2:21]

Los valores iniciales asi obtenidos pueden mejorarse por regresién no

lineal, con respecto a la funcién:

2 3
e A [2.22]
1+¢,s+¢, 8% +¢58°

suponiendo que el mdiximo error experimental esti en la velocidad de
reaccién, como generalmente ocurre, y continuando los tanteos hasta hacer

minima la varianza externa:

n;
Ot =——— Z (F(r,, s e.r))2 12.23]

siendo n, el nimero de experimentos y n, el nimero de pariametros cinéticos.

De acuerdo con el fundamento teérico de la ecuacién [2.19] los
parametros cinéticos, ¢, a ¢; , no pueden ser negativos, pero pueden ser nulos
si alguna o algunas de las constantes cinéticas del mecanismo [2.11] lo son. En
este sentido deben ensayarse también simplificaciones de la ecuacién [2.19], en
las que alguno o algunos de los parimetros cinéticos sean nulos, hasta

encontrar la ecuacién que se ajusta mejor a los resultados experimentales.
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2.2.2.2 METODO INTEGRAL.

En el estudio experimental de la cinética de las reacciones enzimiticas
se utilizan generalmente los datos de velocidades iniciales de reaccién,

Laidler y col. (1973), para evitar la interferencia de los siguientes fenémenos:
a) Inhibicién de producto.
b) Desnaturalizacién de la enzima.

¢) Cambio de las condiciones del medio con el transcurso de la

reaccién, fundamentalmente pH y fuerza iénica.

d) Reversibilidad de la reaccion. Pues la extrapolacién de los datos
cinéticos a tiempo cero para determinar las velocidades iniciales de

reaccién no es siempre ficil, Booman y Niemann (1956).

Sin embargo teniendo presente la posibilidad de que los fenémenos
anteriores influyan en los resultados obtenidos, la aplicacién del método
integral puede permitir una correcta planificaciéon e interpretacién de los
experimentos cinéticos y deducir una ecuacién cinética méas directamente
aplicable para el disefio del reactor enzimitico sobre todo si es esta ultima la
finalidad principal del estudio cinético, en vez de profundizar en el mecanismo
de reaccién que ha sido el objetivo fundamental de la mayor parte de los

trabajos de cinética enzimatica realizado hasta hace pocos afios.

Contribuye a facilitar la aplicacion del método integral la circunstancia
de que la forma de las ecuaciones cinéticas, de acuerdo con el conocimiento
actual sobre los mecanismos por los que estas reacciones transcurren,
Dixon y Webb (1979) v Roberts (1977), es semejante en todos los casos. Estas
ecuaciones que han resultado muy utiles para el ajuste de los datos de

velocidades iniciales de reaccién son de la formas
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_ £, [2.24]
L@ T

donde f,(x) v f,(x) son polinomios de la conversién de sustrato cuyos
coeficientes dependen de las constantes cinéticas, de la estequiometria de la
reaccién y de la composicién inicial de la mezcla reaccionante; y e representa

la concentracién total, libre o combinada, de enzima activa.

2.2.2.3 INTEGRACION DE LA ECUACION DE VELOCIDAD.

Es evidente, que aunque la velocidad de una reaccién enzimiatica puede
depender de las concentraciones de sustratos, productos y de otras sustancias
presentes que actian como activadores o inhibidores, sélo aquellas cuyas
concentraciones cambian con el transcurso de la reaccién, sustratos vy
productos, influyen en la aplicacién del método integral a un experimento
dado. Por otra parte, si sélo se produce una reaccién enzimitica, las
concentraciones de sustratos v productos en cada instante podrin expresarse
en funcién de la composicién inicial v de una sola variable que indique la
extensiéon en que la reaccién se ha producido hasta ese momento, como

expresa la ecuacion [2.24] con respecto a la conversién.

No obstante, si en las condiciones de reaccién se produce
desnaturalizacién de la enzima, circunstancia bastante frecuente en la
utilizacién "in vitro" de estos catalizadores biolégicos, la concentracién total de
enzima activa cambiara con el tiempo e influird también en la aplicacién del

método integral.

Si se considera una reaccién enzimitica irreversible de un sustrato,

Camacho y col. (1988):

, [2.25]
S —E—'a P
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y se refiere la conversién al producto total equivalente

P.=P,+aS =P+a8 [2.26]

las concentraciones de sustrato y producto en cada instante vendrin dadas

por:

—— [2.27]

S:

nl,_,

e [2.28]

de acuerdo con los mecanismos usualmente propuestos para las reacciones
enziméticas, la velocidad de desaparicién de sustrato puede expresarse en la

formas

dS _ Py gx [2.29]
ST T )
con lo que separando las variables e integrando:
P, rx
[fepac=Tr dx [2.30]
° e ’x fx, Pp)

para la aplicacién del método integral serd necesaria la resolucién de las dos
integrales de esta ecuacién, la primera depende de la cinética de la
desnaturalizacién de la enzima y la segunda de la forma de la ecuacion de

velocidad de la reaccién enzimitica.



INTRODUCCION 33

2.2.2.4 DESNATURALIZACION DE LA ENZIMA.

El primer miembro de la ecuacién [2.30]

y-= "; teT dt = F(ey, t) [2.51]

donde e, representa la concentracién total de enzima activa a tiempo cero, y
depende, como va se ha indicado, de la cinética de la desnaturalizacién de la
enzima en las condiciones de operacién. Los procesos de desnaturalizacién de
proteinas transcurren generalmente por mecanismos complejos,
Hijazi y col. (1972) y Ikai y col. (1971), aunque su cinética se suele ajustar a

ecuaciones del tipos

Cr k. el [2.32]

variando n de 0 a 5, Laidler y col. (1973), lo que confirma la complejidad ya

indicada.

La integracién de esta altima ecuacién permite obtener la expresién de
la concentracién de enzima activa en funcién del tiempo y de su valor inicial,
que sustituida en [2.31] e integrando de nuevo permite calcular el valor de vy.

Las ecuaciones obtenidas son:

Paran =1

y==[1-exp(-kt)] 55
kd
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Paran = 2

y=kld[1n(1+kdeot)] [2.34]
Paranzlyn=#2
2-n 2-n
& [ =2 - [2.35]
= l1-11-4q- K t]-e
R R ER I A

Si se define un factor de eficacia para el aprovechamiento de la enzima,

Y, mediante la ecuacién:

F=%ek [2.36]

donde Y = 1 si no se produce desnaturalizacién, v se introduce un tiempo

adimensional;

0= kd e‘;l—l t [2.37]

las ecuaciones [2.33], [2.34] v [2.35] pueden expresarse en la formas

Paran =1

[1-exp(-0)] 12.38]

1
N
@ =

Para n

Y=-In(+6) il

| =
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Paran#lyn#2

_ 1 e == [2.40]

Se debe tener presente que si n < 1 la enzima se desactiva totalmente
en un tiempo finito, aunque las cinéticas de orden menor de uno no suelen
mantenerse hasta la desaparicién total del reactivo, este tiempo y el

correspondiente valor de Y vienen dados por:

0 - 1 y -1-mn - [2.41]

por lo que la ecuacién [2.40] no es aplicable para n < 1 y tiempos superiores a
0. ; cualquier exceso de tiempo sobre este valor seria initil para la
transformacién enzimitica deseada y sélo contribuiria a disminuir el valor del

factor de eficacia.

-1 [2.42]
Y eotfo e;dt Paran<1 y t>¢

ecuacién que puede expresarse en la forma:

Y=—1_ Paran<lye>ec [2‘43]
2-mno

Mediante las expresiones obtenidas para el factor de eficacia se ha
construido el grafico de la figura 2.3 que permite el calculo de Y a partir de e,
t v de los parametros cinéticos de la reaccién de desnaturalizacién: k; y n. Por
tanto puede calcularse el valor de Y, ttil para investigar la cinética de la

reaccién enzimaitica y para el disefio de reactores enzimaticos.
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Figura 2.3

Generalmente el estudio experimental de la desnaturalizacién de
enzimas se lleva a cabo en las mismas condiciones: T, pH vy fuerza iénica, en
que se produce la reaccion enzimitica, pero en ausencia de sustrato. Sin
embargo, es frecuente que el sustrato influya en el proceso de
desnaturalizacién, Laidler y col. (1973), v por tanto conviene poder obtener
informacién sobre la desnaturalizacién de la enzima mediante experimentos en
que se produzca la reaccién enzimitica. En este sentido se puede realizar una

serie de experimentos a:

€ t = constante = A, [2.44]

pero variando el tiempo y por consiguiente la concentracién de enzima,

figuras 2.4 y 2.5.
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Estas figuras se han construido, a titulo de ejemplo, para una reaccién
enzimdtica que responde a la ecuacién cinética de Michaelis-Menten v una

composicion inicial:

SO ot KM P.=0 [2.45]

con lo que teniendo en cuenta las ecuaciones [2.27] a [2.31] se puede efectuar

la segunda integral de [2.30] que conduce a:

K
y=f:e.rdt=——f£[x—ln(1—x)] [2.46]

Se observa en estas figuras que si no se produce desnaturalizacién de la

enzima, k; = 0 en todos los experimentos:
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y=et=A [2.47]

la conversiéon obtenida, x,, serdi la misma. Anéilogamente si la

desnaturalizacién obedece a una cinética de segundo orden, ecuacién [2.34].

= L

- ln(1+de1) [2.48]

también se obtendra la misma conversién, x',, en todos los experimentos.

Para n < 2, los valores del tiempo adimensional, ecuacién [2.37] seran:

0 -kyef lt-k ANt 0 ok et %A [2.49]

es decir, que aumentan al aumentar t y disminuyen al aumentar e,, puesto
que Y disminuye siempre al aumentar 0 (figura 2.3), esto significa que la
conversién disminuye al aumentar el tiempo (figura 2.4), y aumenta al
aumentar e,, (figura 2.5). Un razonamiento semejante permite explicar la

forma de las lineas correspondientes a n > 2 de las figuras 2.4 y 2.5

Si la linea de n < 2 de la figura 2.4 se extrapola a tiempo cero, el valor

de la conversion obtenida, x, , correspondera a:
0=06, Y=1 y=et=A 2.50]
Aniélogamente, si la linea de n > 2 de la figura 2.5 se extrapola a €

igual a cero, el valor de x, obtenido corresponde a las mismas condiciones

anteriores. Este método permite obtener una pareja de datos (y,x)
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Obsérvese que la extrapolacién a tiempo cero de la linea n > 2 de la
figura 2.4 y la extrapolacién a un valor nulo de e, delalineaden < 2dela

figura 2.5 conducen a:

[2.51]

Si a continuacién se realizan dos series de experimentos a concentracién
inicial de enzima constante, B, y B, respectivamente, y variando el tiempo
hasta conseguir conversiones superiores a x,, figura 2.6, es evidente que en los

puntos 1 y 2 de esta figura se cumpliri la ecuacién [2.35]

_ BT [ Y il o ] [2.52]
Al_@T)kd_l [1-(1-n)BM'K,t ]
_ BT [ o it = et = ] [2.53]

sistema de dos ecuaciones con dos incégnitas que por métodos iterativos

permite el cilculo de n y k.
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Los valores obtenidos pueden confirmarse con todos los resultados
experimentales de las tres series realizadas calculando para cada experimento:
0 (ecuaciéon [2.37]), Y (figura 2.3) e v mediante la ecuacién [2.38]; si se
representan los valores de la conversién, x, frente a los de vy todos los puntos

experimentales de las tres series deben quedar en la misma linea.

2.2.2.5 INHIBICION DE SUSTRATO Y DE PRODUCTO.

Para la integracién del segundo miembro de la ecuacién [2.30] es
necesario suponer el mecanismo por el que tiene lugar la reaccién [2.25]; un

mecanismo bastante general para este tipo de reacciones es:
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ES,
P p K,
+ + K,
S + E ES k — E 4+ o P
k, +
S ks
k| ko ks
ESP
EP
[2.54]

que incluye inhibicién de sustrato e inhibicién mezclada de producto, aunque
para simplificar se supone que los dos complejos triples existentes no son ttiles

para la formacién de producto.

La aplicacién de la aproximacién de estado estacionario para todos los

intermedios del esquema [2.54] conduce a la siguiente ecuacién de velocidad:

kg S
= s e [2.55]

1+KgS+Ky,S8?+K P+K ,SP

donde las constantes aparentes vienen dadas por:

_ Kk [2.56]
ks k, +k,
K, = k—l [2.57]
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_ ks k [2.58]
Ker ks (k, +k))
K, - k- [2.59]
k,
k, k [2.60]

B T, )

La sustitucién en la ecuacién [2.55] de las expresiones para P, Syren
funcién de la conversién, ecuaciones [2.27] a [2.29] permite obtener la funcién

f(x, P1) y resolver la segunda integral de [2.30].

y=Aln xo+B(x—xo)+D(x2_x:) [2.61]
- x
donde:
1 ‘
A=—(1+K,P;) [2.62]
kS PoT
1 °
B=E[(%—KP)PT+%PT2] [2.53]
p-1 (Ksp ~ Ksz) P2 [2.64]
kg ] o> 2
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Si se realizan series de experimentos en las que para un valor dado de
P; y x, = 0 se determina como varia la conversién con vy, la ecuacién [2.61] se

puede expresar en la forma:

-In(1-x)

M |

ecuaciéon que presenta un minimo en:

Xmin
_mm i l(1-x,)
1 -x. Xmin D [2.66]
2
siempre que D sea negativo y se cumpla:
D> A [2.67]

y/x

Figura 2.7
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como se observa en la figura 2.7. Por otra parte, la extrapolacién a conversién

cero en esta representacién conduce a:

[z] “A+B [2.68]
X x=0

que proporciona otra relacién entre los pardmetros de [2.61].

Una tercera relacién entre dichos parimetros se puede obtener

mediante la representacién de y/x* frente x, figura 2.8.

Y _paIn(1-x) p1 5 [2.69]
x2 x?2 X
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que debe presentar siempre un minimo en un valor de la conversién dado

por:

— i1 -x) [2.70]

Ef
A

Las representaciones indicadas en las figuras 2.7 v 2.8, v las ecuaciones
[2.66], [2.68] v [2.70], permiten comprobar si la ecuacién cinética [2.55] es
adecuada para representar los resultados ekperimentales obtenidos v, si es asi,
determinar los valores iniciales de los parimetros A, B y D que pueden

mejorarse posteriormente por regresiéon no lineal.

En el caso de que no se detectara un minimo en la representacién de
y/x frente a x, o éste fuera poco pronunciado se podria utilizar en lugar de la
ecuacién [2.66], una relacién entre A, B y D proporcionada por la ecuacién
[2.65], para unos valores dados de x, por ejemplo sustituyendo el valor de y

obtenido para una conversién 0.5 en una representacién grafica de y-x.

La variacién de los valores de estos parimetros con la concentracién
inicial de sustrato o su equivalente, P, permite confirmar la validez del
modelo y determinar los valores de las constantes que aparecen en la ecuacién

[2.55] como se observa en la figura 2.9 basada en las ecuaciones [2.62] a [2.64].
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Figura 2.9

2.3 HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELULOSA.

Dado que la celulosa es un sustrato insoluble, las etapas necesarias para

su hidrélisis como en cualquier reaccién heterogénea son:

- Transferencia de las moléculas de enzima desde el seno de la fase

acuosa hasta la superficie de las particulas de celulosa.

- Formacién del complejo enzima-sustrato (ES) por adsorcién de las

moléculas de enzima.
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- Adsorcién del agua sobre los centros activos del complejo ES vy

reaccién superficial entre el H,O vy la celulosa.

- Transferencia de los productos de reaccién solubles (glucosa y

celobiosa fundamentalmente) hasta el seno de la fase acuosa.

- Hidrélisis en fase homogénea de la celobiosa a glucosa por accién de
la B-1,4-glucosidasa.

Por tanto, la descripcién cuantitativa del proceso de solubilizacién es
complicada, especialmente porque todas las enzimas actuan conjuntamente y
puede existir un efecto de sinergismo entre las endo v las exoglucanasas, E, y
E,. La mayor parte de los autores consideran que todas estas etapas tienen
lugar en serie, por lo que la hidrélisis estarsd controlada por la cinética de la
etapa mas lenta: esta etapa es, en todos los casos, la hidrélisis heterogénea que

generalmente tiene lugar segin un mecanismo de Michaelis-Menten.

En cualquier caso la cinética de la hidrélisis enzimatica de la celulosa
dependerd fundamentalmente de la estructura interna del sustrato, de la
naturaleza del sistema enzimaitico, de las interacciones enzima-sustrato y del
efecto inhibidor que pueda existir por parte de los productos, del sustrato o de

las sustancias extrafas presentes en el medio.

Para evaluar la influencia de la naturaleza del sustrato y de la enzima
sobre la velocidad de hidrélisis se han planteado distintos modelos cinéticos.
Estos se pueden clasificar en dos grandes grupos, segin traten al complejo
enzimitico y al sustrato como sustancias Gnicas o bien formadas por varios
componentes, lo que es mdas correcto, ya que se aproxima al fenémeno real.
También se han propuesto algunos modelos empiricos, Holtzapple v col.

(1984).

En el primer caso, lo usual es considerar una cinética enzimitica simple
con inhibicién competitiva de producto; es decir, se admite que la reaccién

transcurre segin el siguiente mecanismo:
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S +E: SE yP +E [2.71]

E + P " EP [2072]

donde S y E representan al sustrato v a la enzima, respectivamente, SE a un
complejo intermedio, P a los productos de la reaccién y PE al complejo

responsable de la inhibicién de producto.

Mediante el modelo anterior explican sus resultados
Howell y col. (1975), Koichiro y col. (1982) y Huang (1975), entre otros
autores. En general, este modelo ajusta los resultados experimentales a
conversiones de sustrato-bajas y complejos celuloliticos muy deficientes en
B-glucosidasas, es decir, cuando la reaccién homogénea esta minimizada. Por
elloy-es. l6gico que a conversiones altas, mayores del 50 por 100, la desviacién
entre resultados teéricos y experimentales sea notable. Howell (1978), intenta
explicar este hecho admitiendo una cierta desnaturalizacién de la enzima v la
formacién de un complejo triple muerto. Sin embargo, los tiempos de reaccién
y las condiciones de operacién, pH vy temperatura, no parecen ser lo
suficientemente drasticas como para provocarla; en consecuencia, parece légico
pensar que las desv1ac1ones del modelo estin provocadas por la compleja

naturaleza del sustrato y de la enzima.

Moo-Young y col. (1977), Suga y col. (1975), Okazaki y col. (1978) v
Lee y col. (1978), han realizado una aproximacién teérica a la hidrélisis
enzimidtica de la celulosa considerando que la enzima estd formada por tres
componentes; en cuanto al sustrato, estiman que, independientemente de su
naturaleza y estructura inicial, durante la hidrélisis se van a ir formando
cadenas de celulosa de longitud variable. Las tres enzimas, segin estos autores,
actian simultineamente; asi E, forma un complejo enzima-sustrato con las
moléculas de celulosa rompiéndolas al azar y liberan cadenas mas cortas,

celobiosa y glucosa; E, forma un complejo con los extremos no reductores
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separando celobiosa y E, hidroliza ésta a glucosa. Las tres enzimas pueden
presentar inhibicién competitiva 0 no competitiva, por parte de la celobiosa vy

de la glucosa.

La ecuacién cinética para la degradacién de la celulosa obtenida segiin
las hipétesis anteriores resulta extremadamente compleja por el ntmero de
pardmetros y de concentraciones que aparecen en su formulacién. Por ello,
aunque este modelo supone una aproximacién tedrica, razonada vy
fundamentada al proceso de hidrélisis, parece inviable desde un punto de vista

practico.

Una solucién intermedia entre el primero y el segundo grupo de
modelos, es la propuesta por Wald y col. (1984). Consideran al sustrato
formado por una fraccién amorfa y otra cristalina y no distinguen entre la
accién de E, y E,. Es decir, admiten que E, y E,, liberan la celobiosa que se

hidroliza en fase homogénea a glucosa por accién de la B-glucosidasa.

A la vista de lo anteriormente expuesto se deduce que es necesario
atenuar la inhibicién de producto para conseguir un mayor aprovechamiento
de la enzima. Esto se puede conseguir mediante alguno de los siguientes

procedimientos:

1. Mediante la adicién de B-glucosidasa al sistema, ya que de esta forma
se alivia la inhibicién de la celobiosa sobre la actuacién de las endo vy
exoglucanasas, Pemberton y col. (1980), Desrochers y col. (1981). En este
sentido la obtencion de B-1,4-glucosidasa a partir de Aspergillus es interesante,

ya que este microorganismo es mdis econdmico en su produccién.

2. Realizar la hidrélisis y fermentacién, etandlica o a SCP,
simultdineamente, ya que de esta forma se retiran glucosa y celobiosa del
medio, por lo que se disminuye la inhibicién de producto. Los inconvenientes
de este método de operacién residen en que las paredes celulares de las

levaduras pueden ser atacadas por la enzima y en la inhibicién que produce el
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etanol sobre la obtencién de celulasas, Pemberton y col. (1980),

Ghose y col. (1984), Reese y col. (1980).

En la actualidad las cantidades de enzimas necesarias v su costo de
produccién son la mayor barrera a vencer si se pretende que la hidrélisis
enzimitica sea econémicamente viable, Mandels (1982). En consecuencia, es
necesario idear nuevos métodos para que la utilizacién de la enzima, durante
los procesos de hidrélisis, sea 6ptima. En este sentido se han propuesto,
ademds de los ya mencionados con respecto a la inhibicién de producto,

distintos caminos:

Inmovilizar las celulasas. Es poco titil, ya que se trata de un sustrato
insoluble y, en consecuencia, la superficie de contacto enzima-sustrato seri
pequefia; esta solucién sélo parece ser viable para hidrolizar los jarabes,
obtenidos en la etapa heterogénea, mediante glucosidasas inmovilizadas, Bissett
y col. (1978), Sundstrom y col. (1981), Woodward vy col. (1982), Karube v col.
(1977), ya que de esta forma se reduce la inhibicién producida por la celobiosa

sobre E, y E, y de la glucosa sobre E,.

Recuperar las enzimas. La reutilizacién de las enzimas que permanecen
en el jarabe de hidrélisis, precipitindolas o adsorbiéndolas sobre sustrato
fresco o por ultrafiltracién, Castanon y col. (1980), Peitersen y col. (1977),
presenta el inconveniente de que las celulasas se adsorben fuertemente sobre el
sustrato, Peitersen y col. (1977), Lee y col. (1982), Binder vy col. (1978), por lo
que sélo una pequefa fraccién de exo y endoglucanasas permanece en

disolucién.

Modificar las caracteristicas superficiales del sustrato mediante la
adicién de sustancias externas. En este sentido son destacables los trabajos de
Castanon y col. (1980 y 1981), con Twen 80; la adicién de este tensioactivo

incrementa la recuperacién de la enzima y el grado de hidrélisis.
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2.3.1 PRODUCCION DE CELULASAS.

Las celulasas mas activas son aquellas que provienen del Trichoderma
viride o resei, T. lignorum, T. koningii, T. pseudokoningii y T. longibrachiatum,
Mandels (1982). Todos estos microorganismos sufren represion por parte de
algunos catabolitos y sobre todo por parte de la glucosa; de ahi que la
produccién de celulasas se realice, generalmente, fuera de los procesos de

hidrélisis propiamente dichos, Mandels (1982), Moreira y col. (1981).

De los microorganismos mencionados, el 7. Viride es el mas utilizado,
va que produce celulasas relativamente equilibradas en cuanto a su
composicién, y su rendimiento es alto. Sin embargo, es frecuente que las
celulasas sean deficientes en B-1,4-glucosidasa; por ello se estid tratando de
mejorar las fuentes de celulasas. Asi, en bibliografia aparecen trabajos en
donde se utilizan nuevos mutantes o nuevos hongos celuloliticos, tales como el
Aspergillus foetidus, Sadana y col. (1979) y el A. niger, Clarke y col. (1965). Los
resultados obtenidos indican que las celulasas provenientes de los Aspergillus
tienen un alto contenido en PB-glucosidasa, pero son deficientes en

exoglucanasas.

Por otra parte, la produccién de celulasas a partir de Actomicetes
thermofillicus, como el Tbennonospom sp. tiene el inconveniente de dar lugar
a unas endo y exoglucanasas que parecen estar fuertemente inhibidas por la
celobiosa; ademas, sus B-glucosidasas son térmicamente inestables, Mandels

(1982), Meyer y col. (1982).

En la actualidad las investigaciones se dirigen a encontrar
microorganismos celuloliticos, termofilicos, aerobios o anaerobios, capaces de
producir celulasas en cantidad suficiente y equilibradas en su composicién,
para realizar la hidrélisis y fermentacién simultineamente. En este sentido, los
resultados obtenidos con el Chaetonium cellulolyticum en la obtencién de SCP

y con el Clostridium thermocellum, Zertuche y col. (1982), Herrero y col.
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(1980), Garcia Martinez y col. (1980), y Thermoanaerobium brockii, Ben-Bassat
y col. (1981), Lamed y col. (1980), en la produccién de etanol, parecen ser

prometedores.

2.3.2 HIDROLISIS ENZIMATICA HOMOGENEA DE DERIVADOS DE
CELULOQOSA.

Con objeto de poder profundizar en el mecanismo de las reacciones
enzimiticas que tienen lugar en la hidrélisis de celulosa, evitando la
complejidad del sistema heterogéneo, se han realizado estudios cinéticos con

carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato dada su solubilidad en agua.

7 Poulsen y Petersen (1985) estudian la hidrélisis enzimitica de
carboximetilcelulosa utilizando un extracto crudo de cellulomonas sp.
ATC 21399 a diferentes diluciones, es decir a diferentes valores de la
concentracién inicial de enzima e,. Para la interpretacién de sus resultados
utilizan la ecuacién integrada de Huang para inhibicién competitiva de

productos

E+S ™ ES —— E+P

|

[2.73]

que tiene la forma:

Y = a X +b, [2.74]
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donde Y y X pueden obtenerse a partir de los resultados experimentales:

S

Y - I
[F] : So"[P]

X = [2.75]

.
P]

y los valores a, y b, son funciones lineales de 1/e,.

Fujii v Shimizu (1986), en el estudio experimental de derivados solubles
de celusosa: carboximetilcelulosa e hidroxietilcelulosa con celulasas
constituidas por endo y exoenzimas separadas de Tridroderma Koningii,
encuentran que se produce sinergismo entre ambos tipos de enzimas en las
primeras etapas de la reaccién; sin embargo a partir de un peso molecular
critico de 4000 Da la accién de la endoenzima puede despreciarse y la
ecuacién cinética responde sélo a la accién de la exoenzima para lo cual los
parametros cinéticos cambian linealmente con el peso molecular medio del

sustrato.

Jain y Wilkins (1987) estudian la hidrélisis de carboximetilcelulosa y de
serrin de madera de pino con un preparado comercial de celulasas, Celluclast
200L tipo N de los laboratorios NOVO, procedente de Tz:ichédemza reesei,
inmovilizadas sobre soportes derivados de nylon y encuentran un pH éptimo
de 5 para ambos sustratos, si bien 1a temperatura 6ptima es del orden de 40°C

para la carboximetilcelulosa y de 60°C para el serrin de madera de pino.

Camacho vy col. (1987) estudian la hidrdlisis enzimitica de
carboximetilcelulosa con celulasas procedentes de Trichoderma viride a
pH = 4.9 vy 40°C. Sus resultados indican la aparicién de un sinergismo
independiente de la concentracién de sustrato que es mas acusado a medida
que aumenta la concentracién inicial de celulosa y disminuye con el tiempo
de hidrélisis. En un trabajo posterior, (1987), estudian la cinética de esta
reaccién y proponen un modelo de dos reacciones en serie con inhibicién

competitiva de producto en ambos casos.
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§ T8 . [2.76]

Lo que sugiere que el sistema puede representarse por la accién
combinada de la exoenzima vy del la B-1,4-glucosidasa. Este modelo permite
evaluar la conversién obtenida en funcién del producto e,t con una desviacién

inferior al 10%.

Kim (1995), caracteriza una endogluconasa de Bacillus circulans con
una alta actividad para la hidrélisis de carboximetilcelulosa vy especialmente
resistente a la desnaturalizacién térmica. Sus condiciones épticas de operacién
sonrpH = 4.5 y 50°C. Los parametros de la ecuacién de Michaelis - Menten
determinados para la hidrélisis de carboximetilcelulosa con esta enzima son:

Ky = 0.87 mg/mL y r,, = 210 pmol/(min.mg).

2.3.3 HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELOBIOSA.

Dada la gran variedad de procedencias para la enzima B-glucosidasa
(hongos, bacterias y tejidos vegetales), asi como la abundancia de informacién
bibliografica, resulta dificil unificarla y obtener conclusiones de validez

general.

A titulo de ejemplo, en la tabla 2.3, se presenta un resumen de los
pardmetros caracteristicos correspondientes a B-glucosidasa de diferentes

origenes, pudiéndose observar las notables diferencias en sus valores.
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Tabla 2.3 Parametros caracteristicos de R-glucosidasa.

HONGOS pH,,. T Ky i Referencia
T. viride ose oee 1.5 - Sternberg , (1976)
T. viride 4.75 50 2.6 - Gong y col. ( 1977)
T. viride 4.80 50 5.6 - Hong y col. (1981)
T. reesei 6.50 oee 3.3 - Inglin y col. (1980)
T. reesei 4.80 50 1.9 - Woodward y col. (1981)
T. reesei 4.50 70 0.5 55.0 Schmid y col. (1987)
T. reesei oo - 1.2 1.1 Estrada y col. (1990)
T. reesei - en 2.6 - Martin y col. (1988)
T. reesei . - 1.31 - Bravo y col. (1991)
T. ressei 4.6 65-70 2.1 43.5 Chen y col. (1992)
A. niger 5-5.5 60 2.0 1.39  Singh y col. (1990)
A. niger 4.5 60-70 5.6 33.7 Dekker, (1986)
A. niger - - 2.7 0.5 Beltrame vy col. (1984)
A. niger en - 2.5 - Mandenius y col. (1988)
A. niger es e 1.7 0.14  Grous y col. (1985)
A. niger 3.5-6 on 1.7 0.3 Woodward vy col. (1982)
A. niger - - 1.1 20.8  Alfani y col. (1987)
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Tabla 2.3 (cont.) Parimetros caracteristicos de R-glucosidasa.
HONGOS pH,, g Ky . Referencia
T. clypeatus 5.0 65 1.20 91.00  Sengupta y col. (1991)
T. pullulans - - 10.4 1.90  Adami y col. (1988)
N. frontalis s oee 0.05 5.88 Liy col. (1991)
H. grisea 6.0 50 0.6 14.88  Peralta y col. (1990)
P. etchellsii 6.5 50 12.2 oo Jain y col. (1984)
B. oxiporus 4.8 50 580.0 - Caminal y col. (1985)
P. funiculosum e ee 2.0 0.40  Rao y col. (1983)
A. phoenicis 4.3 - 0.75 - Sternberg y col. (1977)
A. phoenicis 4.5 -ee 0.8 - Bisset y col. (1978)
A. phoenicis 3-5 -ev 0.75 - Sundstrom y col. (1981)
A. fumigatus 4.5 e 0.84 - Rudick y col. (1975)
BACTERIAS
T. ethanolicus 5-7 70 4.2 ev Mitchell y col. (1982)
C. thermocellum 6.0 65 83.0 ee Ait y col. (1979)
B. succinogenes 6.8 oen 4.3 - Groleau y col. (1981)
TEJIDOS VEGETALES
Almendras 5.5 - 9.3 3.17 Sarkar y col. (1983)
5.6 es 2.3 4.17 Miyairi y col. (1978)
5.6 - 117 - Vernardos y col. (1980)
.. S5 110 - Camacho y col. (1987)
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Asi, se deduce que el pH 6ptimo esti comprendido entre 3 y 7 v la
temperatura optima entre 50 y 75°C siendo la primera la mas frecuente. La
afinidad frente a la celobiosa, medida por el pariametro cinético K, varia

ampliamente segiin la B-glucosidasa utilizada.

La velocidad maxima de reaccién, r_,, varia también de forma

apreciable, aunque estas variaciones no siempre concuerdan con las observadas

en K.

Asi, por ejemplo, WoodWard y Arnold (1981), cuando utilizan B-
glucosidasa procedente de T. reesei encuentran que hay inhibicién competitiva
por glucosa. Estudian la influencia del pH sobre esta inhibicién y observan

que es maxima a pH de 4.8 , no observandose inhibicién para pH > 6.5.

Hong v col. (1981), con celobiosa aislada de una preparacién comercial
de celulasas (MILES) procedentes de 7. viride, encuentran inhibicién de
sustrato para concentraciones de celobiosa por encima de 10 mM, siendo la
velocidad de reaccién médxima para una concentracién de celobiosa de
15 mM. Con respecto al producto indican que se trata de una inhibicién no

competitiva.

Sundstron y col. (1981), estudian la hidrélisis enzimdtica de celobiosa a
- glucosa utilizando B-glucosidasa procedente de A. phoenicis , tanto libre como
inmobilizada sobre aliimina de poro controlado, para analizar la conversion de
celobiosa a glucosa. Ajustan sus datos en los dos casos a una cinética simple de
Michaelis-Menten, e indican que para altas concentraciones de celobiosa los

resultados se desvian de este modelo debido a inhibicién por sustrato.

Jain vy Ghose (1984), estudian la hidrolisis de celobiosa con
B-glucosidasa procedente de Pichia etchellsii libre e inmovilizada por
atrapamiento sobre alginato calcico, siendo su pH y temperatura 6ptimos de
6.5 v 50°C respectivamente para los dos casos. El estudio cinético con la
enzima inmovilizada lo realizan en un reactor de lecho fijo y encuentran que

la glucosa inhibe la reaccién de forma no competitiva.
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Grous y col. (1985), utilizan en su investigaciéon p-glucosidasa
procedente de A. m;get,' Cellobiasa 250L, preparado comercial de la casa
NOVO, con alta actividad, v encuentran inhibicién fuerte por sustrato e
inhibicién competitiva de producto. También utilizan celobiasa procedente de
una cepa de 7. reesei, Rut C-30, pero con esta enzima no encuentran

inhibicién por sustrato, aunque si por producto, de caracter competitivo.

Dekker (1986), utiliza un preparado comercial de NOVO, Novozym
188 , que contiene B-glucosidasa procedente de A. niger. Este preparado se
purifica para eliminar la glucosa y después se concentra por ultrafiltracién. El
estudio cinético se realiza en el rango de 0.1 mM-9.5 mM de celobiosa y no

encuentran inhibicién por sustrato.

Camacho y col. (1987), estudian la hidrélisis enzimatica de celobiosa
con B-1,4-glucosidasa procedente de almendras a 50°C y pH = 5.2. Los
resultados experimentales indican que la afinidad de esta enzima por la
celobiosa es considerablemente inferior que las de las B-glucosidasas
procedentes de hongos o bacterias. En las condiciones de operacién y al menos
durante una hora no aprecian desnaturalizacién de la enzima. El estudio
cinético que proponen para la reaccién sugiere inhibicién débil de sustrato e

inhibicién parabélica de producto.

Schmid y Wandrey (1987), aislan tres fracciones de enzima procedentes
de una cepa de T. reesei, QM 9414, por HPLC y encuentran que sélo una de
ellas tiene actividad pB-glucosidasa, siendo su pH o6ptimo de 4.5 vy la
temperatura 6ptima préxima a 70°C. A altas concentraciones de sustrato

encuentran que hay inhibicién por el mismo.

Adami y col. (1988), estudian la hidrélisis de celobiosa con células
viables de Trichosporon pullulans, tanto libres como inmovilizadas. En este
dltimo caso las células se inmovilizan en alginato céilcico v se utiliza un reactor
de lecho fijo para el estudio cinético. Analizan la influencia del pH vy
encuentran un pH 6ptimo de 4.8 para las células libres v de 4 para las células

inmovilizadas, explicando esta influencia por la existencia de diferentes formas
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protonadas de la enzima, y determinan las constantes de disociacién. También
analizan la influencia de la temperatura y encuentran que el valor 6ptimo de
la misma es de 60°C, tanto para las células libres como inmovilizadas. La
influencia de la concentracién de sustrato se analiza en el rango de 4 a
500 mM vy observan un aumento de la velocidad de raccién por encima de

100 mM que podria ser debida a activacién de sustrato.

Bravo y col. (1990), en un estudio de la hidrolisis enzimdtica de
celobiosa a 40°C v pH = 4.9 mediante celulasas procedentes de Trichoderma
reesei determman que existe desnaturalizacién de la enzima v que la velocidad
de desactivacién se puede ajustar a un modelo potencial con valores para los
pardmetros de desactivacion de ky = 0.0173 (g/L)"* / min y n = 1.66 . Con la
incorporacién de la desnaturalizaciéon de la enzima encuentran que el cociente
entre la velocidad de reaccién y la concentracién de enzima en el instante
inicial vale 0.122 y 0.128 mmol de celobiosa/(g de enzima.min), para
concentraciones de celobiosa de 0.1 v 0.2 M respectivamente, que corresponde

a la zona de orden cero en la ecuacién de Michaelis-Menten.

Pizzichini y col. (1989), estudian la hidrolisis de celobiosa con células
viables de Hansenula henricii inmovilizadas en un reactor de fibra hueca vy
explican sus resultados considerando que se produce inhibicién competitiva de

producto.

Peralta v col. (1990), con B-glucosidasa procedente del hongo Hunicala
grisea, variedad thermoidea, encuentran que la actividad es 6ptimaapH = 6y

50°C, y que a concentraciones apreciables de sustrato aparece inhibicién.

Clarke y col. (1990), estudian la hidrélisis de p-nitrofenil-B-D-glucésido
(pNFG) con B-glucosidasa procedente del hongo Schizophyllum commune para
profundizar en el mecanismo de la reaccién enzimitica, y también encuentran
un pH éptimo justificado por la existencia de la enzima en diferentes formas

protonadas.
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Bravo y col. (1991), desarrollan un método para establecer la actividad
relativa de dos lotes distintos de una misma enzima, considerando la
desactivacién simultinea a la propia reaccién enzimitica. Aplican dicho
método a la medida de la actividad B-1,4-glucosidasa en la hidrélisis de
celobiosa con celulasas procedentes de 7. reesei. Tambien analizan la
influencia de la concentracién de celobiosa determinando que los datos se

ajustan a la ecuacién de Michaelis-Menten.

Li (1991), en el estudio cinético la hidrélisis de celobiosa con
B-glucosidasa purificada procedente de Neocallimastix frontalis EB 188,
encuentran que hay inhibicién de sustrato e inhibicién competitiva de
producto. A la misma conclusién llega Sengupta y col. (1991), cuando la

enzima purificada procede de un cultivo del hongo Thermitomyces clypeatus.

Chen y col. (1992), indican que T. reesei produce dos tipos de
B-glucosidasa diferentes, con puntos isoeléctricos a pH 8.7 y 4.8. La primera
tiene poca afinidad por el sustrato, mientras que la B-glucosidasa 4cida
presenta gran afinidad por el mismo. Se han determinado los pariametros
cinéticos con pNFG y celobiosa como sustratos para las dos enzimas; la

influencia del producto sélo se ha estudiado con pNFG.

Gabelsberger y col. (1993), caracterizan la enzima B-glucosidasa
procedente de la bacteria Thermotoga maritima e indican que esta formada por
dos subunidades iguales, de pesos moleculares alrededor de 47 kDa.
Por otra parte, realizan el estudio cinético con diferentes sustratos:
o-nitrofenil-B-D-glucopiranosa y o-nitrofenil-B-D-galactopiranosa a 75°C y con
concentraciones de los mismos entre 0.05-20 mM y 0.1-10 mM
respectivamente resultando una relacién no lineal al utilizar los graficos de
Lineweaver-Burk y Eadie-Hofstee, mientras que la celobiosa y lactosa no
provocan este efecto. La lactosa produce inhibicién por sustrato a una
concentracién alrededor de 350 mM. Esta enzima es la mis termoestable
conocida hasta el momento reteniendo mias del 60% de su actividad inicial

después de 6 horas a 95°C.
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Aguado y col (1995), estudian la desactivacién térmica de la
B-glucosidasa procedente de Penicillium funiculosum libre e inmovilizada en un
rango de temperatura entre 30 y 70°C y explican la desactivacién mediante
un mecanismo de dos etapas en serie que implica efectos de inhibicién por
sustrato v por producto (de tipo no competitivo). La ecuacién cinética

resultante permite ajustar sus resultados experimentales con una desviacién

menor del 10%.

Saha y col. (1996), utilizan una B-glucosidasa termoestable procedente
del Aureo basidium pullulans cuya actividad 6ptima tiene lugar a pH=4.5 y

25°C. Para el estudio cinético utilizan como sustrato pNFG y celobiosa.

Ximenes Ferreira (1996), caracteriza la enzima B-glucosidasa procedente
del hongo termoestable Humicola grisea var. thermoidea. Estima su peso
molecular y sugiere que la enzima nativa esta formada por dos subunidades
idénticas. La enzima purificada es estable a 60°C al menos durante una hora y
a pH entre 4 y 4.5. Determina los valores de los valores de los parimetros
cinéticos de la ecuacién de Michaelis-Menten con pNFG siendo
K,=0.316 mM y r,, = 0.459 IU.mL". La actividad pB-glucosidasa es inhibida

competitivamente por la glucosa siendo k;= 0.6 mM.

Tambien Ximenes y col. (1996), estudian la hidrélisis enzimdtica de
pNFG vy celobiosa con una enzima con actividad B-glucosidasa procedente ‘del
Aspergillus fumigatus obteniendo unos valores de la constante de
Michaelis-Menten de 1.36 y 0.075 mM y tambien encuentran que la glucosa
inhibe de forma competitiva cuando el sustrato es el pNFG siendo el valor de
k, de 3.5 mM. Determinan los valores 6ptimos del pH y de la temperatura

siendo de 5 v 65°C para el pNFG y de 4 y 60°C para la celobiosa.

De la revisién bibliogrifica realizada se deduce que los resultados
obtenidos por los diferentes autores parecen indicar que la importancia de la
inhibicién por sustrato, asi como la inhibicién por producto esti determinada

por la procedencia y pureza de la enzima.
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2.4 OBJETO DE LA INVESTIGACION.

En el apartado 2.1 se ha puesto de manifiesto que en los procesos de
aprovechamiento de la biomasa residual una etapa fundamental es la de
hidrélisis enzimitica mediante celulasas de los residuos pretratados y que las
mds ampliamente utilizadas son las procedentes de T. viride o T. reesei por su

rendimiento hidrolitico global relativamente elevado.

Por otra parte, en el apartado 2.2 también se ha considerado la
dificultad de evaluar los parimetros cinéticos mediante el método integral por
lo que, en general, es recomendable utilizar en primer lugar el método

diferencial y en particular el de las velocidades iniciales.

Finalmente, en el apartado 2.3 se ha puesto de manifiesto que la
hidrélisis enzimatica de la celulosa mediante celulasas €s un proceso
heterogeneo dada su naturaleza insoluble, con la actuacién de,
fundamentalmente, tres enzimas: endo y exoglucanasas y B-1,4-glucosidasas,
por lo que para profundizar en el mecanismo y cinética de este proceso se
pueden utilizar inicialmente sustratos, como la celobiosa y Ia
carboximetilcelulosa (CMC), de naturaleza conocida Y que permiten operar en

condiciones homogeneas.

Por ello, el objetivo fundamental de esta investigacién ha sido el de
estudiar la hidrélisis de celobiosa y de CMC con un mismo complejo
enzimitico, seleccionandose uno comercial, Celluclast, preparado liquido de
celulasas inmovilizadas procedentes de T, reesei. En primer término se planteé
el estudio de su posible desactivacién en las condiciones de operacién y la
posible influencia del tiempo de parada de reaccién segun la técnica de parada

que se utilizara.

Para la hidrélisis de celobiosa con Celluclast se seleccionaron, de
acuerdo con la bibliografia, un pH de 4.9 y una temperatura de 40°C para

efectuar un estudio amplio de la influencia de la concentracién inicial de
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celobiosa, utilizando experimentos a diferentes tiempos de reaccién y
concentraciones de enzima que permitieran la aplicacién tanto del método de
las velocidades iniciales como del método integral de tratamiento de datos
cinéticos. También se planificaron otras series experimentales destinadas a
analizar la influencia de la temperatura, en el intervalo de 40 a 60°C, y del

pH, en el intervalo de 3.9 a 5.9, sobre los parimetros cinéticos de la ecuacién

de velocidad.

Para la hidrélisis de CMC con Celluclast se decidié utilizar un
seguimiento de la variacién con el tiempo tanto de la concentracién de glucosa
como de la de celobiosa, con objeto de poder determinar de forma separada
los pardmetros cinéticos de las diferentes etapas del proceso global. En primer
lugar se plantearon series experimentales dirigidas a establecer los resultados
correspondientes a tiempos elevados, hidrélisis total, y la influencia de la
intensidad de tratamiento, ya que se ha sefialado la existencia de un posible
efecto sinergistico entre las endo y las exoglucanasas, efecto que se puede
detectar comparando la conversién global alcanzada para distintos tiempos de
reaccién pero manteniendo constante el producto de la concentracién inicial

de enzima por el tiempo.

Finalmente, se planificaron series experimentales a distintos valores de
la temperatura, entre 40 y 60°C, del pH, entre 3.9 y 5.9, y de la
concentracién inicial de CMC, entre 12.5 y 1 g/L, que permitieran desarrollar |
un modelo cinético para la hidrélisis de CMC vy analizar la influencia del pH y

de la temperatura sobre los correspondientes pardmetros cinéticos.
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A continuacién se indican los productos, los métodos de anilisis y el

procedimiento experimental utilizados en esta investigacién.

3.1 PRODUCTOS UTILIZADOS.

3.1.1 PRODUCTOS QUIMICOS.

Los reactivos utilizados y sus caracteristicas se incluyen en la siguiente relacién:

Acetonitrilo para HPLC, 99.8%, (CH3CN), Carlo Erba.

Acido acético, 99%, (CH,COOH), Panreac.

Acido clorhidrico, 35%, (HCl), Panreac.

Acido 3,5-dinitrosalicilico, 98%, (C,H,N,O,), Panreac.
Carboximetilcelulosa (CMC) de baja viscosidad, Sigma C-5678.
D-Celobiosa, (C,,H,,0,,), Sigma C-7252;

D-Glucosa anhidra, P. A., (C;H,,0), Panreac.

Fenol, P.A., (C;H,OH), Probus.

Reactivo enzimatico de determinacién de glucosa, N° Cat. 670057, Boehringer

Mannheim.
Sodio acetato, 99%, (CH,COONa), Probus.
Sodio hidréxido, P.A., NaOH), 99%, Merck.

Sodio y potasio tartrato tetrahidratado, P.A., 99%, (COOK(CHOH),COONa-4H,0),
Carlo Erba.

Sodio sulfito heptahidratado, P.A., (Na,SO,-7H,0), Carlo Erba.
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3.1.2 CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA.

Para el estudio de la cinética de la hidrélisis de carboximetilcelulosa, asi como
de celobiosa, se ha utilizado un complejo de celulasas, preparado comercial de la casa
Novo Nordisk, Celluclast 1.5 L. Este es un preparado liquido de celulasas producido
por fermentacién sumergida de una cepa seleccionada del hongo Trichoderma reesei.
La enzima cataliza la degradacién de celulosa en glucosa, celobiosa y polimeros con
alto contenido de glucosa. Las cantidades relativas de productos de reaccién formados
dependen de las condiciones de reaccién y tiene un pronunciado efecto reductor de
la viscosidad en sustratos celulésicos solubles. El producto es un liquido marrén con

una densidad aproximada de 1.2 g/mL.

Los productos de reaccién de la hidrélisis de carboximetilcelulosa con Celluclast
son fundamentalmente celobiosa y glucosa. La celobiosa no es un azicar fermentable.
Por eso, cuando se desea una conversién mixima en azicar fermentable es necesario

el uso de una celobiasa como Novozym 188 en combinacién con Celluclast.

Los componentes enzimaticos activos de Celluclast son ficilmente solubles en

agua en todas las concentraciones de uso normal.

Las figuras 3.1 y 3.2 muestran la actividad de Celluclast a diferentes valores del
pH vy la temperatura, utilizando carboximetilcelulosa como sustrato. La estabilidad
térmica y frente al pH de la enzima en disolucién acuosa aparece en las figuras 3.3 y
3.4. Para aplicaciones practicas las condiciones de produccién éptimas son: alrededor

de 50‘60°C, pH 405‘600.
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3.2 METODOS ANALITICOS Y ENSAYOS PREVIOS.

Se han aplicado analisis de glucosa y de azicares reductores e identificado los azticares
por HPLC, y efectuado ensayos previos sobre los productos utilizados, la técnica de parada de

reaccién y la variacién del pH durante la misma.

3.2.1 ANALISIS DE GLUCOSA.

Para analizar la concentraciéon de glucosa se ha utilizado el método de la
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glucosa-oxidasa, método GOD-Perid, Werner y col. (1970), basado en las reacciones:

glucosa +O, +H,0O GOD > gluconato +H, O, [3.1]
HO +ABTS —20D 5 colorante +H,0 3.21

donde GOD es la enzima glucosa-oxidasa, POD la enzima peroxidasa y ABTS el
2,2'-azino-di-[3-etil-benzotiazolina-acido sulfénico (6)]-sal aménica. Este compuesto es
incoloro mientras que su forma oxidada producida por la reaccién [3.2], es de color

verde por lo que se puede utilizar un método espectrofotométrico.

Como blanco se utiliza 5 mL de reactivo, que contiene las enzimas, el ABTS
vy un tampén fosfato, con 0.2 mL de digoluci(’)n reguladora acetato sédico-acido acético,
medidos con una micropipeta “Finnpipette Digital” , mientras que 0.2 mL de la
muestra a analizar se mezclan también con 5 mL de reactivo. Tanto el blanco como
la muestra ya mezclados con el reactivo, se mantienen a 40°C durante diez minutos,
posteriormente se hace la lectura de la absorbancia, no debiendo transcurrir mas de
diez minutos para dicha lectura. Esta se efectta a 610 nm mediante un

espectrofotémetro “Spectronic 2000,

Con objeto de disponer de una recta patrén para la disolucién preparada de
reactivo de glucosa se efectuaron distintas medidas de absorbancia de disoluciones
conteniendo una concentracion prefijada de glucosa, los resultados se recogen en la

figura 3.5.
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Dado que se han empleado concentraciones lo suficientemente reducidas para
que se cumpla la ley de Lambert-Beer, puede calcularse una constante para la glucosa,

K, de la forma:

K, = 22° g =313.0 A, [3.3]

donde A es la absorbancia medida y g la concentracién de glucosa en mg/L.

Aunque el método es muy especifico para la glucosa frente a la celobiosa, de
acuerdo con Kaplan (1957), sélo se oxida 0.09 de celobiosa por 100 de glucosa,
también se realizé una recta patrén para la celobiosa, determinindose de la misma
forma la constante correspondiente a la celobiosa, que, comparada con K; presenta

una interferencia despreciable, por lo que no fue necesario tenerla en cuenta.

Por lo tanto, a partir de la ecuacién [3.3] y teniendo en cuenta la definicién de
P dada por la ecuacién [2.26], es posible determinar, por medida de la absorbancia
v con el valor de P igual a 2C, dado que se trata de experimentos realizados en
ausencia de glucosa inicial, la concentracién molar final de glucosa y por lo tanto

aplicando la ecuacién [2.27] la conversién alcanzada, que vendra dada por:
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G
2C, 180.16  2C,

Hay que indicar que en las muestras de alto contenido en glucosa fue preciso
efectuar una dilucién previa al anailisis, con el objeto de que la absorbancia no
sobrepasara en ningtin caso el limite superior hasta donde es vilido el valor de K.
Evidentemente, en estos casos, para la aplicacién de la ecuacién [3.4], el valor de g o

G vendra dado por el producto de la dilucién empleada por la absorbancia medida y

por K.

3.2.2 ANALISIS DE AZUCARES REDUCTORES.

Para la determinacién de la concentracién de aziicares reductores liberados en
la hidrélisis de carboximetilcelulosa se ha utilizado el método del scido

3,5-dinitrosalicilico (DNS) propuesto por Miller, (1959).

En esta determinacién se mezclan dos volimenes definidos de la disolucién de
azlicares reductores y de reactivo DNS en un tubo de ensayo que se mantiene en agua
hirviendo 15 minutos, con lo que se alcanza el desarrollo del color. A continuacién
se deja enfriar la muestra a temperatura ambiente y se mide su absorbancia a 640 nm
en un espectrofotémetro “Spectronic 2000”. Como blanco se ha utilizado una
disolucién de idéntica composicién y volumen que la disolucién problema, sometida

a los mismos tratamientos, pero de concentracién nula de azicares reductores.

El reactivo DNS est4 compuesto por: 20 g de 4cido 3,5-dinitrosalicilico, 4 g de
fenol, 1 g de Na,SO, y 400 g de tartrato sédico potdasico, que se disuelven en un litro
de NaOH del 2% diluyendo a continuacién hasta un volumen de dos litros con agua

destilada.

3.2.2.1 DETERMINACION DE CELOBIOSA.

Si se acepta que los azticares reductores procedentes de la hidrélisis enzimatica
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de carboximetilcelulosa son tnicamente celobiosa y glucosa, se puede desarrollar un
método que permita desglosar el total de azicares reductores, calculado como glucosa

equivalente, en celobiosa vy glucosa.

Para ello se midieron las absorbancias a 640 nm para distintas concentraciones
de celobiosa por el método del DNS, con lo que se obtuvo la recta patrén que aparece

en la figura 3.6 v a la que corresponde la ecuacién [3.5]:

c (mg/)
800
m_
sl
w_
m_
1560 — P

[ T s T T T
(] 0.1 02 03 04 05 o8
Agqe M
Figura 3.6
c =777 +1213.0 AMo [3.5]

3.2.2.2 DETERMINACION DE GLUCOSA.

Por otra parte a partir de disoluciones preparadas a una concentracién
constante de celobiosa vy concentraciones de glucosa variables se encontré que la
dependencia entre la concentracién de glucosa, g, v la absorbancia a 640 nm es de

proporcionalidad directa, ecuacién 3.6 y figura 3.7.

g =935.5 (A,)c [3.6]
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Figura 3.7

Siendo esta absorbancia la diferencia entre la correspondiente a la disolucién
formada por celobiosa y glucosa, y la debida tnicamente a la celobiosa. De forma que
conociendo g (mg/L) de glucosa, que se obtuvo a partir de la medida de A,,, por el
método GOD-Perid, se puede calcular la absorbancia (A,,,); que corresponde a la
glucosa a 640 nm vy de la (Ag,o)sr Dara azticares reductores totales obtener (A4,,)c para

la celobiosa por diferencia:

(A640)C = (A640)AR _(A640)G [3.7]

y por lo tanto la concentracién de celobiosa en las muestras.

3.2.3 DETERMINACION DE CELOBIOSA Y GLUCOSA POR HPLC,

La identificacién de azticares (glucosa y celobiosa) se realizé mediante un

cromatégrafo de liquidos HPLC en las siguientes condiciones:

Disolvente portador: mezcla 60% acetonitrilo v 40% agua destilada v
desionizada. Detector: indice de refraccién. Columna: S 10 AMINO, longitud 25 cm,
didmetro 4.6 mm. Caudal de portador: 1.25 mL/min. Volumen de muestra: 20 ul.

Temperatura de trabajo: 35°C.
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En la figura 3.8 se representa un cromatograma en el que se aprecia la
separacién entre los picos de glucosa y celobiosa y sus tiempos de retencién, para una

disolucién preparada de concentraciones 2.5 g/L y 1.25 g/L respectivamente.

Mientras que en la figura 3.9 se representa el cromatograma correspondiente
a una muestra tomada a 15 minutos de hidrélisis, pH = 4.9 y 40°C, de una
disolucién de 10 g/L de carboximetilcelulosa utilizando 15 g/L de Celluclast. En dicho
cromatograma puede observarse la presencia de sélo dos picos que, en las mismas
condiciones de operacién, aparecen a los tiempos de retencién correspondientes a
glucosa y celobiosa por lo que se puede aceptar que son los componentes mayoritarios
obtenidos en la hidrélisis de carboximetilcelulosa con Celluclast, hecho que se utilizara

en la discusién de resultados para el planteamiento del modelo cinético.
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i glucosa
- 3.30

. 3.79
celobiosa

Figura 3.9



TECNICA EXPERIMENTAL 77

3.2.4 ANALISIS PREVIOS.

Para determinar la posible repercusién de la celobiosa, de la
carboximetilcelulosa o de la enzima en los resultados experimentales se efectuaron
analisis de sus disoluciones por separado. En ningtn caso, como puede apreciarse en
la Tabla 3.2.1, se detectaron cantidades significativas de glucosa o de aziicares

reductores que deban tenerse en cuenta.

Tabla 3.2.1

Sustancia g glucosalg sustancia g A. reductores/g sustancia
Celobiosa 0 0
Carboximetilcelulosa 0 0.005
Celluclast 0.002 0.007

3.2.5 PARADA DE REACCION.

La forma de detener la hidrélisis para proceder al analisis de las muestras es
desnaturalizar la enzima, tal y como indican Hong y col. (1981), Jain y col. (1984),
Stemberg (1976), esto se consigue sumergiendo el tubo de ensayo en agua hirviendo
durante cinco minutos; sin embargo se probaron otras formas de parada de reaccién:
adicién de distintas concentraciones de HCI, adicién de distintas concentraciones de
NaOH, en agua hirviendo y dejando enfriar a la temperatura ambiente y en agua
hirviendo v enfriando con hielo, no encontrandose variaciones muy importantes en
los resultados del analisis de glucosa, como puede verse en la tabla 3.2.2, donde
aparecen las absorbancias medidas a 610 nm para una concentracién inicial de
celobiosa de 50 mM, de enzima de 2 g/L y un tiempo de reaccién de 35 minutos
aunque se observa que sumergir el tubo en agua hirviendo puede ser una técnica

eficaz ademas de simple.
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Tabla 3.2.2

Co=50mM ¢ =2¢g/L t = 35min. Agio
Agua hirviendo y dejar enfriar 0.166
Agua hirviendo vy enfriar en hielo 0.169
Adicién de 0.2 mL de NaOH 2M 0.168
Adicién de 0.2 mL de NaOH 3M 0.180
Adicién de 0.2 mL de HCL 4M 0.175
Adicién de 0.2 mL de HCL 6M 0.183

3.2.6 VARIACION DEL pH DURANTE LA REACCION.

Tambien se comprobé que el pH no experimentaba ninguna variacién
significativa durante el desarrollo de la hidrélisis. Para esto se tomaron muestras a
varios tiempos y se les hizo la medida del pH, en todos los casos se mantuvo

pricticamente constante.

En los experimentos realizados a pH 3.9 fue necesario elevarlo en las muestras
a analizar mediante la adicién de NaOH (0.2 mL), con el objeto de evitar la

precipitacion que aparecia al afadir el reactivo DNS.

3.3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

De acuerdo con las condiciones utilizadas por diferentes autores, se decidié
estudiar la cinética a las temperaturas de 40, 50, y 60°C y a los pH de 3.9, 4.9 y 5.9
que se conseguian mediante una disolucién reguladora de acetato sédico-acido acético.
En estas condiciones los experimentos se realizaron en tubos de ensayo de 1 cm de
didmetro interno y 15 mL de capacidad. Las muestras se han mantenido en un bafo

termostatizado durante los tiempos de hidrélisis prefijados.



TECNICA EXPERIMENTAL 79

3.3.1 HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELOBIOSA.

Para la hidrélisis de celobiosa la mezcla reaccionante estuvo formada por 1 mL
de disolucién de celobiosa de distintas concentraciones ( comprendidas entre 200 mM
v 2 mM )y 1 mL de la disolucién de enzima ( 60 g/L a 0.5 g/L). La hidrélisis se ha
realizado a tiempos de reaccién de 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Trascurrido el tiempo
fijado para la reaccién, esta se detiene sumergiendo el tubo de ensayo en agua
hirviendo durante cinco minutos, ya que de esta forma como se ha indicado

anteriormente se desnaturaliza la enzima y se detiene la reaccién.

3.3.2 HIDROLISIS ENZIMATICA DE CARBOXIMETILCELULOSA.

En el caso de la hidrélisis de carboximetilcelulosa el volumen de mezcla
reaccionante fue de 3.3 mL, resultado de afiadir 0.3 mL de disolucién de enzima, con
concentraciones entre 40 g/L y 0.02 g/L, y 3 mL de disolucién de carboximetilcelulosa,
en este caso el rango seleccionado fué de 25 g/L a 2 g/L. Como en el caso de la
hidrolisis de celobiosa, tras los mismos tiempos de reaccién (0, 15, 30, 45 y 60 min.),

ésta se detiene de la misma manera.

3.4 DESACTIVACION DE LA ENZIMA.

Las enzimas son proteinas globulares que pueden sufrir cambios en su
estructura y por lo tanto pérdida de actividad catalitica; los cambios estructurales
pueden estar originados por agentes fisicos, como la temperatura, o quimicos, como
variaciones del pH y/o modificaciones de la fuerza iénica de la disolucién. Se han
realizado experimentos con la finalidad de determinar la posible pérdida de actividad
de la enzima cuando se mantiene a la temperatura prefijada durante un determinado

tiempo previo, t,, antes de proceder a la hidrolisis.

En todos los casos el sustrato utilizado fue celobiosa 5 mM vy la concentracion

de enzima de 1 g/L, procediéndose de la siguiente manera: la disolucién de enzima se
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calienta a la temperatura de 40, 50 y 60°C durante un tiempo que varia de 0 a 4
horas y a continuacién se procede como se ha indicado en el apartado 3.3.1. Los
resultados obtenidos se indican en las tablas 3.4.1 a 3.4.13 y por el procedimiento que
se desarrollard en el apartado 5.1.1 se han determinado los valores del cociente entre
la velocidad inicial de reaccion y la concentracién inicial de enzima, r,/e,, que se han
representado de forma conjunta para todos los experimentos realizados en la
figura 3.10, no observiandose ninguna variacién significativa de la velocidad de
reaccién, lo que parece indicar que no existe desnaturalizacién apreciable de la enzima

al menos hasta 60°C.
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TABLA 3.4.1 TABLA 34.2
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 5mM e =1¢gL Co,=5mM e, = 1¢glL
to=0h t=0.5h
t, min x t, min x
15 0.0221 15 0.0273
15 0.0245 15 0.0264
30 0.0413 30 0.0445
30 0.0391 30 0.0438
45 0.0561 45 0.0611
45 0.0537 45 0.0591
60 0.0702 60 0.0742
60 0.0717 60 0.0723
TABLA 34.3
pH = 4.9 T = 40 °C
Co=5mM e = 1glL
te=1h
t, min x
15 0.0267
15 0.0271
30 0.0439
30 0.0438
45 0.0582
45 0.0575
60 0.0731
60 0.0716
TABLA 3.4.4 TABLA 34.5
pH = 4.9 T = 50 °C pH = 49 T = 50 °C
C, = 5mM e = 1glL C,=5mM e = 1¢glL
to,=0h to=05h
t, min X t, min x
15 0.0332 15 0.0351
15 0.0339 15 0.0346
30 0.0556 30 0.0594
30 0.0591 30 0.0592
45 0.0778 45 0.0825
45 0.0810 45 0.0815
60 0.0988 60 0.0988

60 0.1053 60 0.1039
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TABLA 3.4.6 TABLA 3.4.7
pH = 4.9 T = 50 °C pH = 4.9 T = 50 °C
C, = 5mM e = 1glL C,=5mM e = 1glL
to=1h to=15h
t, min x t, min X
15 0.0287 15 0.0358
15 0.0266 15 0.0346
30 0.0552 30 0.0585
30 0.0507 30 0.0610
45 0.0804 45 0.0780
45 0.0759 45 0.0813
60 0.1044 60 0.0973
60 0.0969 60 0.1030
TABLA 3.4.8 TABLA 3.4.9
pH = 4.9 T = 50 °C pH = 4.9 T = 50 °C
C, = 5mM e, = 1glL C, = 5mM e = 1glL
t;= 2h to=3h
t, min X t, min x
15 0.0354 15 0.0360
15 0.0353 15 0.0373
30 0.0582 30 0.0603
30 0.0590 30 0.0620
45 0.0813 45 0.0803
45 0.0816 45 0.0811
60 0.1000 60 0.1006
60 0.1042 60 0.1032
TABLA 3.4.10
pH = 4.9 T = 50 °C
C,=5mM e, = 1¢g/lL
to=4h
t, min X
15 0.0349
15 0.0344
30 0.0566
30 0.0568
45 0.0780
45 0.0787
60 0.0959

60 0.1035
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TABLA 34.11 TABLA 3.4.12
pH = 49 T = 60 °C pH = 4.9 T = 60 °C
C,=5mM e = 1glL C, = 5mM e =1 gL

to=0h t,= 0.5h
t, min X t, min X

15 0.0505 15 0.0450
15 0.0486 15 0.0492
30 0.0839 30 0.0825
30 0.0849 30 0.0844
45 0.1152 45 ©0.1136
45 0.1159 45 0.1174
60 0.1404 60 0.1425
60 0.1440 60 0.1458

TABLA 3.4.13

pH = 4.9 T = 60°C
C, = 5mM e, = 1glL
tz= 1 h
t, min X

15 0.0439

15 0.0450

30 0.0782

30 0.0810

45 0.1096

45 0.1133

60 0.1371
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Se ha estudiado experimentalmente la hidrélisis enzimatica de celobiosa v de
carboximetilcelulosa con la enzima Celluclast 1.5L que es un preparado liguido de

celulasas inmovilizadas procedente del hongo Trichoderma reesei .

4.1 HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELOBIOSA.

En los experimentos descritos en el apartado 3.4 de esta Memoria se comprobé
que no se producia desactivacion de la enzima en las condiciones de operacién, por
lo que se programaron experimentos para analizar la influencia de las siguientes
variables: influencia de la concentracién inicial de celobiosa, influencia de la

temperatura e influencia del pH.

Infuencia de la concentracién de celobiosa.

Para analizar la influencia de la concentracién de celobiosa se realizaron

experimentos a pH = 4.9 vy T = 40°C vy a las concentraciones de 100, 75, 50, 10, 5,
v 1 mM, para al menos dos niveles de enzima en cada caso. Los resultados obtenidos

se indican en las tablas A4.1 a A4.17.

Influencia de la temperatura.

El estudio de la influencia de la temperatura se hizo a 40, 50 v 60°C
manteniendose el pH igual a 4.9. Las concentraciones de celobiosa se variaron entre
100 v 1 mM v cada serie se realizé6 al menos a dos niveles de enzima. Los resultados
obtenidos se indican en las tablas B.4.1 a B.4.11 para la temperatura de 50°C v B.4.12

a B.4.21 para la de 60°C.
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Influencia del pH.

Manteniendo la temperatura a 50°C se estudié la influencia del pH eligiendo
los valores de 5.9, 4.9 y 3.9 para distintas concentraciones de celobiosa y en cada serie
experimental se utilizaron dos niveles de enzima. Los resultados se indican en las tablas

C.4.1 a C.4.10 para pH = 5.9 y C.4.11 a C.4.20 para pH = 3.9.
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TABLA A4.1
pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 100 mM e = 30¢glL
t, min X
15 0.0418
15 0.0417
30 0.0543
30 0.0570
45 0.0697
45 0.0703
60 0.0876
60 0.0886
TABLA A.4.3
pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 100 mM e = 10 g/L
t, min x
0 0.0064
15 0.0136
15 0.0146
30 0.0203
30 0.0220
45 0.0293
45 0.0309
60 0.0341
60 0.0354
TABLA A4.5
pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 75 mM e, = 20 gL
t, min x
V] 0.0111
15 0.0331
15 0.0340
30 0.0489
30 0.0494
45 0.0647
45 0.0628
60 0.0777
60 0.0753

TABLA A2
pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 100 mM e = 20¢g/L
t, min X
15 0.0232
15 0.0241
30 0.0346
30 0.0364
45 0.0471
45 0.0447
60 0.0557
60 0.0610
TABLA A4.4
pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 100 mM e = 5¢g/L
t, min x
30 0.0128
30 0.0137
60 0.0203
60 0.0202
20 0.0278
20 0.0272
120 0.0340
120 0.0344
TABLA A4.6
pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 75 mM e = 10 g/L
t, min x
0 0.0067
15 0.0186
15 0.0190
30 0.0276
30 0.0279
45 0.0333
45 0.0307
60 0.0457
60 0.0427
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TABLA A4.7 TABLA A4.8
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 50 mM e = 10 gL C, = 50 mM e = 5¢glL
t, min X t, min X
0 0.0075 0 0.0052
15 0.0272 15 0.0144
15 0.0248 15 0.0147
30 0.0383 30 0.0227
30 0.0380 30 0.0222
45 0.0516 45 0.0301
45 0.0476 45 0.0291
60 0.0577 60 0.0371
60 0.0619 60 0.0365
TABLA A4.9 TABLA A4.10
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 25mM e, = 10glL C, = 25 mM e = 2.5¢gL
t, min x t, min x
0 0.0152 0 0.0154
15 0.0497 15 0.0154
15 0.0493 15 0.0148
30 0.0730 30 0.0215
30 0.0707 30 0.0223
45 0.0860 45 0.0296
45 0.0898 45 0.0292
60 0.1032 60 0.0363
60 0.1066 60 0.0346
TABLA A4.11 TABLA A4.12
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 10 mM e = 5¢g/L C, = 10 mM e = 2.5¢gL
t, min x t, min X
0 0.0189 . 0 0.0100
15 0.0610 15 0.0270
15 0.0506 15 0.0272
30 0.0850 30 0.0421
30 0.0881 30 0.0420
45 0.1068 45 0.0573
45 0.1121 45 0.0592
60 0.1287 60 0.0738

60 0.1501 60 0.0770
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TABLA A4.13
pH = 4.9 T = 40 °C
Ci=5mM e = 2.5¢g/L
t, min x
0 0.0241
15 0.0495
15 0.0488
15 0.0499
15 0.0511
30 0.0811
30 0.0820
30 0.0832
30 0.0843
45 0.1063
45 0.1119
45 0.1122
45 0.1131
60 0.1438
60 0.1444
60 0.1362
60 0.1386
TABLA A4.15
pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 1mM e =1gL
t, min X
0 0.0191
15 0.0643
15 0.0634
30 0.1051
30 0.1068
45 0.1459
45 0.1459
60 0.1772
60 0.1798

TABLA A4.14
pH = 4.9 T = 40 °C
C, = 5mM e = 1¢glL
t, min b4
0 0.0109
15 0.0228
15 0.0231
15 0.0254
15 0.0248
15 0.0221
15 0.0245
30 0.0374
30 0.0389
30 0.0398
30 0.0386
30 0.0413
30 0.0391
45 0.0521
45 0.0504
45 0.0539
45 0.0530
45 0.0563
45 0.0537
60 0.0622
60 0.0636
60 0.0657
60 0.0650
60 0.0702
60 0.0717
TABLA A4.16
pH = 4.9 T = 40 °C
Co=1mM e = 0.5 gL
t, min X
0 0.0139
15 0.0365
15 0.0400
30 0.0608
30 0.0608
45 0.0860
45 0.0851
60 0.1034
60 0.1008
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TABLA A4.17

pH = 4.9 T = 40 °C
Co=1mM e =0.25 g/l
t, min .4

0 0.0104

15 0.0174

15 0.0174

30 0.0295

30 0.0278

45 0.0374

45 0.0382

60 0.0486

60 0.0478
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TABLA B.4.1 TABLA B.4.2
pH = 4.9 T = 50 °C pH = 4.9 T = 50 °C
C, = 100 mM e = 20 g/l C, = 100 mM e = 10 g/l
t, min x t, min x
15 0.0388 15 0.0191
15 0.0404 15 0.0212
30 0.0625 30 0.0315
30 0.0632 30 0.0339
45 0.0816 45 0.0428
45 0.0862 45 . 0.0438
60 0.1032 60 0.0520
60 0.1085 60 0.0543
TABLA B4.3 TABLA B.4.4
pH = 4.9 T = 50 °C pH = 4.9 T = 50 °C
Co = 50 mM e = 10 g/L C, = 50 mM e = 5¢glL
t, min X t, min x
15 0.0329 15 0.0204
15 0.0336 15 0.0210
30 0.0533 30 0.0325
30 0.0554 30 0.0311
45 0.0707 45 0.0420
45 0.0772 45 0.0460
60 0.0910 60 0.0522
60 0.0908 60 0.0542
TABLA B4.5 TABLA B.4.6
pH = 4.9 T = 50 °C pH = 4.9 T = 50 °C
C, = 10 mM e = 5¢g/lL C, = 10 mM e = 2.5¢/L
t, min X t, min x
15 0.0782
15 0.0839 15 0.0464
30 0.1313 .15 0.0432
30 0.1350 30 0.0808
45 0.1782 45 0.1089
45 0.1798 45 0.1089
60 0.2184 60 0.1324

60 0.2184 60 0.1329
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TABLA B.4.7 TABLA B.4.8
pH = 4.9 T = 50 °C pH = 49 T = 50 °C
C, = 5mM e = 2.5 gL C, = 5mM e = 1¢glL
t, min X t, min X
15 0.0726 15 0.0332
15 0.0684 15 0.0342
30 0.1244 30 0.0604
30 0.1247 30 0.0584
45 0.1650 45 0.0839
45 0.1716 45 0.0842
60 0.2060 60 0.1030
60 0.2015 60 0.1087
TABLA B.4.9 TABLA B.4.10
pH = 4.9 T = 50 °C pH = 4.9 T = 50 °C
Co=1mM e = 1¢gL Co=1mM e = 0.5¢g/L
t, min x t, min x
15 0.0929 15 0.0443
15 0.0929 15 0.0443
30 0.1590 30 0.0782
30 0.1581 30 0.0790
45 0.2137 45 0.1129
45 0.2172 45 0.1147
60 0.2588 60 0.1451
60 0.2649 60 0.1355

TABLA B.4.11

pH = 4.9 T = 50 °C
Co=1mM e = 0.25 g/l

t, min x
15 0.0252
15 0.0252
30 0.0391
30 0.0408
45 0.0530
45 0.0565
60 0.0651

60 0.0651




RESULTADOS EXPERIMENTALES

TABLA B.4.12 TABLA B.4.13
pH = 4.9 T = 60 °C ~ pH =49 T = 60 °C
C, = 100 mM e = 20-g/lL C, = 100 mM e = 10g/L
t, min x t, min x
15 0.0501 15 0.0285
i5 0.0508 15 0.0300
30 0.0821 30 0.0473
30 0.0834 30 0.0504
45 0.1093 45 0.0638
45 0.1100 45 0.0688
60 0.1364 60 0.0793
60 0.1379 . 60 0.0874
TABLA B4.14 TABLA B.4.15
pH = 4.9 T = 60 °C pH = 4.9 T = 60 °C
C, = 50 mM e = 10 gL Co = 50 mM e = 5¢gll
t, min x t, min x
15 0.0443 15 0.0248
15 0.0436 15 0.0257
30 0.0745 30 0.0427
30 0.0749 30 0.0444
45 0.1047 45 0.0602
45 0.1049 45 0.0632
60 0.1366 60 0.0760
60 0.1284 60 0.0739
TABLA B.4.16 TABLA B.4.17
pH = 4.9 T = 60 °C pH = 4.9 T = 60 °C
C, = 10 mM e, = 5¢glL C, = 10 mM e, = 2.5¢g/lL
t, min x t, min x
15 0.1120 15 0.0641
15 0.1100 15 0.0573
30 0.1829 30 0.1141
30 0.1913 30 0.0975
45 0.2548 45 0.1376
45 0.2548 45 0.1355
60 0.3033 60 0.1767

60 0.2981 60 0.1704
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TABLA B.4.18
pH = 4.9 T = 60 °C
C, = 5mM e = 2.5¢gL
t, min x
15 0.0966
15 0.0966
30 0.1706
30 0.1734
45 0.2283
45 0.2279
60 0.2689
60 0.2689
TABLA B.4.20
pH = 4.9 T = 60 °C
Co=1mM e = 1¢glL
t, min x
15 0.1147
15 0.1155
30 0.1980
30 0.1963
45 0.2693
45 0.2641
60 0.3179
60 0.3283

TABLA B.4.19
pH = 4.9 T = 60°C
Co=5mM e = 1¢glL
t, min x

15 0.0505

15 0.0486

15 0.0467

15 0.0478

30 0.0839

30 0.0849

30 0.0636

30 0.0813

45 0.1152

45 0.1162

45 0.1115

45 0.1147

60 0.1404

60 0.1440

60 0.1353

60 0.1529

TABLA B4.21
pH = 4.9 T = 60 °C
Co=1mM e = 0.5¢g/L
t, min x

15 0.0547

15 0.0530

30 0.0964

30 0.0973

45 0.1511

45 0.1494

60 0.1867

60 0.1746
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TABLA C4.1
pH = 5.9 T = 50 °C
C, = 100 mM e = 20 ¢/l
t, min x
0 0.0090
15 0.0214
15 0.0212
30 0.0316
30 0.0320
45 0.0406
45 0.0436
60 0.0509
60 0.0502
TABLA C4.3
pH = 59 T = 50 °C
Co = 50 mM e = 10 gL
t, min x
0 0.0095
15 0.0214
15 0.0208
30 0.0321
30 0.0325
45 0.0432
45 0.0439
60 0.0516
60 0.0530
TABLA C4.5
pH = 59 T = 50 °C
C, = 10 mM e = 5¢glL
t, min X
0 0.0175
15 0.0453
15 0.0459
30 0.0699
30 0.0740
45 0.0938
45 0.0933
60 0.1058
60 0.1126

TABLA C4.2
pH = 5.9 T = 50 °C
C, = 100 mM e = 10 gL
t, min X
0 0.0072
15 0.0142
15 0.0144
30 0.0207
30 0.0207
45 0.0271
45 0.0287
60 0.0384
60 0.0320
TABLA C.4.4
pH = 59 T = 50 °C
C, = 50 mM e =5¢glL
t, min X
0 0.0073
15 0.0142
15 0.0142
30 0.0208
30 0.0212
45 0.0287
45 0.0283
60 0.0353
60 0.0342
TABLA C.4.6
pH = 5.9 T = 50 °C
C, = 10mM e = 2.5¢g/L
t, min x
0 0.0138
15 0.0302
15 0.0302
30 0.0464
30 0.0474
45 0.0573
45 0.0620
60 0.0735
60 0.0745
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TABLA C.4.7
pH = 59 T = 50 °C
Co = 5mM e = 2.5¢gL
t, min X

Q0 0.0128

15 0.0387

15 0.0384

30 0.0631

30 0.0823

45 0.0806

45 0.1027

60 0.0995

60 0.0995

TABLA C.4.9
pH = 5.9 T = 50 °C
Cy=1mM e = 1gL
t, min b4

0 0.0182

15 0.0512

15 0.0512

30 0.0825

30 0.0860

45 0.1060

45 0.1147

60 0.1346

60 0.1398

TABLA C4.11

pH = 3.9 T = 50°C
C, = 100 mM € = 20 g/l
t, min X

0 0.0086

15 0.0405

15 0.0412

30 0.0702

30 0.0710

45 0.0992

45 0.1027

60 0.1272

60 0.1296

TABLA C.4.8
pH = 59 T = 50 °C
Co = 5mM €& = 1¢glL
t, min x
0 0.0085
15 0.0182
15 0.0194
30 0.0333
30 0.0330
45 0.0405
45 0.0429
60 0.0549
60 0.0533

TABLA C4.10

pH = 5.9 T = 50 °C
Co=1mM e = 0.5 g/
t, min X

0 0.0108

15 0.0287

15 0.0304

30 0.0486

30 0.0521

45 0.0686

45 0.0686

60 0.0852

60 0.0842

TABLA C.4.12

pH = 3.9 T = 50°C
C, = 100 mM € = 10 g/lL
t, min X

0 0.0058

15 0.0234

15 0.0241

30 0.0408

30 0.0420

45 0.0578

45 0.0585

60 0.0743

60 0.0721
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TABLA C4.13 TABLA C4.14
pH = 3.9 T = 50°C pH = 3.9 T = 50°C
C, = 50 mM e = 10 g/l C, = 50 mM e = 5¢glL
t, min X t, min X
0 0.0084 0 0.0051
15 0.0316 15 0.0181
15 0.0330 15 0.0189
30 0.0532 30 0.0314
30 0.0528 30 0.0313
45 0.0747 45 0.0434
45 0.0757 45 0.0436
60 0.0978 60 0.0535
60 0.0985 60 0.0561
TABLA C4.15 TABLA C.4.16
pH = 3.9 T = 50°C pH = 3.9 T = 50°C
Co =10 mM e = 5¢gL C, = 10 mM e = 2.5¢g/L
t, min x t, min x
0 0.0154 0 0.0081
15 0.0625 15 0.0360
15 0.0641 15 0.0354
30 0.1115 30 0.0604
30 0.1100 30 0.0625
45 0.1584 45 0.0928
45 0.1610 45 0.0933
60 0.1980 60 0.1147
60 0.2053 60 0.1141
TABLA C4.17 TABLA C.4.18
pH = 3.9 T = 50°C pH = 3.9 T = 50°C
C, = 5 mM e = 2.5¢glL C, = 5mM e = 1g/L
t, min X t, min x
0 0.0135 0 0.0078
15 0.0570 15 0.0250
15 0.0594 15 0.0257
30 0.1025 30 0.0452
30 0.1056 30 0.0465
45 0.1477 45 0.0650
45 0.1515 45 0.0684
60 0.1855 60 0.0851
60 0.1900 0.0841
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TABLA C.4.19 TABLA C.4.20
pH = 3.9 T = 50°C pH = 3.9 T = 50°C
Co=1mM e=1¢g/L Co=1mM e = 0.5 ¢/l

t, min x t, min x

0 0.0195 0 0.0095

15 0.0695 15 0.0382

15 0.0712 15 0.0373

30 0.1164 30 0.0660

30 0.1216 30 0.0634

45 0.1676 45 0.0921

45 0.1685 45 0.0929

60 0.2102 60 0.1181

60 0.2085 60 0.1138
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4.2 HIDROLISIS ENZIMATICA DE CARBOXIMETILCELULOSA.

Utilizando el método descrito en el apartado 3.3.2 de esta Memoria se ha
estudiado la hidrélisis enzimatica de carboximetilcelulosa con la enzima Celluclast
1.5L. Se programaron experimentos para estudiar: la hidrélisis total de CMC vy la
influencia de la intensidad del tratamiento, de la concentracién inicial de CMC, de

la temperatura y del pH.

Hidrolisis total de carboximetilcelulosa.

Para evaluar la concentracién inicial de sustrato en cada experimento,
expresada en g/L de enlaces hidrolizables ( medidos como glucosa equivalente ) se ha
realizado la hidrdlisis total de carboximetilcelulosa eligiéndose una concentracién de
1 6 2 g/ de CMC, una concentracién de enzima de 0.328 6 5 g/L v unas condiciones
de operacién de pH = 4.9 y temperaturas de 40 a 50°C. Los resultados de la variacién
con el tiempo de las concentraciones de celobiosa y glucosa se indican en las tablas
D.4.1 aD.4.4. También se ha incluido, tabla D.4.5, los resultados obtenidos por Omar
(1997) utilizando una mezcla de 0.5 g/L de Celluclast y 0.5 g/L de Novozym, (e,,).

Influencia de la intensidad del tratamiento.

Se programaron estos experimentos manteniendo el producto e,t constante
para diferentes concentraciones iniciales de CMC. Los resultados experimentales
obtenidos se indican en las tablas E.4.1 a E.4.4. Ademis se llevaron a cabo
experimentos, tablas E.4.5 a E.4.8, en los que se mantuvo constante el producto
e(t +t,) con el significado de t, que se establece en el apartado 5.1. En todos los casos

las condiciones de operacién fueron de pH = 4.9 y T = 40°C.
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Influencia de la concentracién de CMC.

En las tablas F.4.1 a F.4.10 se recogen los resultados experimentales a
pH = 4.9y T = 40°C para concentraciones iniciales de CMC de 10, 7.5,5,2y1¢g/L

y diferentes concentraciones de enzima en cada caso.

Influencia de la temperatura.

La influencia de la temperatura se estudié en el intervalo de 40°C a 60°C v
pH = 4.9 para diferentes concentraciones iniciales de CMC 12.5,10,7.5,5,2y1g/L
y dos niveles de enzima para cada caso. Los resultados experimentales obtenidos se
indican en las tablas G.4.1 a G.4.12 para T = 50°C vy en las tablas G.4.13 a G.4.22
para 60°C.

Influencia del pH.

Se estudi6 la influencia del pH en el intervalo de 3.9 a 5.9 manteniendo la
temperatura en 50°C y variando la concentracién inicial de CMC entre 10 y1glL,
en cada caso se utilizaron dos niveles de enzima. Los resultados obtenidos se indican
en las tablas H.4.1 a H.4.8 para pH = 5.9 y en las tablas H.4.9 a H.4.16 para
pH=3.9.
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TABLA D.4.1 TABLA D.4.2
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 50 °C
S, = 1gl e, = 0.328 gL S, = 2 gL e = 0.5gL
t, horas g, mg/L c, mg/L t, horas g, mg/L c, mg/L
24 77 175 23 180 330
28 85 150 24 183 328
28.5 80 177 25 " 169 370
47 20 195 29 168 355
48 88 187 30 180 356
53 89 183 48 180 393
72 88 -200 49 180 374
926 91 207 72 189 374
124 o8 202
144 95 200
168 92 196
192 93 195
TABLA D.4.3
pH = = 45 °C
So =2 = 0.5 gL
t, horas g, mg/L ¢, mg/L
24 176 357
43 199 339
47 194 344
65.5 199 330
95 201 296
138 205 370
144 199 350
160.5 209 329
168 211 325
185 210 322
192 213 314
209 198 353
330 216 360
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TABLA D.4.4
pH = 4.9 T = 45 °C
S, =2¢glL e = 05¢glL
t, horas g, mg/L c, mg/L
100 190 371
168 201 397
312 195 366
336 203 355
480 214 335
502 217 323
574 226 355
600 227 320
648 210 349
744 201 358
912 206 363
936 208 344
960 206 350
984 231 329
1008 216 358

TABLA D.4.5
pH = 4.9 T = 45 °C
So=2¢glL €3 = 0.5¢g/L
e = 0.5¢g/L
t, horas g, mg/L ¢, mg/L

1 146 269
2 166 280
3 173 284
5 182 311
6 183 313
7 186 312
8 186 309
23 203 301
24 203 305
25 203 310
26 205 309
27 202 319
29 204 323
32 206 323
47 207 331
48 208 327
50 208 329
51 210 333
52 210 328
72 211 328
73 211 328
74 210 331
75 210 327
76 211 324
77 210 327
115 211 328
116 211 325
117 210 331
118 210 328
119 211 328
120 211 328
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TABLA E4.1 TABLA E4.2
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
So = 12.5¢gL et = 3 g min/L So = 125¢g/llL et = 0.375 g min/L
t, min g, mg/L ¢, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
45 47 913 60 0.9 216
45 47 950 60 1.2 224
60 38 868 20 0.6 226
60 35 843 20 0.9 227
90 32 802 120 0.9 196
20 32 806 120 0.6 210
120 28 771 150 0.3 200
120 27 735 150 0.6 203
150 26 746 180 0.6 198
150 27 s 754 180 0.3 206
180 25 750
180 27 739
TABLA E4.3 TABLA E4.4
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
Sy = 5¢glL et = 3 g min/L S, = 5¢glL et = 0.375 g min/L
t, min g, mg/llL - ¢, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
45 52 622 60 3.1 191
45 50 627 60 2.5 177
60 36 590 20 1.6 168
60 41 583 20 2.2 154
20 35 566 120 1.2 146
920 31 553 120 1.9 146
120 27 530 150 1.9 166
120 31 527 150 1.9 156
150 28 496 180 1.6 152
150 25 511 180 1.9 153
180 24 513

180 27 507
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TABLA E4.5 TABLA E4.6
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
So = 125 gL eft+t) = 3 gmin/L So = 12.5 glL,et+t,) =0.375 g min/L
t +t) g, mg/L c, mg/L t +t) g, mg/L c, mg/L
min min
60 32 850 60 0.3 180
60 35 813 60 0.9 171
90 27 792 90 0.3 180
90 30 771 90 0.9 172
120 28 771 120 0.3 186
120 26 761 120 0.6 184
150 26 778 150 0.3 196
150 27 767 150 0.6 182
180 27 733 180 0.3 190
180 26 756 180 0.6 182
TABLA E4.7 TABLA E.4.8
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
S, = 5¢glL eft+t) = 3 g min/L So = 58/l eft+t) = 0.375 g min/L
(t +t) g, mg/L c, mg/L t+t) g, mg/L c, mg/L
min min
60 24 509 30 5.3 152
60 26 509 30 5.0 150
90 22 498 60 3.7 144
90 20 503 60 4.1 151
120 19 492 20 3.7 141
120 19 494 920 3.7 132
150 16 509 120 2.8 127
150 18 496 120 3.7 130
180 14 488 150 3.1 132
180 16 481 150 4.1 122
180 3.1 124

180 4.7 130
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TABLA F.4.1 TABLA F4.2
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
So = 10 gL € = 0.125 g/ So = 10 g/L e =0.05g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L ¢, mg/L
15 33 641 0 5.2 321
15 33 648 15 12 489
30 49 805 15 12 475
30 49 781 30 17 554
45 58 851 30 17 541
45 59 886 45 22 630
60 74 949 45 19 568
60 73 947 60 27 635
60 25 668
TABLA F.4.3 TABLA F.4.4
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
So = 7.5 gL e = 0.0.5 g/L So = 7.5 gL e, =0.025 g/l
t, min g, mg/L ¢, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
0 6.4 . 258 0 3.9 177
15 13 381 15 5.9 269
15 13 376 15 6.2 265
30 19 454 30 8.8 342
30 20 468 30 8.4 338
45 26 556 45 11 420
45 24 525 45 12 403
60 30 575 60 13 437
60 29 579 : 60 13 429
TABLA F.4.5 TABLA F.4.6
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
So = 5¢glL e, = 0.05 g/l So = 5¢glL €, =0.025 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L ¢, mg/L
0 6.6 284 0 4.8 175
15 14 369 15 6.9 224
15 13 371 15 7.2 222
30 20 441 30 8.1 237
30 20 448 30 7.8 219
45 25 480 45 12 283
45 24 467 45 11 296
60 29 505 60 14 333

60 27 498 60 15 338
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TABLA F.4.7 TABLA F.4.8
pH = 49 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
S, = 2 gL &-= 0.025 g/L S, = 2¢glL e =0.01 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L

0 4.8 133 0 1.2 83

15 6.9 172 15 2.5 101

15 72 165 15 2.5 29

30 9.1 193 30 3.7 116

30 9.1 187 30 3.7 116

45 11 213 45 4.4 129

45 11 210 45 4.7 133

60 12 221 60 53 140

60 12 213

TABLA F.4.9 TABLA F.4.10
pH = 4.9 T = 40 °C pH = 4.9 T = 40 °C
S, = 1g/L e, = 0.025 g/L S, = 1¢glL e = 0.01 g/l
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L ¢, mg/L

0 3.6 89 15 2.5 65

15 5.6 97 15 2.5 74

15 5.6 99 30 2.8 70

30 6.9 115 30 3.1 80

30 6.9 111 45 3.7 87

45 7.8 121 45 3.7 926

45 8.1 134 60 3.7 81

60 12 113 60 4.4 920
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TABLA G4.1 TABLA G.4.2
pH = 4.9 T = 50 °C pH = 4.9 T = 50 °C
S, = 125 gL e, = 0.05 g/L S, = 125 ¢g/L e, =0.025 g/l
t, min g mg/L ¢, mg/L t, min g, mg/L ¢, mg/L
0 5 344 i 0 0 177
15 18 631 15 3.1 381
30 27 782 30 7.5 528
45 38 920 45 12 642
60 49 972 60 16 703
TABLA G4.3 TABLA G.4.4
pH = 4.9 T = 50 °C pH =4.9 T = 50 °C
S, = 10 g/lL e = 0.05 g/L So = 10¢g/L e = 0.025 g/L
t, min g, mg/L (A >mg1'L : t, min g, mg/L ¢, mg/L
0 4.5 310
15 15 549 15 5.6 354
15 16 572 15 6.2 351
30 27 725 30 13 522
30 28 743 30 12 510
45 42 923 45 19 623
45 40 203 45 19 615
60 49 959 60 25 705
60 52 9262 60 24 716
TABLA G.4.5 TABLA G.4.6
pH = 4.9 T = 50 °C pH =4.9 T = 50 °C
S, = 7.5 gL e, = 0.05 g/L S, = 7.5¢g/L e, = 0.025 g/L
t, min g c(mg/L) t, min g c(mg/L)
0 3.7 289 0 0.6 133
15 15 505 15 6.9 316
15 14 486 15 6.2 332
30 27 653 30 14 441
30 27 661 30 11 456
45 38 781 45 . 19 544
45 37 45 18 539
60 46 819 60 26 605

60 48 824 60 25 639
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TABLA G.4.7 TABLA G.4.8
pH = 4.9 T = 50 °C pH =4.9 T = 50 °C
S, =5¢glL e, = 0.05 g/L S, = 5¢glL e, = 0.025 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
0 8.6 306 0 133
15 16 425 15 5.6 266
15 16 413 15 6.2 272
30 26 517 30 11 374
30 27 512 30 12 377
45 33 571 45 17 431
45 32 604 45 16 441
60 40 616 60 21 493
60 42 617 60 22
TABLA G.4.9 TABLA G.4.10
pH = 4.9 T = 50 °C pH =4.9 , T = 50 °C
S, = 2 gL e, = 0.025 g/ S = 2 gL € = 0.01 g/L
t, min g, mg/L ¢, mg/L t, min g, mg/L ¢, mg/L
(V] 2.2 127 0 0.6 77
15 5.3 173 15 1.9 95
15 5.6 165 15 1.9 93
30 8.4 201 30 3.1 118
30 9.1 194 30 3.7 119
45 11 226 45 4.7 141
45 12 243 45 5.0 139
60 13 236 60 5.9 151
60 14 240 60 5.9 161
TABLA G.4.11 TABLA G.4.12
pH = 4.9 T = 50 °C pH =4.9 T = 50 °C
Sy = 1gL e, = 0.025 g/l S, = 1gL e, = 0.01 g/l
t, min g, mg/L ¢, mg/L t, min g, mg/L ¢, mg/L
0 4.1 95 0 1.5 78
15 5.6 108 15 2.8 86
15 5.9 109 15 3.1 82
30 72 116 30 3.7 99
30 7.8 121 30 3.7 95
45 8.4 135 45 4.4 106
45 9.4 141 45 5.0 100
60 9.7 132 60 5.0 117

60 10 134 60 5.6 113
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TABLA G.4.13 TABLA G.4.14
pH = 4.9 T = 60 °C pH = 4.9 T = 60 °C
S, = 10¢g/L e, = 0.025 g/L S, = 10 gL e = 0.01 g/L
t. min g, mg/L c, mg/L t. min g, mg/L ¢, mg/L
0 3.5 252 0 0.0 108
15 10 492 15 2.5 275
15 9.7 480 15 2.2 257
30 17 684 30 4.7 375
30 17 652 30 4.7 397
45 22 794 45 6.9 450
45 22 801 45 6.9 452
60 20 858 60 8.4 547
60 28 888 60 9.1 499
TABLA G.4.15 TABLA G.4.16
pH = 4.9 T = 60 °¢ pH = 4.9 T = 60 °¢
Sy = 7.5 g/l e, = 0.05 S, = 75 ¢l e = 0.025 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
0 8.0 307 0 1.7 154
15 22 575 15 8.4 391
15 23 578 15 9.4 374
30 33 750 30 15 523
30 34 716 30 15 514
45 42 794 45 19 584
45 42 852 45 20 589
60 52 876 60 24 657
60 50 841 60 25 676
TABLA G.4.17 TABLA G.4.18
pH = 4.9 T = 60 °C pH = 4.9 T = 60 °C
S, = 5gL = 0.05 g/L S, = 5¢gL e, = 0.025 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L ¢, mg/L
0 302 0 3.4 175
15 21 428 30 15 434
15 24 454 30 16 432
15 25 462 45 20 480
15 23 453 45 20 481
30 31 529 60 23 536
45 36 543 60 23 543
60 42 622 7 25 553

5
75 26 558
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TABLA G.4.19 TABLA G.4.20
pH = 4.9 T = 60 °C pH = 4.9 T = 60 °C
Sy = 2 gl e = 0.025 glL S, =2¢glL e, = 0.01 gL
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
0 5.2 132 0 1.2 81
15 8.4 186 15 3.1 111
15 8.8 192 15 3.4 111
30 12 234 30 4.3 143
30 11 238 45 5.6 160
45 13 241 45 5.3 167
45 13 264 60 5.9 174
60 14 270 60 6.2 187
60 13 269
TABLA G.4.21 TABLA G.4.22
pH = 4.9 T = 60 °C pH = 4.9 T = 60 °C
S, =1¢glL e = 0.025 gL So=1¢glL e = 0.01 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
0 3.3 104 0 0.9 85
15 5.6 122 15 2.5 89
15 5.3 128 15 2.2 87
30 7.2 137 30 4.7 106
30 6.9 135 30 4.7 105
45 8.1 159 45 6.9 110
45 8.1 150 45 6.9 110
60 9.7 144 60 8.4 119

60 9.4 148 60 9.1 129
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TABLA H4.1
pH = 5.9 T = 50°C
Sy = 10 g/l e = 0.05 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L
15 17 579
15 18 571
30 25 705
30 22 652
45 27 736
45 27 712
60 29 766
60 28 775
TABLA H.4.3
pH = 5.9 T = 50 °C
So = 7.5 g/L e = 0.05 g/l
t, min g, mg/L c, mg/L
0 4.1 242
15 12 418
15 12 413
30 16 499
30 16 493
45 21 555
45 21 552
60 25 607
60 24 634
TABLA H.4.5
pH = 5.9 T = 50 °C
S, = 5¢glL € = 0.05 gL
t, min g, mg/L ¢, mg/L
0 5.5 242
15 10 342
15 10 334
30 14 396
30 14 395
45 17 419
45 17 431
60 20 453
60 20 479

TABLA H.42
pH =5.9 T = 50 °C
S, = 10 gL e = 0.025 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L
0 3.6 242
15 6.9 339
15 6.9 337
30 11 431
30 11 433
45 14 522
45 13 503
60 14 538
60 16 547
TABLA H4.4
pH =5.9 T = 50 °C
So = 75¢lL e, = 0.025 g/L
t, min g, mg/L ¢, mg/L
0 1.2 135
15 4.7 267
15 5.3 283
30 7.8 337
30 8.1 351
45 11 414
45 11 416
60 13 460
60 13 454
TABLA H.4.6
pH =5.9 T = 50 °C
S, =5¢glL e, = 0.025 g/L
t, min g, mg/L ¢, mg/L
0 2.7 154
15 5.0 226
15 6.2 236
30 8.4 291
30 7.8 287
45 11 327
45 11 319
60 12 359
60 12 373
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TABLA H4.7 TABLA H.4.8
pH = 5.9 T = 50 °C pH =59 T = 50 °C
So = 1gL e, = 0.025 g/l S, = 1glL e = 0.01 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
0 1.1 76 0 0.8 77
15 2.5 85 15 1.5 76
15 2.5 88 15 1.9 75
30 3.1 95 30 1.9 79
30 3.4 97 30 Z:2 77
45 3.4 95 45 2.2 81
45 4.1 101 45 2.5 85
60 4.7 107 60 3.1 83
60 4.7 131 60 2.8 87
TABLA H.4.9 TABLA H.4.10
pH = 3.9 T = 50 °C pH = 3.9 T = 50 °C
S, = 10g/L e, = 0.05 g/L S, = 10 g/L e = 0.025 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
0 53 384 [\] 4.5
15 11 569 15 6.9 438
15 11 558 15 7.2 435
30 17 710 30 10 533
30 18 704 30 10 525
45 25 793 45 13 604
45 25 845 45 14 573
60 32 869 60 17 649
60 33 919 60 17 650
TABLA H4.11 TABLA H.4.12
pH = 3.9 T = 50 °C pH = 3.9 T = 50 °C
Sy = 7.5 ¢/l e = 0.05 g/L Sy = 7.5 g/L e, = 0.025 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
0 4.1 0 2.9 285
15 9.6 460 15 5.2 391
15 9.3 459 15 5.2 359
30 15 563 30 8.6 465
30 15 557 30 8.3 427
45 22 679 45 11 484
45 22 591 45 12 433
60 28 700 60 14 519

60 28 60 14 441
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TABLA H.4.13 TABLA H.4.14
pH = 3.9 T = 50 °C pH = 3.9 T = 50 °C
S, = 5glL e = 0.05 g/L S, = 5¢glL e = 0.025 g/L
t, min g, mg/L ¢, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
15 7.9 359 15 3.4 228
15 7.9 361 15 4.1 228
30 15 492 30 7.6 317
30 15 496 30 7.9 327
45 23 590 45 11 370
45 29 608 45 12
60 30 701 60 14 470
60 28 665 ’ 60 15
TABLA H.4.15 TABLA H.4.16
pH = 3.9 T = 50 °C pH = 3.9 T = 50 °C
So = 1¢gL e = 0.025 g/L So = 1¢gL e = 0.01 g/L
t, min g, mg/L c, mg/L t, min g, mg/L c, mg/L
0 1.0 85 0 0.5 88
15 3.8 122 ' 15 1.7 84
15 3.4 102 30 2.7 90
30 5.8 142 30 2.4 100
30 5.8 135 45 3.8 107
45 7.6 148 45 34 105
45 7.6 160 60 4.5 116
60 10 161 60 4.8 124

60 9.3 181
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5.1 HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELOBIOSA.

En las tablas A, B y C del apartado 4 de resultados experimentales se ha
recogido la variacién de la conversién de celobiosa a glucosa en funcién del tiempo
para diferentes valores de las concentraciones iniciales de celobiosa y enzima, de
temperatura y de pH. Dado que en el apartado 3.4 se ha comprobado, mediante los
experimentos realizados modificando el tiempo previo, que es posible aceptar que no
existe desactivacién significativa de la enzima, se decidié utilizar el método de las
velocidades iniciales para efectuar una primera aproximacién al estudio de la cinética -

de la hidrélisis de celobiosa.

A tal efecto se efectuaron representaciones de la conversién frente al tiempo a
las diferentes concentraciones iniciales de celobiosa y valores del pH vy de la
temperatura, pero eligiendo en cada caso los experimentos correspondientes a la
concentracién inicial de enzima mas reducida de las empleadas. A titulo de ejemplo
en la figura 5.1 se recogen seis de las series experimentales a 40°C vy pH igual a 4.9,
en la figura 5.2 otras seis a 50°C y 60°C ypH igual a 4.9 y en la figura 5.3 otras seis
a 50°C y pH igual a 3.9 y a 5.9. En todos los casos se observa que los puntos
experimentales se pueden ajustar mediante lineas rectas que no pasan por el origen y
en cambio tienden al valor de la conversién correspondiente a los experimentos
realizados a tiempo de reaccién cero, es decir, a pesar de que los diferentes métodos
que se han ensayado para detener la reaccién enzimitica conducen a los mismos
resultados, como se puso de manifiesto en el apartado 3.2.5, existe un tiempo de
parada de reaccién que determina la conversion detectada en los experimentos a
tiempo de reaccién cero. Para tener en cuenta este tiempo de parada de la reaccién se
decidié efectuar su estimacién atendiendo a que, al utilizar en cada caso los
experimentos de menor concentracidén inicial de enzima, los puntos se ajustan

aceptablemente mediante lineas rectas:

X =m + nt [5.1]
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por lo que se puede calcular un tiempo de parada t, que sumado al tiempo de reaccién
t determine que la conversién inicial sea nula, ya que como se establecié en el
apartado 3.2.4 no es necesario considerar pricticamente la glucosa aportada por el
sustrato o la enzima, dicho tiempo vendra dado pors

m
t == [5.2]
P n

De esta forma se han determinado los valores de t,, a las distintas temperaturas
ensayadas, que se representan frente a la concentracién inicial de celobiosa en la
figu\ré 5.4, en la que también se incluyen los correspondientes a la utilizacién de otra
enzima, Novozym, Omar (1997), para la misma reaccién y técnica experimental, Se
observa que t, sélo depende de la temperatura, sefialindose en la propia figura los
valores medios a cada una de ellas, mientras que el que no dependa de la
concentracién inicial de celobiosa y de la enzima utilizada parece confirmar el que se
atribuya al tiempo de parada de reaccién las conversiones correspondientes a tiempo
de reaccién nulos. La disminucién de t, con la temperatura también resulta
consistente con la técnica de parada da reaccién utilizada, ya que el tiempo para la

desactivacién térmica de la enzima serd menor.

t,, min
15
+ % A Celluclast
* @8 X Novozym
12
[ i g} + __{ .9 50 (40°C)
9 F . F, : : :
. =+
* ‘
6 = * *575 (50°C)
A L f B >AK
— X 3.70 (60°C)
3 = 8 - %
0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
S,, mM
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Utilizando el valor de t, a cada temperatura se ha efectuado la representacién
de todas las series experimentales en la forma de x frente a (t +t, ), a titulo de
ejemplo en la figura 5.5 se recogen seis de ellas para 40°C y pH igual a 4.9, en la
figura 5.6 otras seis a 50°C.y 60°C y pH igual a 4.9 y en la figura 5.7 otras seis a
50°C y pH igual a 3.9 y 5.9. Se observa que en todos los casos los puntos
experimentales se ajustan aceptablemente a lineas rectas que pasan por el origen, por

lo que mediante ajustes por minimos cuadrados a la ecuacién:

x =n(t +t) [5.3]

se han determinado los valores de n, que representan por lo tanto los de ( dx/ dt ), _,

y que permiten la aplicaciéon del método de las velocidades iniciales.

5.1.1 METODO DE LAS VELOCIDADES INICIALES.

Si se considera la reaccién irreversible de hidrélisis de celobiosa:

y como la conversién se ha referido a la concentracién molar de producto total,
glucosa mis celobiosa expresada como glucosa equivalente, constante durante todo el

tiempo

P, =P, + 2§, =P + 28 [5.5]

se deduce que las concentraciones molares de glucosa v celobiosa en cada instante

vendran dadas por:

P=xP, [5.6]

(1 -x) [5.7]
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con lo que la velocidad de desaparicién de celobiosa, r, de acuerdo con los mecanismos

usualmente aceptados para las reacciones enzimiticas, se podri expresar comos:

r=——=——=——?=ef(x,PT) [5.8]

Puesto que en el apartado 3.4 se ha comprobado que no existe pricticamente
desactivacion enzimitica, e,=constante, para la aplicacién del método de las
velocidades iniciales, teniendo en cuenta que en ausencia de glucosa inicial Py es igual

a 2S,, se deduce que:

Yo _ S ydx
- S =f [5.9]
¢ € (dt t=0 )

y por lo tanto que a partir de los valores obtenidos de n = (dx/dt),_. se pueden

t=o0
determinar los del cociente velocidad inicial de reaccién y concentracién inicial de
enzima, r/e,, que sélo debe de ser funcién de la concentracién molar de celobiosa
inicial, por lo que se representa frente a S, en la figura 5.8, a los distintos pH v

temperaturas utilizados.

Aunque se han ensayado distintas posibilidades con respecto a la inhibicién de
sustrato, los valores de r/e, se ajustan aceptablemente con los de S, mediante una

ecuacién simple de Michaelis-Menten.

r k S
e St 8 [5.10]
e, Ky +S,

como se puede comprobar en la figura 5.9 donde se efectiia la representacién de

Lineweaver-Burk para cada pareja de pH y temperatura ensayado.

Mediante ajustes por regresién no lineal de las parejas (rle,, S, ) a la ecuacién
[5.10] se han obtenido los valores de k, y K,;, que han permitido el trazado de las
curvas representadas en la figura 5.8 y que por otra parte se representan, valores V.L.,
frente a la temperatura y el pH en la figura 5.10, conjuntamente con lo que se

deduciran en el siguiente apartado por aplicacién del método integral, valores M.I.
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Con respecto a la temperatura se observa que los parametros cinéticos k, y K,,,
constante cinética y de Michaelis, se ajustan aceptablemente a ecuaciones tipo

Arrhenius deduciendose las expresiones:

k, = 2.78 10* exp (— i ] » M min~! (g/L)"! [5.11]
K, = 3.54 10% exp (—% ] > mM [5.12]

Con respecto al pH se observa que la constante de velocidad k, presenta valores
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practicamente coincidentes en los experimentos realizados a 3.9 v a 4.9, valor medio
0.0094 mM min" (g/L)*, mientras que disminuye aproximadamente un 41% a pH
igual a 5.9, en cambio la constante de Michaelis K, es pricticamente coincidente a
los pH de 4.9 v 5.9, valor medio 1.13 mM para aumentar aproximadamente un 141%
al reducirse el pH a 3.9. Con todo ello se deduce que el pH cinéticamente mads
adecuado de los ensayados, mayor valor de k, y menor de Ky, es el de 4.9,
confirmando el maximo de actividad para esta enzima a un pH de aproximadamente

5 que se muestra en la figura 3.1 del apartado 3.1.2.

5.1.2 METODO INTEGRAL.

Con el objetivo de plantear el método integral se ha considerado un mecanismo
general para la reaccién irreversible de hidrolisis de celobiosa incluyendo ademas de
inhibicién de sustrato y de producto, como se efectué en el apartado 2.2.2.5, la
posibilidad de que los complejos triples implicados conduzcan también a la obtencién

de producto.

ESz—k—s—'ES+ 2P
P o &
- - Ks
K, K,
S + E ES E+ 2P

Ky +
S Ke
Ks| |Ks '&

ky
ESP —— EP+ 2P

EP
[5.13]

Mediante el procedimiento indicado en el apartado 2.2.1, se deduce la ecuacién
de velocidad
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. ks § + kg 8% + kg SP . [5.14]

1+KgS +K, P +Kg S+ Kg SP + K, P2 °

que se puede transformar teniendo en cuenta las ecuaciones [5.6] a [5.8] en

P, g
ks (1-%) + kg — (1= % + kg Prx(l - %)

T = 2 2 . eO [5. 15]

1\+KS%(1—X)+KPPTX+KS2%(1—x)2+KSP-I;—Tx(1—x)+KmP.§x2

ecuacién que se puede integrar separando variables para obtener una integral que
refleja la posible variacién de la concentracién de enzima con el tiempo y otra integral
en funcién de la conversién. La primera, teniendo en cuenta que se ha establecido que

no existe practicamente desactivacién enzimadtica, vendra dada por

y = fom" e, dt = e (t+t) [5.16]

Cabe destacar que como limite superior de la integral se ha utilizado la suma
del tiempo previsto para el experimento mas el tiempo de parada establecido en el
apartado anterior. Resolviendo la otra integral con respecto a la conversién, con valor

cero para la conversién inicial, se deduce finalmente

1 In 1

y=Ax+Blh — +Clhh ——
1 -x (1 - Dx)

[5.17]

donde
K, + 4K,, - 2Kg,) P

ksz - 2kgp 7T

A = [5.18]
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1 + K, P+ K, P?

ky + ko Py

P2
2+KSPT+K827T - (A + B)(2kg + kg, P)

ksz B 2ksp P,

D = (M"_) P,
2%k + kg Py

La ecuacién [5.17] puede expresarse en la forma

1—Dx 1-D"
_2+D3 .__2+D3
y =m Ex+ 1 Py + In Pr
b2 m2D1+PT 1-x s 1-x
1 - X
D
_2+D
P i 1 1
+m, P.In + my In + mg Py In
-x 1 - x 1 - x
D D
_2.+D3 _2+D3
PT PT
donde
K, + 4K, - 2K,

: ksz - 2ksp

[5.19]

[5.20]

[5.21]

[5.22]

[5.23]
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2
m, - L 1Bk Epk [5.24]
ks kg k;P
K K
m, =2 -2 5 [5.25]
Ksp k;P
m4 = % [5.26]
. ,
o Ks 2Ky -m, k [5.27]
ksz B 2ksp
m, - Ko - 4Kp, - m, kg, [5.28]
ksz B 2ksp
D, - g [5.29]
P
D, = i [5.30]
ks - 2ksp
D, = L [5.31]
ks - 2ksp

Los parametros incluidos se relacionan con los correspondientes a la ecuacién

de velocidad [5.14] segtin
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D

e e R [5.32]
5 m, + D, m,
ke = D, @, -2 [5.33]
m, + D, m,
1
e ekl [5.34]
Ko m, + D, m,
K, = ™ [5.35]
m, + D, m,
K, - m, =1, [5.36]
m, + D; m,
K, - m, [D;,(D, -2) -2] +4m, +m (5.37]
m, + D; m,
2=(m1+2m6)[])3(D1—2)—2]+2(2m4+m1) [5.38]
m, + D, m,
KS:(ms+2m6)[D3(D1—2]—2]+ml(D1+2)+8m4 [5.39]

m, + D; m,

Aunque se puede proceder de forma directa a la determinacién de los

pardmetros de la ecuacién [5.22] con todos los datos experimentales, mediante
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regresién multiple tanteando los valores de D,, D, yD,, y posteriormente simplificar

la ecuacién, si algunos parimetros no resultan significativos para el ajuste de los datos

experimentales, se ha preferido plantear un procedimiento sistematico utilizando

simplificaciones de la ecuacién [5.17] como las siguientes:

1* Inhibicién de producto mixta y de sustrato con complejo ES, til:

La ecuacién [5.14] se simplifica a

ks S + kg, S?

1 +Ks S + K, P + K, §% + K, SP

y la ecuacién integrada a

1 1
=q¢P.x+pl +yP.In %
i L AR R g

+8n 1 +eP.In 1
1- =X 1-—2%
1+ B 1+ B
Pr £z
2 2

donde

o-2 Mo g saryre

2k, P

[5.40]

[5.41]

[5.42]
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1 1
g = L - -1 [5.43]

kg ks B
y = I_(E . K, = X [5.44]

kg u
=KS_2KP_i_(Ksz_2KSP)kS - KS=6+F"+25(“+Y) [5.45]

ko kg kg, kB
LS I K, <21 [5.46]
ky kg up
b - ko e 1 [5.47]
Ky Bp

2* Inhibicién de producto y de sustrato pero con complejo triple ES, no 1itil

para la formacién de producto:

La ecuacion de velocidad se simplifica a

kSS
r = €, [5.48]
1 +KgS +KPP+KSZSZ+KSPSP

y la ecuacién integrada a
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+$Prx2+pPix [549]

1 1
y=a1PTx+p.]n1 X+yPT1111

existiendo las siguientes relaciones ademas de las [5.43] v [5.44]

- 2K #
- K, =32 1 [5.50]
2k B
2 - K
¢ - M ns Ky =2 P *+29 [5.51]

p = & et K, = 4 B [5.52]
4k B

También se puede considerar dentro de este caso las simplificaciones de

inhibicién de producto acompetitiva; K= 0 y por lo tanto y = 0

y=a2PTx+p1n11 +¢P12~x2+pP12~x [5.53]
= X
donde
«
@, = S5 ¥, K, =2 2 [5.54]
2k, B

y de inhibicién competitiva; Kz = 0, que conduce a una ecuacién especifica
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y=a1PTx+p]1111 +y P In +vPIx (2 - x) [5.55]
donde
K
v = 52 - K, =8 ~ [5.56]
8 kg B

3? Inhibicién de producto:

La ecuacién de velocidad se simplifica a

kg S

¥ e, [5.57]
1+KgS +K, P+ K, SP

y la ecuacién integrada a

1 2
y=ocIPTx+|,|.]111_X+~{PT]111_X+<I>IPTX2 [5.58]
donde
K
o, = 4_]:: - K = 4 & [5.59]
M

También se puede considerar, dentro de solamente inhibicién de producto, las

simplificaciones de inhibicién competitiva, Ksp= 0 vy por lo tanto @, = 0
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y=a, P.x+pln 1 +yP.In 1 [5.60]
= 1 —-x & 1 ==
y de inhibicién acompetitiva, Kp= 0 y por lo tanto vy = 0
y=cc2PTx+|.11n11 + ¢, P7 x2 [5.61]
. - X
4* Inhibicién de sustrato:
La ecuacién se simplifica a
S + 5=
= s ks e, [5.62]
1 +Kg S+ K, §2
y la ecuacién integrada a
Yy=0a;P.x+pln L +0, In 1
30T L 1 - X
1+ l [5.63]
y
2
donde
o, = Lo L ok . % [5.64]
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5 +u +2B¢a
N . Mg maid Pay [5.65]

1
k12 ® 1B

En el caso de que el complejo triple ES, no fuera ttil para la formacién de

producto se obtendra

y=a2PTx+p]n11 +vPIx (2 - x) [5.66]
x

5* Ecuacién de Michaelis- Menten:

Que corresponde a la maxima simplificacién de la ecuacién [5.14]

kg S

r=—3> ¢ [5.67]
1 +KgS
y conduce a la ecuacién integrada

1
1 -x

y=oa, P x+pln [5.68]

A modo de resumen en la tabla 5.1 se recogen los nimeros de las ecuaciones
que corresponden a cada uno de los casos considerados v a cada una de las relaciones
entre los pardmetros cinéticos v los coeficientes que se obtendrian por regresién
multiple, asi como las condiciones que estos deben cumplir para que todos los

pardmetros cinéticos tengan un valor positivo.



TABLA 5.1 Resumen de las ecuaciones y condiciones a considerar segtin el modelo cinético

Tipo de inhibicién Ecu. kg ks, kep Ks K, Kp Kep Kp, Condiciones
D,>0, m,;>0, DyD,-2)>0, (m;+D;m,)>0
General (m, +D;m;)>0,
22 | 32| 33 | 34| 30 | 38| 36 | 37| 35 - i“z‘ﬂl‘zﬁgl(é)lg’;]"f‘;é [‘;‘:{L > n?:» ol
((ms5 +2m)[Dy(Dy-2)-2] + 8my, + m (D, +2)) >0
Prod. mix. ysust. ES, atil | 41 | 43 | 47 | - | 45 | a2 | 44 | a6 | - n>0, 7> OESB;% 2(; (;?;]";i‘;‘ MA .
Prod. v sust. 49 43 - - 50 52 | 44 51 o p>0,y>0, (a,; +7)>0, p>0, (p+2P)>0
Prod. acomp. y sust. 53 43 - - 54 52 - 51 - p>0,v>0,0,>0, p>0, (p+2P)>0
Prod. comp. y sust. 55 43 - - 50 56 44 - - p>0,v>0, v>0, (o, +7)>0
Prod. mixta 58 | 43 - = 50 - 44 | 59 - p>0,v>0,&, >0, (o +7)>0
Prod. competitiva 60 43 - - 50 - 44 - - r>0,v>0, (o, +7)>0
Prod. acompetitiva 61 43 . - 50 u - 59 o p>0,d, >0, o, >0
Sust. ES, til 63 | 43| 47 ~ | 65 | 64| - - » 0y >0, p>0,8>0, [5,+p+2p0s]>0
Sust. 66 43 - - 54 56 - - - >0, 00, >0, v>0
Michaelis-Menten 68 43 - - 54 - - - - 0, >0, u>0
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De acuerdo con lo deducido en el apartado anterior, por aplicacién del método
de las velocidades iniciales, los resultados experimentales se ajustan aceptablemente sin
considerar la existencia de inhibicién por sustrato por lo que solo se han considerado
las simplificaciones 3* Inhibicién de producto y 5 Ecuacién de Michaelis-Menten de
entre las desarrolladas anteriormente, aunque cabe resaltar que la aplicacién de las
ecuaciones [5.49], [5.53] y [5.55] correspondientes a la simplificacién 2°, inhibicién
de producto y de sustrato, conduce, para todos los pH y temperaturas ensayados, al
no cumplimiento de de las condiciones especificadas en la tabla 5.1, es decir, a la

obtencién de valores negativos para algunos de los pardmetros cinéticos.

Los resultados obtenidos con las ecuaciones ensayadas se resumen en la
tabla 5.2 en la que se observa que sélamente la ecuacién de Michaelis-Menten es
aplicable a las cinco series de resultados experimentales obtenidos a distintos valores
del pH vy la temperatura, la consideracién de inhibicién acompetitiva a cuatro de las
series y la de las inhibiciones competitiva y mixta Gnicamente a tres de las series. Los
valores de los pardmetros cinéticos se han obtenido a partir de los coeficientes
obtenidos por regresién multiple con la hoja de calculo Microsoft Excel, que ademis
proporciona los valores del coeficiente de determinacién 12, del error tipico para los
coeficientes y de la F de Snedecor experimental. Se observa que los valores de 1 son
aceptables aunque, légicamente por el menor ntimero de coeficientes implicados, es
la ecuacién de Michaelis-Menten la que determina valores ligeramente inferiores

para r’.

Con los valores obtenidos en la aplicacién de la ecuacién de Michaelis-Menten
se ha efectuado los test de la t de Student para los coeficientes de la regresion multiple
y de la F de Snedecor sobre la aleatoriedad de los resultados obtenidos,
comprobandose la utilidad de los coeficientes y de la ecuacién para la estimacién de
"y" con unas probabilidades de error inferiores al 0.5 y al 1% respectivamente. Para
visualizar los ajustes que se consiguen de los valores de "y" en cada una de las series
experimentales, en las figuras 5.11 a 5.15 se han representado los valores del cociente
entre los valores de "y" experimental, e, v de "y" tedrico, v, frente a los valores

experimentales, observandose que sc agrupan aceptablemente en torno a la linea

horizontal de valor unidad, aunque se observa una ligera tendencia de sobreestimacién
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de "y" a valores reducidos que podria atribuirse parcialmente a los errores inherentes

a la determinacién del tiempo de parada de reaccién que se efectué en el apartado

anterior.
Tabla 5.2
40°C pH = 4.9
Ecuacién kg K K; Ks r F
Michaelis-Menten  0.00633 1.38 _ _ 0.9805 4070
Prod. competitiva 0.12 21.6 80.3 _ 0.9889 4783
Prod. aéompetitiva 0.00288 0.54 _ 0.0166 0.9857 3714
Prod. mixta 0.114 20.6 76.3 0.00102 0.9889 3565
50°C pH = 4.9
Ecuacién kg K, K, K t F
Michaelis-Menten ~ 0.00715  0.86 ~ _ 0.9909 4638
Prod. competitiva 0.124 1.37 1.63 B 0.993 3991
Prod. acompetitiva 0.00661 0.78 _ 0.0026 0.991 3104
60°C pH = 4.9
Ecuacién kg K, K; Kgp r F
Michaelis-Menten  0.01035 0.87 _ _ 0.985 3056
Prod. competitiva 0.68 47.6 92.5 B 0.993 4481
Prod. acompetitiva 0.00655 0.46 B 0.0094 0.99 3118
Prod. mixta 0.022 1.45 2.37 0.0142 0.994 3758
50°C pH = 3.9
Ecuacién ks K K, Kgp r? F
Michaelis-Menten  0.00257 0.25 B . 0.9779 1728
50°C pH = 5.9
Ecuacién kg K K; Kgp r? F
Michaelis-Menten  0.00381 0.84 _ _ 0.959 918
Prod. acompetitiva 0.00184 0.28 0.034 0.976 1080

Prod. mixta 0.01159 1.48 16.7 0.119 0.987 1427
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Figura 5.11

50°C pH=4.9 5 100 mM

x 50 mM
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Figura 5.12

60°C pH=4.9 5 100 mM

x 50 mM
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+ I mM

1000 1500 2000 2500
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Figura 5.13
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Figura 5.14

SOOC pH=5.9 o 100 mM
3 x 50 mM
.
0mM
O 2 e
X B-E O =5mM
+ [ mM

0 500 1000 1500 2000 2500
€o tc, (g/L) min

Figura 5.15

Para comprobar los valores de los pardmetros ks y K obtenidos con la hoja de
célculo Microsoft Excel, se ha ensayado también la de SigmaPlot para la ecuacién de

Michaelis-Menten; los valores obtenidos, tabla 5.3, son practicamente coincidentes con

los resefiados en la tabla 5.2.
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Tabla 5.3

ks K r*
40°C pH =49  0.006295 1.3720 0.9997
50°C pH = 49  0.007155 0.8607 0.9983
60°C pH = 4.9 0.0104 0.8735 0.9983
50°C pH = 39  0.002567 0.2514 0.991
50°C pH = 59  0.003809 0.8351 0.9984

A partir de los valores de kg y K correspondientes a la ecuacién de Michaelis-
Menten se han determinado los de k, y K,; mediante la relacién entre los pardmetros

de las ecuaciones [5.10] y [5.67] dadas por

1

Ky = — [5.69]
M K,
kg

k, = — [5.70]
K

Los valores obtenidos se encuentran representados en la figura 5.10 del
apartado anterior, para compararlos con los obtenidos mediante el método de las
velocidades iniciales, se observa que existe una coincidencia aceptable entre los valores
obtenidos por ambos métodos para todas las series de pH v temperatura relizadas. Los
valores obtenidos mediante el método integral permiten deducir la siguiente relacién

de los parametros cinéticos con la temperatura:
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k, = 3.56 10* exp [—% ] , mM min (g/L)* [5.71]
K, = 2.13 10° exp (— 2(1)13T00 ] , mM [5.72]

mientras que con respecto al pH también se deduce que k, presenta valores
practicamente coincidentes a los pH de 3.9 y 4.9, valor medio 0.0093 mM min’(g/L)?,
para disminuir un 50% a pH igual a 5.9 y la constante de Michaelis es pricticamente
coincidente a los pH de 4.9 y 5.9, valor medio de 1.40 mM, para aumentar un 283 %

al reducirse el pH a 3.9.

Dada la coincidencia de los valores de k, y Ky, obtenidos por ambos métodos
se ha efectuado un ajuste conjunto de los valores con respecto a la temperatura,

resultando:

k, = 3.15 10* exp [—%’{I‘OO ], mM min(g/L)? [5.73]
K, = 8.68 10° exp [— Z:TGO ] , mM [5.74]

que ponen de manifiesto un valor de 40.7 kJ/mol para la energia de activacién de la
constante k, y de 24.1 kJ/mol para la variacién de la constante de Michaelis con la
temperatura. Mientras que el valor medio de k, para pH entre 3.9 v 4.9 es de 0.00935
mM min"(g/L)", para disminuir a 0.00505 a pH igual a 5.9 y la constante deMichaelis
presenta un valor medio de 1.27 mM para pH entre 4.9 y 5.9 aumentando hasta 3.54

para pH igual a 3.9.
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5.2 HIDROLISIS ENZIMATICA DE CMC.

El estudio de la hidrélisis de CMC con Celluclast se llevé a cabo mediante dos
series iniciales de experimentos para establecer la hidrélisis total y la influencia de la
intensidad de tratamiento, mientras que para las series planteadas a diferentes valores
de la temperatura y del pH se desarrolla un modelo cinético que permita justificar los

resultados obtenidos considerando una productividad en glucosa y una productividad
global.

5.2.1 HIDROLISIS TOTAL.

Para expresar la concentracién inicial de sustrato como glucosa o celobiosa
potencial, se ha realizado la hidrélisis total de carboximetilcelulosa con Celluclast; los
resultados experimentales se muestran en las tablas D.4.1 a D.4.4 y se representan en
las figuras 5.16 y 5.17. En ellas se observa que los cocientes entre las concentraciones,
tanto de glucosa como de celobiosa, y de CMC, permanecen priacticamente constantes
para tiempos de hidrélisis iguales o superiores a 100 horas, con independencia de la
concentracién inicial de CMC, 1 6 2 g/L, de la temperatura, 40, 45 o 50°C, y de la
concentraciéon inicial de enzima, 0.328 o 0.5 g/L, aunque se observan ligeras

tendencias de disminucién de C; y de aumento de G; a lo largo del tiempo.

Tomando la media aritmética de los resultados experimentales obtenidos a
partir de 100 horas, se obtiene que en la hidrélisis total los cocientes entre las

concentraciones, tanto de glucosa como de celobiosa , e inicial de CMC tienden a los

siguientes valores:

G
S—‘ = 0.556 , mmol glucosa/g CMC [5.75]
0

C

S - 0.5245 , mmol celobiosa/g CMC [5.76]
0
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En base a la definicién del producto total de la hidrélisis, celobiosa mas glucosa,

expresado como glucosa equivalente,

P =2C +G [5.77]

se puede definir el producto total correspondiente a la hidrélisis total,

P, =2C, +G, [5.78]

de forma que a su cociente con la concentracién inicial de CMC, P,/ S, , también le
corresponder4 un valor constante. En la figura 5.18 se representa frente al tiempo los
valores de dicho cociente, incluyendo los datos de la tabla D.4.5 correspondientes a
la hidrélisis de CMC con mezclas de 0.5 g/L de Celluclast y de Novozym, Omar
(1997), no observandose ninguna tendencia de variacién a tiempos elevados por lo que

se determina un valor constante de

P
s—‘ = 1.593, mmol glucosaequivalente/g CMC [5.79]
0
Utilizando el producto total correspondiente a la hidrélisis total, P; , maximo
alcanzable a tiempos elevados, se pueden definir para la hidrélisis de CMC una

productividad en glucosa

x, =G [5.80]
Pf

cuyo valor méaximo, hidrélisis total, vendrd dado por el cociente G/P; , al que
corresponder3 un valor de 0.349, y una productividad global referido al producto total

de la hidrélisis de CMC, celobiosa mas glucosa, expresado como glucosa equivalente,

x =t . 26+6 [5.81]
Py 2C + G
cuyo valor maximo, hidrélisis total, sera la unidad. Estas productividades se utilizaran

posteriormente en el desarrollo del modelo cinético.
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5.2.2 INFLUENCIA DE LA INTENSIDAD DE TRATAMIENTO.

En el apartado 3.4 se ha comprobado, mediante los experimentos realizados con
celobiosa y modificando el tiempo previo, que es posible aceptar que no existe
desactivacién significativa de la enzima, lo que en general determina que se puede
utilizar el producto e,t como variable apropiada para establecer la intensidad del
tratamiento enzimitico. Sin embargo, en la actuacién de Celluclast sobre CMC se ha
sefialado, Wood y McCrae ( 1979), Mandels (1981) y Camacho vy col. (1987), un efecto
sinergistico entre las endocelulasas, E, , v las exoglucanasas, E, , detectable por una
disminucién de la conversién global con el tiempo en experimentos realizados a una
concentracién inicial de CMC fija y manteniendo constante la intensidad de
tratamiento, e,t. Ademis, dicha disminucién resulta mas acentuada a tiempos

reducidos y al aumentar la concentracién de enzima.

A partir de los resultados experimentales de las tablas E.4.1 a E.4.4 del apartado
4.2, correspondientes a series de experimentos realizados a distintos valores de S, y de
€.t, se han determinado las variaciones de las productividades en glucosa y global con

el tiempo, figuras 5.19 a) y b) y 5.20 a) y b).

Se observa que a la mayor intensidad de tratamiento ensayada, 3 min g/L, tanto
X, como x, presentan una disminucién apreciable con el tiempo, lo que se justificaria
por la existencia de un efecto sinergistico a tiempos reducidos, sin embargo, a la menor
intensidad de tratamiento ensayada, 0.375 min g/L, apenas se aprecia la influencia de

un efecto sinergistico.

Con objeto de cuantificar la importancia del efecto sinergistico y dado que en
el apartado 5.1 se ha determinado que en la hidrélisis de celobiosa con Celluclast
existe un tiempo de parada de reaccién significativo, se realizaron los experimentos
recogidos en las tablas E.4.1 a E.4.8, programados para comparar experimentos en los
que se ha mantenido constante el producto e(t+t), que seria la intensidad de
tratamiento adecuada para incorporar el efecto del tiempo de parada de reaccién. En
las figuras 5.19 ¢) y d) v 5.20 ¢) v d), se ha representado las variaciones con el tiempo

de x, y x.. Se observa que la consideracién del tiempo de parada de reaccién amortigua
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de forma significativa las disminuciones de x,y x, con el tiempo por lo que el posible
efecto sinergistico seria muy reducido y es aceptable su no consideracién, lineas
horizontales en las figuras 5.19 ¢) y d) y 5.20 ¢) y d) para los distintos experimentos
del producto e,t, constante, sobre todo si se tiene en cuenta que se esta utilizando el
tiempo de parada de reaccién determinado en los experimentos realizados de hidrélisis
de celobiosa con Celluclast; en consecuencia en la discusién posterior de los resultados
obtenidos de la hidrélisis de CMC con Celluclast se utilizars el producto e,t_, igual a

w__n

y", como variable apropiada para establecer la intensidad del tratamiento enzimatico.

X X
0.40 2 040 P
Sp=125¢/L Sp=125¢g/L
0.30- 030
\‘\A eot=3ming/L 1 €otc = 3min g/L
3 & ) : L L 1
0.20- 0.20-
0.10- eot = 0.375 min g/L 0.10- eo tc = 0.375 min g/L
L . = L § w L L A A & & A
0.00 T - y 0.00 T T T : - - :
0 30 60 90 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
t, min t, min
a) ©
Xc Xc
0.03 0.020
So=125g/L i So=125¢/L
0.015-
0.02-
0.010- . eote =3ming/L
0.01 \\X\ eot=3ming/L i - " . "
= = x 0.005-
eot = 0.375 min g/L r eg tc = 0.375 min g/L
0.00 T == * = 0.000 - b 4 & & :
0 30 60 9SG 120 150 180 210 0 30 60 90 120 150 180 210
t, min t, min
b) d)

Figura 5.19
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5.2.3 MODELO CINETICO.

Para la hidrélisis de CMC con Celluclast se puede considerar inicialmente un
mecanismo sin inhibicién y con una actuacién diferenciada de las tres enzimas

fundamentales del complejo enzimatico.

1°) Las endoglucanasas, E,, hidrolizan al azar a la CMC originando celobiosa

y glucosa y cadenas m4s cortas de CMC, S' 6 S, segtin

k, [5.82]
S + K, 4?' E;S

1

ES 2 ,C+E +§ 185)

ES LK g E, +§" [5.84]

2°) Las exoglucanasas, E,, actuan sobre la CMC liberando celobiosa y cadenas

mas cortas de CMC, S', segin

k [5.85]

E,S kL cs E +§ [5.86]
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3°) Las B-1,4-glucosidasas, E,, hidrolizan la celobiosa a glucosa, segin

k¢ [5.87]
C + o C
E, X E,
E,C kg E, | [5.88]

Admitiendo que es aplicable la hipétesis de estado estacionario para los
complejos intermedios, realizando el balance para cada enzima y utilizando un tiempo

corregido t_, igual a t mas t,» para tener en cuenta el tiempo de parada de reaccién, se

obtiene
i _ KES  KES  KEC
¢, 1+KS 1+KS 1+K,_C [5-89]
K S K.E.C
dG L B E, + 2 513 (5.90]
dt, 1+K,S 1 +K,C
donde
k
K, = 1k [5.91]
K +k +k
k
K, = 1k [5.92]
k', +k, + K
K, - ! [5.93]

Ky +k, +k
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K - 5 [5.94]
kg + kg

K, = ’k—“ [5.95]
kK, + Kk

Ks = 3(_6__1(7 [5.96]
K¢ + Kk

K, = —k‘ [5.97]

Las ecuaciones [5.89] y [5.90] se pueden combinar en base a la definicién del

producto total de la hidrélisis, P, ecuacién [5.77], resultando

b _ ,dC  dG _ (K +K')ES  2KES

d,  dt, dt 1+KS  1+KS [5.98]

c <

con lo que el modelo cinético se reduce a las ecuaciones [5.90] y [5.98]. Las
concentraciones de cada una de las enzimas se pueden relacionar con la de enzima
total utilizada, e,, definiendo por o, o, y a, las fracciones correspondientes a las

endoglucanasas, las exoglucanasas y las [-1,4-glucosidasas, por lo que



DISCUSION DE RESULTADOS - 159

E1 = @€ [5.99]
E, = a,¢, [5.100]
E; = a,e, [5.101]

Teniendo en cuenta que el sustrato susceptible de hidrélisis en cada momento
viene dado por la diferencia entre la glucosa equivalente obtenida en la hidrélisis total

y la conseguida hasta ese momento

S = P,-P [5.102]

se puede transformar las ecuaciones [5.90] y [5.98] en base a las productividades en
glucosa y global, ecuaciones [5.80] y [5.81], a las fracciones de cada enzima, ecuaciones
[5.99] a [5.101], y a la definicién de intensidad de tratamiento, y = et establecida

en el apartado anterior, resultando

dxc_ K'lal(l—xp) + K5a3(xp—xc)

dy 1+KP(1-x) 1 +K6% (x,-x)) [5.103]
dxp B CK, o, +K' &) (1- xp) : 2K, a,(1 —xp) Y
dyy  1+K,P(1- x,) 1+K,P(1-x)) Eh

donde se ha tenido en cuenta que al no existir desactivacién enzimatica dy resulta

igual a eydt,..

Las dos ecuaciones anteriores constituyen el modelo cinético sin inhibicién que
habri de modificarse en el caso de que las endo o las exoglucanasas presenten algin
tipo de inhibicién, ya que con respecto a las B-1,4-glucosidasas, se ha determinado en
el estudio de la hidrdlisis de celobiosa, apartado 5.1, que los resultados se ajustan

aceptablemente mediante la ecuacién de Michaelis-Menten, ademas los parametros alli
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obtenidos, kg y Ks , se identifican con los incluidos en la ecuacién [5.103], Ko, v K,

respectivamente.

La resolucion de las ecuaciones [5.103] y [5.104] ha de realizarse
simultaneamente y, en general, por métodos numeéricos por lo que en los siguientes

apartados se considera el estudio individualizado de las productividades en glucosa y
global.

5.2.4 PRODUCTIVIDAD EN GLUCOSA.

Para abordar el estudio de la productividad en glucosa se han representado los
valores de la concentracién de glucosa, tablas F, G y H del apartado 4.2, frente a la
intensidad de tratamiento "y". A titulo de ejemplo en la figura 5.21 se muestra dicha
representacién para cuatro de las concentraciones iniciales de CMC ensayadas a 50°C
vy pH igual a 4.9. Se observa, al igual que ocurre con las restantes concentraciones
iniciales de CMC, pH y temperaturas, que los valores experimentales se pueden ajustar
aceptablemente mediante lineas rectas que pasan por el origen, lineas continuas de la
figura, es decir, segtin una relacién de proporcionalidad directa entre la concentracién
de glucosa y la intensidad de tratamiento, dentro de los intervalos experimentales

ensayados.

Con objeto de establecer la importancia relativa de la produccién de glucosa
mediante las endoglucanasas, de forma directa a partir de CMC, ecuacién [5.84], v
mediante la $-1,4-glucosidasas, a partir de la celobiosa formada, ecuacién [5.88]; en la
figura 5.21 se ha incluido, linea punteada, la produccién de glucosa que
corresponderia a la actuacién de las B-1,4-glucosidasas sobre celobiosa ecuacién [5.68]
considerando los pardmetros establecidos en las [5.43] v [5.54] v la definicién de

conversién utilizada en la hidrélisis de celobiosa, ecuacién [5.6].
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K 1 1
Yy = —G + — Im ——

2kS kS 1 G [5.105]
2C

para cuya aplicacién se han utilizado los valores K v kg obtenidos en la hidrélisis de

celobiosa, tabla 5.3, y los valores de C e y correspondientes a la hidrélisis de CMC.

G, mM G, mM
04 0.3
50°C pH = 4.9 10 g/ 50°C pH = 4.9 7.5 g/L
0.3 ) o
i 0.2+ ¥
0.2+ gt -
- 0.1 A
0.1 = »
/1/// - - 2 AT TR Y——
| wi— c 0 e
¥, min.g/L ¥, min.g/L
G, mM G, mM
a3 0.12
50°C pH = 4.9 5g/L 50°C pH = 4.9 29L
0.08 - !
0.04 - F
_ | 0 e iial J
4 0 0.5 1 1.5 2
¥, min.g/L ¥, min.g/L
Figura 5.21

Se observa en la figura 5.21 que la produccién de glucosa a partir de la
celobiosa existente es mucho menor que la obtenida experimentalmente en la
hidrélisis de CMC, por lo que la produccién directa de glucosa a partir de CMC por

la accién de las endoglucanasas es muy significativa y de acuerdo en el modelo
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cinético planteado, ecuacién [5.103], para establecer la productividad en glucosa es
necesario, de no existir inhibicién apreciable de las endoglucanasas, evaluar los
pardmetros K'; o, y K, ya que los parametros K; o, y K se identifican con los kg y Ky

establecidos en la hidrélisis de celobiosa con Celluclast.

Con tal objetivo a partir de los valores de la concentracién de glucosa, tablas
F, G y H del apartado 4.2, se han calculado, mediante las ecuaciones [5.79] y [5.80].
los de x.. Las representaciones de x_ frente a la intensidad de tratamiento, de las que
a titulo de ejemplo en las figuras 5.22 y 5.23 se incluyen las correspondientes a
algunas de las series experimentales planteadas para el estudio de influencia del pH
y de la temperatura, vuelven a poner de manifiesto que es posible ajustar
aceptablemente G, y por lo tanto x_, frente a y mediante lineas rectas que pasan por
el origen, es decir, segiin una relacién de proporcionalidad directa entre la
prpductividad en glucosa y la intensidad de tratamiento, dentro de su intervalo

experimental ensayado, de forma que:

e - & - X [5.106]

con un valor de X_que sé6lo depende del pH, de la temperatura v de la concentracién
inicial de CMC y por lo tanto, de acuerdo con la ecuacién [5.79] establecida en el
estudio de la hidrélisis total de CMC, del valor de P,, , los valores obtenidos para X_

junto con los correspondientes valores de r? se recogen en la tabla 5.4.

La ecuacién [5.106] permite expresar la ecuacién [5.103] del modelo cinético

en la forma:
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Kk (x, -x) K, o (1 —xp)

Y =X =
P, 1 +K, P (1 -x) [5.107]
1 +K 5 (x, -x)

<

véilida de no existir ningtn tipo de inhibicién sobre las endoglucanasas y donde ya se

han sustituido los pardmetros Ko, y K, por k, y K, obtenidos en la hidrélisis de

celobiosa con Celluclast.
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Tabla 5.4

40°C pH = 4.9

S g/l P, mM X, min™ (g/L)* r?
10 15.926 0.0031 0.965
7.5 11.9445 0.0041 0.962
5 7.963 0.0061 0.935
2 3.1852 0.0139 0.876
1 1.5926 0.0222 0.863

50°C pH = 4.9

S gL P, mM X, min” (g/L)* il
12.5 19.9075 0.0039 0.998
10 15.926 0.0054 0.989
7.5 11.9445 0.0068 0.993
5 7.963 0.0091 0.976
2 3.1852 0.0156 0.969
1 1.5926 0.0252 0.650

60°C pH = 4.9

S, g/l P, mM X, min™ (g/L)* r?
10 15.926 0.0061 0.963
7.5 11.9445 0.0079 0.933
5 7.963 0.0107 0.303
2 3.1852 0.0183 0.682
1 1.5926 0.0246 0.710

50°C pH = 3.9

Sos g/L P, mM X, min? (g/L)! r?
10 15.926 0.0035 0.988
7.5 11.9445 0.0041 0.996
5 7.963 0.0061 0.993

1 1.5926 0.0216 0.966

50°C pH = 5.9

S, g/l P, mM X, min? (g/L)* r?
10 15.926 0.0036 0.737
7.5 11.9445 0.0039 0.920
5 7.963 0.005 0.811

1 1.5926 0.0117 0.341
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0.02

0.01

0 - - - - - —
0 1 2 3 4 4
Y, (g/L) min ¥, (g/L) min
0.08
| 60°C pH = 4.9
| 12l
0.06

0 05 | 15 2
¥» (/L) min

0 0.5 1 15 2
Yy, (¢/L) min

Figura 5.22
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X, X,
0.03 0.06
50°C pH = 3.9 75 g/L 50°C pH = 3.9 1g/L
0.02 0.04
0.01 - 0.02
0 , 0 , -
0 1 3 4 0 0.5 1.5 2
¥, (¢/L) min ¥, (¢/L) min
% X,
0.02 0.03
50°C pH = 5.9 10 g/L 50°C pH = 5.9 Sg/L
0.015
0.02 - i
0.01 - a
0.005 - S A
3
= ;"/
0 ;
0 1 3 4 g 0 1 3 4
¥, (g/L) min ¥, (¢/L) min

Figura 5.23
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En la figura 5.24 se representan, para cada pareja de pH y temperatura
ensayada, los valores del cociente (1-x))/Y frente a los correspondientes al producto
P; (1-x), es decir, la representacién de una forma linealizada de la ecuacién [5.107].
Se observa que en todos los casos los valores se pueden ajustar aceptablemente a lineas
rectas lo que determinaria que se puede despreciar, dentro de los intervalos

experimentales ensayados, cualquier tipo de inhibicién sobre las endoglucanasas.

No obstante lo anterior y de forma analoga a como se efectué en el apartado
5.1.2 para la aplicacién del método integral al estudio de la hidrélisis de celobiosa, se
ha efectuado una aplicacién sistematica de las simplificaciones 2* (inhibicién de
producto y de sustrato pero con complejos triples no ttiles para la formacién de
producto), 3* (inhibicién de producto), 4* (inhibicién de sustrato) y 5* (ecuacién de
Michaelis-Menten) de la ecuacién general integrada [5.17]. En la tabla 5.5 se resumen
los resultados obtenidos con las ecuaciones ensayadas deduciéndose que sélamente la
ecuacién de Michaelis-Menten es aplicable a las cinco series de resultados
experimentales obtenidos a distintos valores del pH v la temperatura, aunque en
algunos casos determinan, légicamente por el menor nidmero de parimetros

implicados, valores mas reducidos para el coeficiente de determinacién r2.

Para comprobar la bondad de los ajustes sobre los valores de x, mediante la
combinacién de las ecuaciones [5.103] y [5.106] y sustituyendo Ko, v K¢ por kg vy K,

se deduce:

x,. K,a (1 -x) . kg (xp -X)

Y 1+K P, (1 -x P [5.108]
y KZ f( p) 1 +K 71‘ (Xp _x)

S [

ecuacién de segundo grado con respecto a x, vy que permite su determinacién para
cada pareja de valores experimentales x, e y de cada una de las series en que se ha
mantenido constante el valor de P,, utilizando los valores para los parametros cinéticos
recogidos en la tabla 5.5. De esta forma se han calculado los valores de x. que

permiten trazar las lineas discontinuas de las figuras 5.21 a 5.23, en las que se observa
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que existe una reproduccién aceptable de los valores experimentales de G en la figura

5.21 o de x_ en las 5.22 y 5.23.

(1-xp)/Y, (g/L) min (1-xp)/Y, (g/L) min
500 500
40°C pH = 4.9 60°C pH = 4.9
400 . 400
300 300 -
200 200 - S
100 - 100
0 . . . o) . .
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
P(1-xp), mM Py(1-xp), mM
(1-%)/Y, (g/L) min
500
50°C pH = 4.9
/ 400 1
300 -
200 -
100 -
0 : , :
0 5 10 15 20
P(1-xp), mM
(1-x,)/Y, (g/L) min (1-xp)/Y, (g/L) min
500 500
50°C pH = 3.9 50°C pH = 5.9
400 - 400 -
300 ' 300
200 200 -
100 100 -
0 - . 0 : .
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
P.(1-xp), mM Py(1-xp), mM

Figura 5.24
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Tabla 5.5

40°C pH = 4.9

Ecuacién K', K, KP Ke Ks, r?
Michaelis-Menten 0.1223 2.209 _ _ 0.986
Prod. competitiva 0.4317 6.569 12.66 = o 0.998
Prod. acompetitiva 0.0786 0.8678 0.6778 . 0.898
Prod.mixta 0.1798 2.369 4.009 0.5723 _ 0.917
Prod. comp.y sustr. 0.155 1.776 10.42 N 0.1071 0.898

50°C pH = 4.9
Ecuacién K', K, K r?
Michaelis-Menten 0.1734 2.62 _ 0.987
Prod. acompetitiva 0.1644 2.387 0.1064 0.898
60°C pH = 4.9

Ecuacién K', K, K, K K, r’
Michaelis-Menten 0.09 0.856 _ _ _ 0.921
Prod. competitiva 0.1563 1.075 2.902 _ 0.971
Prod. acompetitiva 0.0752  0.4667 0.1944 B 0.877
Prod. comp. y sustr. 0.1205  0.5785 2.224 0.0343 0.893
Prod. acomp. y sustr. 0.0731 0.4289 _ 0.1686 0.0074 0.889
Sustrato 0.0782 0.5866 _ 0.0237 0.887

50°C pH = 3.9
Ecuacién K', K, Kp Kep K, i
Michaelis-Menten 0.158 3.135 i _ 0.988
Prod. competitiva 0.4243 8.323 4.729 _ _ 0.997
Prod. acompetitiva 0.1182 1.891 0.4023 0.875
Sustrato 0.1185 1.993 0.0564 0.875
50°C pH = 5.9
Ecuacién K', K, K, r?
Michaelis-Menten 0.0397 0.6759 0.90
Sustrato 0.0386 0.6268 0.0034 0.963




170 DISCUSION DE RESULTADOS

Por otra parte, la ecuacion [5.103] se puede expresar en la forma habitual de

Michaelis-Menten.

c [

. k(1 -x) . k, (x, -x))
Pf
K, +? (x, —x))

dy Kye *P (1 -x)

[5.109]

existiendo entre los pardmetros de esta ecuacién y la [5.108] las relaciones expresadas
por las ecuaciones [5.69] y [5.70] con respecto a la hidrélisis de celobiosa a glucosa y

las siguientes:

1
Ky ==— [5.110]
K,
k= Koy [5.111]
\ S

con respecto a la produccién de glucosa por la accién de las endoglucanasas sobre
CMC.

Los valores obtenidos para k, ., v Ky, a pH igual a 5.9 se representan en
coordenadas semilogaritmicas frente al inverso de la temperatura absoluta, figura 5.25,
observandose ajustes aceptables a ecuaciones tipo Arrhenius, lo que permite deducir

las expresiones:

k, .= 2.17 10° exp [— 27700 ], mM min~(g/L)™ [5.112]
K, = 2.09 10° exp (— 4‘:;’0 ] , mM [5.113]

que ponen de manifiesto un valor de 27.7 kJ/mol para la energia de activacién de la
constante k, y de 40.5 kJ/mol para la variacién con la temperatura de la constante de

Michaelis correspondiente a las endoglucanasas.
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Con respecto al pH en la figura 5.25 se observa que a la temperatura de 50°C
la constante de velocidad k, .. presenta valores practicamente coincidentes a los pH
de 4.9 v 5.9, valor medio 0.0624, mientras que disminuye aproximadamente un 19%
a pH igual a 3.9, en cambio la constante de Michaelis Kyi.. es practicamente
coincidente a los pH de 3.9 y 4.9, valor medio 0.35 para aumentar aproximadamente
cuatro veces al aumentar el pH a 5.9. Con todo ello se deduce que el pH
cinéticamente m4s favorable de los ensayados con respecto a la produccién de glucosa
a partir de CMC mediante las endoglucanasas es el de 4.9, valor que es coincidente
con el obtenido en el apartado 5.1 para la produccién de glucosa a partir de celobiosa
mediante las B-1.4-glucosidasas , ya que en ambos casos a pH igual a 4.9 resultan los

mayores valores de la constante cinética y los menores de la constante de Michaelis.

Ink,., In Ky e
0.00
2.0
-1.00f
-2.00 0.0 \
-3.00- .\\'
-2.0F
-4.00 ' : ' : : '
0.0029 0.003 0.0031 0.0032 0.0033 0.0029 0.003 0.0031 0.0032 0.0033
VT, K™ 1T, k1
k a,en K M, en
0.12 9
0.1F
1.5+
0.08-
0.06 - /— 1-
0.04 - -
0.02
0 ‘ fiap ) % 3 PR 6 7
2 3 4= 5 6 7 = . )
Va / . 7
UL, K SULK
4 * i ,f‘/‘
o Figura 5.25 N
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5.2.5 PRODUCTIVIDAD GLOBAL.

Para abordar el estudio de la productividad global referida al producto total de
la hidrélisis de CMC, celobiosa mas glucosa, expresado como glucosa equivalente,

definida mediante la ecuacién [5.81] del apartado 5.2.1,

- 26 TG [5.114]
P P

f

se han calculado sus valores a partir de las concentraciones de glucosa y celobiosa de
las tablas F, G y H del apartado 4.2 y del valor de P,, ecuacién [5.79], correspondiente
a cada serie de experimentos. A titulo de ejemplo en las figuras 5.26 a 5.28 se
representan, para algunas de las series experimentales a distintos valores del pH vy de

la temperatura, los valores de x, frente a la intensidad de tratamiento "y".

Se observa, al igual que en las restantes concentraciones iniciales de CMC, pH
y temperaturas, que la productividad global aumenta inicialmente de forma riapida con
"y" para hacerlo cada vez de forma mas lenta, lo que dificulta de forma importante
la aplicacién del método de las velocidades iniciales. Por ello para obtener, en una
primera etapa, la derivada dx_/ dy y poder aplicar la ecuacién [5.104] planteada en el

modelo cinético, apartado 5.2.3, se ha optado por efectuar un ajuste empirico de los

valores de x, frente a y. De las ecuaciones ensayadas el ajuste potencial

x = g3 [5.115]

ofrece un grado de reproduccién aceptable, como se observa en las figuras 5.26 a 5.28
en las que las lineas discontinuas representan las curvas correspondientes a los ajustes
potenciales y en la tabla 5.6, en la que se recogen los parametros a y b del ajuste y el

coeficiente de regresién para los experimentos realizados a 50°C y pH igual a 4.9.
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Xy X
0.5 0.6
50C pH = 4.9 10 g/L 50C pH = 4.9 7.5 g/L
0.4
B
0.2+
01p &
0 ; 1 . . 1 4
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
= 2 Y, min.g/L
¥, min.g/L :
x, . %
0.6 0.6
50C pH = 4.9 5 g/L 50C pH = 4.9 2.g/L
04L
0.2 -
.,
/
/
0 1 1 1
0 0.5 1 1.5 2

y, min.g/L

y, min.g/L

Figura 5.26
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Tabla 5.6
Ajustes potenciales para 50°C pH = 4.9

S, g/L a b r
1 0.4806 0.2541 0.9559
2 0.3848 0.4888 0.9566
5 0.294 0.4662 0.9716
7.5 0.2386 0.533 0.9872
10 0.2009 0.5636 0.9871
12.5 0.1685 0.5267 0.9717

Valores iniciales de los parametros obtenidos mediante los ajustes potenciales

& -1
K, a, = 0.4181, min? (g/L)* K, = 0.01995 mM™ K, = 3.729 mM

e

Para este conjunto de experimentos, seleccionados por ser las condiciones de
pH vy temperatura a las que se efectué una mayor variacién de la concentracién inicial

de CMC, 1 a 12.5 g/L, se ha determinado la derivada de x, con respecto a y mediante

dx

P _

_P =ab y*? [5.116]
dy

v por lo tanto se puede ensayar la ecuacién [5.104] del modelo cinético planteado,

pero ampliada a la posibilidad de inhibicién de sustrato y/o producto de las

exoglucanasas
5 _ 2K, e, +K' ) (1 - xp) —
dy 1+ K,P(1- xp)
. 2K;a,(1 —xp)

Pf sz 2
1+K,P(1-x) +K, 7(xp -x) +K, T(xp -x)(1-x) +K,P2(1 —xp)2
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Puesto que para cada valor de la concentracién inicial de CMC y por tanto de
P, ecuacién [5.79], se dispone de los valores de ¥» X, Y X, ¥ por tanto de dx/dy,
ecuacién [5.116], es posible obtener por regresién no lineal los parametros cinéticos
de la ecuacién [5.117], aunque los valores de dos de ellos, K',a, v K,, se pueden
imponer por haberse establecido en el apartado anterior sobre la productividad en
glucosa. De los diferentes ensayos realizados sobre los valores iniciales para los
restantes parametros se deduce que sélo se consiguen ajustes aceptables cuando los
parametros K,a,, K, y K,, son nulos, es decir, cuando la produccién de celobiosa a
partir de CMC es atribuible inicamente a la actuacién de las exoglucanasas, K, o,
nulo, y sélo existe sobre las mismas inhibicién competitiva por celobiosa, K, v K,
nulos, mientras que para los parametros Ko, K, y K, se han obtenido los valores que

se recogen en la tabla 5.6. Por lo tanto la ecuacién [5.1 17] se reduce a

dx K. a(1- 2 1=
¥ 1%,(1 - xp) " K;e,(1-x,) [5.118]

Cuya integracién para obtener la variacién de X, con y se puede efectuar
numéricamente y, en principio, simultaneamente con la ecuacién [5.103], que
permitiria obtener la variacién de x, con y. Sin embargo, estas tltimas variables se
pueden relacionar de una forma mas simple, pues en base a que en el apartado
anterior se establecié que

x =X,y [5.119]

[

con valores de X que s6lo dependen del pH, de la temperatura y de la concentracién

inicial de CMC, la ecuacién [5.118] quedaria en la forma
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dxp ) K a (- xp) . 2K,a,(1 —xp) v&.130]

dy 1+KP(l-x) 1+K,P(1-x,) +K,%(x,, -X.y)

que ya se puede resolver por integracién numeérica. Para ello se ha utilizado el método
de Runge-Kutta de cuarto orden que permite obtener, utilizando los valores de K,a.,,
K, v K, de la tabla 5.6, las curvas de trazo discontinuo que se muestran en la figura

5.29 para las concentraciones iniciales de CMC ensayadas a 50°C y pH igual a 4.9.

Se observa que a las concentraciones iniciales de CMC mas reducidas no se
consigue una reproduccién aceptable de los valores experimentales obtenidos a 50°C
y pH igual a 4.9, por lo que se aplicé una optimizacién, mediante el método simplex,
de los tres pérémetros correspondientes a las exoglucanasas, K,a,, K, v K,
obteniendose&valores que se recogen en la tabla 5.7 y que permiten obtener por
integracién numérica las lineas continuas que se representan tanto en la figura 5.29
como en la 5.26, en las que se observa que ya se consiguen reproducciones aceptables

de los valores experimentales.

Tabla 5.7
T,°C pH K,a,, min* (g/L)* K, mM! K,, mM™!
40 4.9 4.083 0.0814 75.27
50 4.9 7.701 0.1163 76.47
60 4.9 7.958 0.0382 55.69
50 3.9 4.535 0.0113 46.71
50 5.9 4.448 0.0544 71.8

A los restantes pH y temperaturas se aplicé directamente la optimizacién por

el método simplex de los tres pardmetros implicados en la resolucién numérica por el
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método de Runge-Kutta de la ecuacién [5.120], obteniendose los valores para los
mismos que también se recogen en la tabla 5.7 v que permiten trazar las lineas
continuas que se representan en las figuras 5.27 y 5.28, en las que se observa una
reproduccién aceptable de los valores experimentales. No obstante y para detectar la
posible existencia de tendencias en los ajustes efectuados, en la figura 5.30 se
representa, incluyendo todos los experimentos realizados, el cociente entre los valores
de x, calculado y experimental frente a la intensidad de tratamiento, no observandose
ninguna tendencia definida con respecto a la concentracién inicial de CMC o la
intensidad de tratamiento para las distintas parejas de pH y temperatura ensayadas,
aunque légicamente la mayor dispersién coincide con la menor intensidad de
tratamiehfo, en la que los errores experimentales pueden ser mayores y mayor también

la influencia de los errores inherentes a los tiempos de parada de reaccién utilizados.

Por otra parte, la ecuacién [5.118] se puede expresar en la forma habitual de

Michaelis-Menten

kK _(1-x 2k (1-x
dx, _ sen(1~ %p) . nex(1 7X,) [5.121]

K P,(1-x) P
dy Men * Py xl’) KM,ex +P,(1 —Xp) +KICP,ex Tt(xp “X,)

existiendo entre los pardmetros de esta ecuacién y los de la [5.118] las siguientes

relaciones

k = 5@, [5.122]
a,ex K4

K, =1 [5.123]
s€X K4
K?

[5.124]

ICP,ex = r
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x, x,

50°C pH = 4.9 125 gL 50°C pH = 4.9 10 gL

¥, min.g/L

% %

50°C pH = 4.9 7.5 gL 50°C pH = 4.9 5g/lL

X, %,

. _ 50°C pH = 4.9
50°C pH = 4.9 2gL pl 1gL

y, min.g/L

Figura 5.29
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Los valores obtenidos para estos tres parametros a pH igual a 5.9 se representan
en coordenadas semilogaritmicas frente al inverso de la temperatura absoluta, figura
5.31, observandose ajustes aceptables a ecuaciones tipo Arrhenius, lo que permite

deducir las expresiones

k = 7.38 10" exp [— 1300 ], M i (gl1)* [5.125]
Ky,ex = 2:23 10° exp (— 2 ;11?0 ] , mM [5.126]
- K., = 1.32 10° exp [— 1;‘2’" ] ._ , [5.127]

que ponen de manifiesto valores de 61.3, 32.1 v 19.4 kJ/mol para la variacién con la

temperatura de las constantes k, .., Ky, Vv Kicpese

Con respecto al pH en la figura 5.32 se observa que a la temperatura de 50°C
las tres constantes presentan valores semejantes a los pH de 4.9 y 5.9, valores medios
74 mM min? (g/L)?, 13.5 mM y 989  , mientras que aumentan significativamente

al reducirse el pH a 3.9.

Para establecer el pH mas favorable para la produccién de celobiosa por las
exoglucanasas se puede efectuar una simulacién de la influencia del pH sobre el
segundo término del segundo miembro de la ecuacién [5.121] que es el que incluye
la contribucién de la actuacién de las exoglucanasas a la productividad global, aunque
para simplificar se puede despreciar para esta simulacién el valor de x,_ frente al de x,,

con lo que se deduce
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Ink,
8.00
6.00
a
o \-
2.00 - : -
0.0029 0.003 0.0031 0.0032 0.0033
1/T, K
In K M, ex
6.00
4.00
2.00F =
0.00 L .
0.0029 0.003 0.0031 0.0032 0.0033
1/T, K?
In Kcp o
10.00
8.00
'.\_
6.00
400+
2.00 L - p
0.0029 0.003 0.0031 0.0032 0.0033
/T, K!

Figura 5.31



184

DISCUSION DE RESULTADOS

K , o mM min™ (g/L)!
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400 -
300
200

100~

0

100~

50

pH

Figura 5.32
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x 9% k0 -x)
Dy€X a; KM’e

. TR — xp)
Zka’ex(l - xp)
= D [5.128]
KM,ex +P(1 - Xp) * KICP,efoXp

En la figura 5.33 se han representado frente a x, los valores aproximados de
X, x obtenidos mediante la Gltima fraccién de la ecuacién [5.128] y utilizando tres de
los valores de la concentracién inicial de CMC, 1, 5 y 10 g/L, comunes a las tres series
en que se ha modificado el pH. Se observa que los mayores valores para X, .x en los
intervalos de x,, utilizados, coincidentes con los obtenidos experimentalmente en cada

una de las series, corresponden al pH de 4.9, aunque las diferencias con el de 3.9 son

muy escasas y practicamente no apreciables al aumentar la concentracién de CMC.
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Figura 5.33



DISCUSION DE RESULTADOS 187

5.3 INFLUENCIA DEL pH Y DE LA TEMPERATURA EN LA HIDROLISIS
ENZIMATICA DE CELOBIOSA Y DE CARBOXIMETILCELULOSA.

En las tablas 5.8 y 5.9 se recogen los valores obtenidos para los parametros
cinéticos correspondientes a las tres enzimas fundamentales del complejo enzimatico
de celulasas: B-1,4-glucosidasas (k, y K,,), endoglucanasas (k, ., v Ky..) y exoglucanasas
Ky er Kyiex ¥ Kicpew)- Se deduce que sélo las constantes de velocidad k, aumentan
regularmente con la temperatura, mientras que las constantes de Michaelis v la de
inhibicién de las exoglucanasas por celobiosa, a pesar de que se pueden ajustar a
ecuaciones tipo Arrhenius, no presentan variaciones tan regulares de aumento con la
temperatura, aunque también se han recogido en la tabla 5.8 las energias de activacién
aparentes de las diferentes constantes, E,, deduciendose que los valores estan
comprendidos aproximadamente entre 20 y 60 kJ/mol. Con respecto al pH y como se
ha ido deduciendo en los apartados anteriores el pH més favorable para la actuacién
de las tres enzimas es el de 4.9 aunque el de 3.9 también es favorable para la actuacién

de las exoglucanasas.

Por otra parte, aunque se ha establecido la influencia del pH y de la
temperatura sobre los parametros cinéticos correspondientes a la hidrélisis de celobiosa
v de carboximetilcelulosa es de interés el evaluar la repercusién directa sobre la
produccién de glucosa en la hidrélisis de celobiosa y sobre las productividades en
glucosa vy global en la hidrélisis de CMC, con tal objetivo y utilizando los parametros
cinéticos de las tablas 5.8 v 5.9, se ha efectuado una simulacién sobx_'e sus variaciones

con la intensidad de tratamiento.

Para la hidrélisis de celobiosa, a partir de la ecuacién [5.8] y teniendo en cuenta
que no hay desactivaciéon enzimadtica y que los resultados se ajustan a la ecuacién de

Michaelis-Menten, se deduce

_dx _ k(1 -»

p, i R
dy K, +S, (1 -x)

[5.129]




Tabla 5.8 2

pH = 4.9 =
T ka v 3 . ka,en jka,ex Y KM ' KM,en KM,ex ; KICP,ex
°C mM min’ (g/Ly* mM min?(g/L)! mM min? (g/L)*! - mM M . mM
40 0.00485 0.0554 . 50.1 0740 | 0453 1228 924
50 0.00862 - 0.0662 - 66.2 ©1312 /o 0382 0 8.60 . 658
60 0.01240 01051 208.3 1294 1168 26.18 1463
E,, kJ/mol 407 © 274 61.3 Lo 2401 405 321 - . 194
Tabla 5.9
T = 50°C .
pH ka '_ . A ka,e; T i ka,u : : " KM 3 KMen KM,ex KICP'.ex
mM min” (g/L) oM min? (g/L) © @M min? (g/L)" “mM o mM - mM =
3.9 ~0,01010 0.0504 © 0 40L3 . 3354 o 0319 - 88.50 4134
4.9 0.00862 0.0662 66.2 . 1321 0382 8.60 - 658

5.9 . 000503  0.0587 S 8B8 4 1214 1.480 18.38 . 1320
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para cuya aplicacién se han utilizado tres niveles de concentracién inicial de celobiosa
y los correspondientes rangos de x obtenidos experimentalmente, determinandose las
lineas que se muestran en las figuras 5.34 y 5.35. Se observa que la variacién de la
conversién con la intensidad de tratamiento, X, a los tres niveles de concentraciéon
inicial de celobiosa, alcanza sus mayores niveles a la temperatura de 60°C y al pH de
4.9, que serian por lo tanto las condiciones mas favorables dentro de las ensayadas,
aunque el pH de 3.9 llega a ser algo mas favorable que el de 4.9 al aumentar la

concentracién inicial de celobiosa.

" Parala simulacién de la hidrélisis de carboximetilcelulosa, de acuerdo con los
resultados obtenidos en los apartados 5.2.4 y 5.2.5, se ha utilizado la ecuacién [5.109]

para la variacién de la productividad en glucosa con la intensidad de tratamiento.

dx_ k (1 -x) k (x -x)
Xe = i P (1 -x) : P == [5.130]
+ -x .
y I{Nl,en f( +?f (xp _xc)

y la [5.121] para la variacién de la productividad global con la intensidad de

tratamiento

dx k. (1 -x)
X = p = a,en
T dy Ky.. +P, (1 —-x)

2k, (1 -x)

P
I{M.,ex +Pf (1 —Xp) +I{ICP,ex 71. (Xp —Xc)

+

[5.131]

en ambos casos para su aplicacién se han utilizado los parametros cinéticos de las

tablas 5.8 y 5.9 v las parejas x, y x, correspondientes a los experimentos realizados.
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0.15
50°C 100 mM
0.10- pH = 3.9
pH = 4.9
- 0.05F -—————-—-- pH = 5.9
0.00 g * 5
0 0.05 0.1 0.15 0.2
X
X ¢10° min’! (g/L)™
- 1.2
50°C 10 mM
0.9
pH = 4.9
0.6 pH = 3.9
____________ pH = 5.9
0.3F
0.0 : :
0 0.1 0.2 0.3
b
X ¢10°, min* (g/L)"!
6.0
50°C 1 mM
4.0
o pH = 49
0.0 : ; *
0 0.1 0.2 0.3 0.4
X

Figura 5.34
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Figura 5.35
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Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 5.36 a 5.39, con respecto
a la productividad en glucosa, figuras 5.36 y 5.37, se deduce que la temperatura mas
favorable de las ensayadas es la de 60°C aunque a concentraciones reducidas de CMC
la de 50°C también resulta adecuada y que el pH mas favorable es el de 4.9 con
independencia de la concentracién de CMC. Con respecto a la productividad global,
figuras 5.38 vy 5.39, se deduce que la temperatura de 60°C es también la mas favorable
de las ensayadas, con independencia de la concentracién inicial de CMC y que el pH
mas favorable es también el de 4.9 aunque las diferencias con el de 3.9 son escasas y
tanto menores cuanto mayor es la concentracién de CMC, lo que fundamentalmente
es debido a que ese es el comportamiento del término correspondiente a las
exoglucanasas y dicho término, X, es el que determina practicamente el valor de

X5, como se puede deducir al comparar las figuras 5.33 y 5.39.
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X¢, min? (g/L)*
0.015
pH =49 10 g/L
0.010
—————————————— 60°C
0.005 - IO 50°C
40°C
0.000 . :
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Figura 5.36
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Como resultado "del trabajo realizado se ha llegado a las siguientes

conclusiones:

HIDROLISIS DE CELOBIOSA CON CELLUCLAST

1* Mediante experimentos en los que se ha mantenido hasta cuatro horas y a
temperatura constante, 40, 50 y 60°C, una disolucién de la enzima se ha determinado

que no existe una desactivacién significativa.

2* La obtencién de conversiones apreciables en experimentos realizados a tiempo de
reaccién nulo pone de manifiesto la existencia de un tiempo de parada de la reaccién,
que resulta dependiente de la temperatura de operacién y que se ha incorporado en

el tratamiento de los datos cinéticos por el método de las velocidades iniciales.

3* Se ha desarrollado un procedimiento sistematico para establecer la ecuacién de
velocidad mediante el método integral de tratamiento de datos cinéticos, considerando
las posibilidades de inhibicién de sustrato ylo producto en reacciones enzimaiticas

irreversibles de un sustrato.

4* Utilizando los métodos indicados en las dos conclusiones anteriores se ha
comprobado que en la hidrélisis de celobiosa con Celluclast los resultados
experimentales se ajustan aceptablemente mediante una ecuacién simple de Michaelis-

Menten.
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5% Los pardmetros cinéticos, constantes de velocidad v de Michaelis de 1a hidrélisis de
celobiosa con Celluclast se han correlacionado con la temperatura mediante las

expresiones:

40700

k, = 3.15 10* exp[ ] > mM min~! (g/1)~*

24100
K, = 8.68 10° exp (— ] , mM
i RT

que indican un valor de 40.7 kJ/mol para la energia de activacién de la constante k,

y de 24.1 kJ/mol para la variacién de K,, con la temperatura.

6* También se ha establecido la influencia del pH sobre los pardmetros cinéticos de
la hidrélisis de celobiosa con Celluclast, existiendo un valor medio para k, de 0.00935
mM min™ (g/L)" para pH 3.9 y 4.9 que disminuye a 0.00505 a pH igual a 5.9 y un
valor medio para K; de 1.27 mM para pH 4.9 y 5.9 que aumenta hasta 3.54 a pH
igual a 3.9, en consecuencia el pH mas favorable de los ensayados es 4.9, aunque el

de 3.9 llega a ser algo mas favorable a concentraciones elevadas de celobiosa.

HIDROLISIS DE CARBOXIMETILCELULOSA (CMC) CON CELLUCLAST

7* Mediante experimentos de hidrélisis total de CMC con Celluclast se han

determinado las relaciones entre las concentracionss maximas de glucosa y celobiosa

(G; v C) v la inicial de CMC (S,).
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G, 0.556 mmol glucosa

So g CMC
~t _ 0.5245 Mmmol celobiosa
o g CMC

lo que permite establecer el producto total, P,, expresado como glucosa equivalente,
y por lo tanto definir productividades tanto en glucosa, x_igual a G/P;, como global,

x,igual a P/P; .

8" Se ha comprobado que, en las condiciones de operacién utilizadas, el posible efecto
sinergistico entre las endo y las exoglucanasas resulta practicamente despreciable y que
para establecer la intensidad de tratamiento se puede utilizar el producto de la
concentracién inicial de enzima por la suma de los tiempos de reaccién y de parada

de la misma, e, (t+t,)

9* Se ha determinado que la produccién directa de glucosa a partir de CMC mediante
las endoglucanasas es superior a la correspondiente a la hidrélisis de celobiosa por las
B-1.4-glucosidasas y que se puede ajustar considerando una ecuacién simple de

Michaelis-Menten.

10* Los pardmetros cinéticos, constantes de velocidad y de Michaelis de la produccién
directa de glucosa mediante las endoglucanasas se han correlacionado con la

temperatura segin las expresiones:

a,en

= 2.17 10° exp [—Nﬂ] » mM min™! (g/L)?
RT



202 CONCLUSIONES -

40500
Ky .. = 2.09 10° exp [— ] , mM
e RT

que indican un valor de 27.7 kJ/mol para la energia de activacién de la constante k, .,

y de 40.5 kJ/mol para la variacién de K,,._ con la temperatura.

M,en

11* También se ha establecido la influencia del pH sobre los parametros cinéticos de
la produccién directa de glucosa mediante las endoglucanasas, existiendo un valor
medio para k, ., de 0.0624 para pH 4.9 y 5.9 que disminuye a 0.0504 a pH igual 3.9
y un valor medio para K, de 0.35 para pH 3.9 y 4.9 que aumenta hasta 1.48 a pH

igual a 5.9, en consecuencia el pH m4s favorable de los ensayados es 4.9.

12* Se ha determinado que toda la produccién de celobiosa a partir de CMC es
practicamente atribuible a las exoglucanasas y que se puede ajustar a una ecuacién

cinética de Michaelis-Menten con inhibicién competitiva de producto.

13* Los parametros cinéticos, constantes de velocidad, de Michaelis y de inhibicién
competitiva de la produccién de celobiosa a partir de CMC mediante las exoglucanasas

se han correlacionado con la temperatura segin las expresiones:

61300
RT

a,ex

k = 7.38 10" exp [— ] , mM min~* (g/L)™*
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K, .. = 2.23 10° exp [— 32100 ] , mM
’ RT

Kp,., = 132 10° exp (_ 19400 ]
' RT

que indican un valor de 61.3 kJ/mol para la energia de activacién de la constante Kk, o

y de 32.1 kJ/mol y de 19.4 kJ/mol para las variaciones de Ky o ¥V Kicpex con la

temperatura.

14* También se ha determinado la influencia del pH sobre los pardmetros cinéticos
de la produccién de celobiosa a partir de CMC mediante las exoglucanasas, existiendo
para k.., Ky, v Kicp,, valores pricticamente coincidentes para pH 4.9 y 5.9,
mientras que los tres parametros aumentan significativamente al reducirse el pH a 3.9.
La simulacién de la correspondiente ecuacién de velocidad pone de manifiesto que el
pH mis favorable es el de 4.9, aunque con escasa diferencia respecto al de 3.9. Este
resultado junto con el de las conclusiones 6* y 11* permite deducir que el pH mis

favorable para la hidrélisis de CMC con Celluclast es el de 4.9.
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Aunque las variables se han ido definiendo a lo largo del texto a medida que

se han introducido se recoge la nomenclatura para aquellas mas utilizadas.

C Concentracién de celobiosa, mM.

C, Concentracién de celobiosa en la hidrélisis total, mM.
e Concentracién de enzimé, g/L.

g Concentracién de glucosa, mg/L.

G Concentracién de glucosa, mM

G; Concentracién de glucosa en la hidrélisis total, mM.
k y K Parametros cinéticos.

k, Constante de velocidad, mM min™ (g/L)".

Ky,  Constante de Michaelis, mM.

Kicp Constante de inhibicién competitiva por producto.

P Concentracién de producto total equivalente en la hidrélisis de CMC, mM,

expresada como glucosa equivalente, o de glucosa en la hidrélisis de celobiosa,
mM.

P; Concentracién de producto total correspondiente en la hidrélisis total de CMC,

mM, expresada como glucosa equivalente.
P Concentracién de producto total equivalente en la hidrélisis de celobiosa, mM.
4 Velocidad de reaccién, mM (min)™.

S Concentracién de carboximetilcelulosa, g/L, o de celobiosa, mol/L.
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en

€x

Tiempo de reaccién, min.
Temperatura absoluta, K.

Tiempo de reaccién corregido, min.
Tiempo de parada de reaccién, min.
Conversién.

Productividad en glucosa.

Derivada de la productividad en glucosa con respecto a la intensidad de

tratamiento, min™ (g/L)".
Productividad global, expresada como glucosa equivalente.

Derivada de la productividad global con respecto a la intensidad de tratamiento,
min’ (g/L)".

Intensidad del tratamiento, min g/L.
Fraccién madsica de endoglucanasas en el complejo enzimitico.
Fraccién mdsica de exoglucanasas en el complejo enzimatico.

Fraccién masica de B-1,4-glucosidasas en el complejo enzimatico.

Subindices

Valor inicial.
Endoglucanasa.

Exoglucanasa.
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